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PREFACIO

Esta Tesis se presenta como parte de los requisitos para optar al grado Académico de
Doctor en Biologia de la Universidad Nacional del Comahue - Centro Regional Universitario
Bariloche - y no ha sido presentada previamente para la obtencion de otro titulo en esta
Universidad u otra. La misma contiene los resultados obtenidos en investigaciones llevadas a
cabo en el Laboratorio de Ecotoxicologia y Contaminacion Marina perteneciente al Centro
Austral de Investigaciones Cientificas (CADIC), dependiente del Consejo Nacional de
Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET). Las investigaciones se realizaron entre
los meses de septiembre de 2004 y marzo de 2009 bajo la direccion inicial del Dr. Oscar A.
Amin (CADIC-CONICET). A partir del 9 de octubre de 2009 asumio la direccion de la
misma la Dra. Gabriela F. Malanga (PRALIB-CONICET) y la codireccién el Dr. José L.
Esteves (CENPAT-CONICET), segun Resolucion CRUB N° 504/09.

/) g

Lic. Erica Giarratano



AGRADECIMIENTOS

Primero quiero agradecer a los Dres. Oscar A. Amin y Laura I. Comoglio por haberme
iniciado en la Ecotoxicologia y por el aporte financiero a través de los proyectos GEF/PNUD
ARG 02/018, ANPCyT PICTR 0090 y PICTO06 1261 para poder realizar la tesis.

Un eterno agradecimiento a los Dres. Gabriela F. Malanga y José L. Esteves por haber
confiado en mi y haber sido incondicionales en la etapa mas critica de mi doctorado. Por
compartir sus conocimientos. Sin ellos, esta tesis no se podria haber concluido.

A los directivos del Centro Austral de Investigaciones Cientificas (CADIC) por haberme
permitido formar parte de ese instituto y hacer uso de las instalaciones. Quisiera destacar el
apoyo brindado por el Dr. Adrian Schiavini, su confianza y esfuerzo para ayudarme a finalizar
con éxito mi tesis.

A mis compafieros y amigos, Claudia A. Duarte, Alicia M. Nizovoy y Ricardo Séenz
Samaniego por la gran ayuda brindada durante los muestreos. Mas importante aun, quiero
agradecerles por haber estado incondicionalmente, por haberme ayudado a atravesar las
situaciones mas criticas y haberme dado siempre palabras de aliento. Sin su presencia y
apoyo, este suefio de doctorarme no se hubiera concretado.

A mis amigos Cecilia Avalos, Natasha Schvezov, Natalia Dellabianca, Marcela Liljesthrom,
Verénica Duarte Bodelon y Alejandro Valenzuela por todas las experiencias compartidas, las
alegrias y las tristezas, los consejos, la paciencia. En definitiva, por haberme acompafiado
siempre, por haber hecho mas ameno mi paso por Ushuaia y por permitirme ser parte de sus
vidas.

A mis colegas y amigos, Dra. Florencia Biancalana, Dr. Américo Torres y Dra. Monica Gil
por su constante apoyo.

Al timonel Marcelo Pérez, por su apoyo técnico en todas las campafias y su buena
predisposicion para ayudarme.

A los Dres. Jorge E. Marcovecchio, Sandra E. Botté y Nedda Chiarello del laboratorio de
Quimica Marina del IADO por la ayuda brindada para la determinacion de los metales
pesados.

A la Fundacién Patagonia Natural por la ayuda econdmica a través del Proyecto ARG 02/G31
PNUD-GEF "Consolidacion e Implementacién del Plan de Manejo de la Zona Costera
Patagonica para la preservacion de la biodiversidad”.

A los Dres. Maria del Carmen Rios de Molina, Enrique Morsan y Enrique M. Rodriguez, por
aceptar ser jurados de la tesis y sus valiosas sugerencias para mejorar el manuscrito.

Un agradecimiento especial a mi esposo Berna, por ser parte de mi vida, por su amor, su
comprension, su contencion e infinita paciencia. Por haberme dado palabras de aliento en los
momentos mas dificiles y por no dejar de creer en mi. Entiendo que fue quien se llevo la peor
parte de este dificil proceso, asi que para él solo tengo palabras de agradecimiento.



Por ultimo, quisiera agradecer enormemente a mis padres y a mis hermanos por haberme
acomparfiado en cada paso que diera, por apoyarme en este gran desafio que emprendi y por
haberme hecho sentir acompafiada ain a la distancia.



RESUMEN

El gran incremento poblacional sufrido por la ciudad de Ushuaia en las ultimas
décadas y la escasa planificacion acompafante trajo aparejado, entre otras cosas, que gran
namero de hogares no estén conectados a la red cloacal. Esto favorecio el vertido de desechos
urbanos que, por escurrimiento directo o a través de arroyos y chorrillos, finalmente
descargan en la zona costera de la bahia Ushuaia. A ello se suma la actividad industrial que
durante varios afios descarto sus desechos en esa Bahia sin tratamiento previo alguno y los
potenciales efectos de la creciente actividad portuaria. El objetivo de este trabajo fue evaluar
la respuesta de los biomarcadores: superéxido dismutasa, catalasa, glutation-S-transferasa y
peroxidacion lipidica, en el mejillon Mytilus edulis chilensis transplantado desde la bahia
Brown a la bahia Ushuaia y poder relacionar esa respuesta con parametros ambientales, con la
finalidad de evaluar el potencial uso de los biomarcadores seleccionados en dicha area de
estudio.

El andlisis de la calidad de agua evidencidé que el sitio denominado club Nautico
mostré caracteristicas propias de un ambiente eutroficado, producto del fuerte impacto
antrépico por el agua proveniente de la bahia Encerrada y del pluvial que descarga en ese
punto costero. Alli se registraron las maximas concentraciones de amonio (4947 uM), nitrato
(240 pM), silicato (89 puM), fosfato (48 uM) y materia organica particulada (2266 mg C/m®).
Sin embargo, el oxigeno disuelto se mantuvo cercano al nivel de saturacion (8,6 - 11,8 mg/L),
probablemente debido a la mezcla que producen los intensos vientos en la columna de agua y
a la relacion inversa con las bajas temperaturas reinantes que retrasan el desarrollo de los
descomponedores. En menor medida, la zona industrial fue afectada por el arroyo Grande y
algunos pluviales que descargan alli; ya que se encontraron valores minimos de salinidad (24
g/L) y altos valores de amonio (565 pM), nitrato (238 pM), silicato (17 pM) y materia
orgénica particulada (1573 mg C/m®).

Bahia Brown presentd las mayores concentraciones de Cu (36 - 101 pg/g peso seco),
Zn (106 - 198 ug/g peso seco) y Fe (25 - 30 mg/g peso seco) en la fraccion fina (<62 pum) del
sedimento; sin embargo, los mejillones de bahia Brown no presentaron las mayores
concentraciones de esos metales en sus tejidos. Esas altas concentraciones de metales
encontradas en el sedimento serian de origen natural ya que sélo hay actividad de maricultura
en esa region. Dentro de bahia Ushuaia, las maximas concentraciones de esos tres metales se
acumularon en los tejidos de los mejillones transplantados a club Nautico, planta Orion y

zona industrial. El Cu y el Fe se acumularon preferencialmente en la gldndula digestiva, el Zn



se acumulé mayormente en la branquia, mientras que el Cd y el Pb no mostraron un 6rgano
blanco de acumulacion. Resultd notorio en verano de 2007, que las méaximas acumulaciones
de Cd se registraron en bahia Brown y caleta Aspirante. En invierno de 2006, las maximas
concentraciones de Cd se midieron en peninsula Ushuaia. Estos tres ltimos sitios fueron
considerados de bajo impacto antropico.

Las enzimas catalasa y la glutation-S-transferasa mostraron niveles de actividad
diferente segun el 6rgano estudiado, encontrandose mayor actividad de catalasa en la glandula
digestiva y mayor actividad de glutation-S-transferasa en la branquia. Variaciones
estacionales se registraron en las actividades de las tres enzimas antioxidantes estudiadas.

Las correlaciones positivas halladas entre los biomarcadores enzimaticos demostraron
que el sistema antioxidante se activa de manera conjunta en el mejillon M. edulis chilensis. En
los experimentos de invierno se hall6 que el oxigeno disuelto estimul6 la actividad de los
biomarcadores mientras que los metales la inhibieron. En los experimentos de verano sélo la
actividad de glutation-S-transferasa se asocio con el pH y el oxigeno disuelto, mientras que la
actividad de los biomarcadores restantes no pudo ser asociada a ninguno de los parametros
fisicos o quimicos medidos en este trabajo. También en verano se encontrd una correlacion
negativa entre los metales pesados y el indice de condicion, parametro que refleja la salud de
los mejillones.

Las interacciones entre los contaminantes, los factores pro-oxidantes, las respuestas
antioxidantes y los dafios ocasionados son muy complejas, a menudo muy dificiles de
predecir y potencialmente influenciadas por numerosos factores biologicos y ambientales
como lo demostré el andlisis de componentes principales, ya que cuatro componentes
explicaron poco mas del 60 % de la variacion total. Por ello es tan importante en los estudios
de biomonitoreo tener en consideracion las variaciones biologicas intrinsecas y las
variaciones naturales de las respuestas bioquimicas a los cambios ambientales para poder
realizar una correcta interpretacion de la informacion obtenida en los monitoreos relacionados
a la contaminacion acuatica.

Considerando las correlaciones negativas encontradas, se puede concluir que las
actividades de catalasa y glutation-S-transferasa, en la branquia y la glandula digestiva de los
mejillones, asi como la peroxidacién lipidica en la branquia, han permitido observar un
impacto incipiente en la bahia Ushuaia, especialmente en relacion a los metales pesados, en
invierno. La peroxidacion lipidica en la glandula digestiva mostré correlacion positiva con los

niveles de fosfato y amonio, relacionados éstos con la calidad del agua de la Bahia.



Teniendo en cuenta estos resultados, se aconseja un mayor control de los vertidos que
se realizan sobre la zona costera de la bahia Ushuaia por parte de las autoridades de aplicacion
de los controles ambientales, para preservar no sélo la calidad del agua y del sedimento sino

también la fauna y flora que alli se desarrolla.



ABSTRACT

The increment on the population of Ushuaia city in the past decades and the poor
urban planning had brought, among other consequences, a significant issue as many houses
are not connected to the city sewage system, favoring urban wastes through direct runoffs
and/or through streams that finally discharge its contents along the coastal area of Ushuaia
bay. It could be added to it the industrial activity that took place for many years discharging
its sewages to the Bay without any treatment at all and also the potential effects of an
increasing port activity from the early 1990’s up to date. The goal of this work was to
evaluate the responses of biomarkers: superoxide dismutase, catalase, glutathione-S-
transferase and lipoperoxidation of the mussel Mytilus edulis chilensis transplanted from
Brown bay to Ushuaia bay and be able to relate these responses to the environmental
parameters and assess the use of the selected biomarkers in the study area.

The analysis of the water quality showed that the coast at the Yacht Club presents
characteristics of an eutrophicated environment, product of a very strong anthropic impact
caused by the water input from the Encerrada bay and the pluvial outflow that discharge at
that specific coastal point. At this location we registered the maximum concentrations of
ammonia (4947 pM), nitrate (240 pM), silicate (89 uM), phosphate (48 uM) and particulate
organic matter (2266 mg C/m?). Nevertheless, the dissolved oxygen was always close to the
saturation level (8.6 — 11.8 mg/L), probably due to the mixing of the water column produced
by the strong winds that prevail in this area and the inverse relationship with the low
temperatures that retard the development of the decomposers. At the lesser extend, the
industrial area was affected by the Grande stream and other pluvial outflows that discharge in
the area, which was evident by the decreased salinity found (23.6 g/L) and the high values of
ammonia (564.8 uM), nitrate (238.1 puM), silicate (17.3 pM) and particulate organic matter
(1572.9 mg C/m°).

Brown bay showed the highest concentrations of Cu (36 — 101 pg/g dw), Zn (106 -
198 pg/g dw) and Fe (25 — 30 mg/g dw) in the fine fraction (<62 pum) of the sediment,
nevertheless the mussels from Brown bay did not present the highest concentrations of these
metals. These high concentration of metals found in the sediment could be of natural origin
since the anthropic input comes only from a developing mussel farming activity in this region.
Within Ushuaia bay, the highest concentrations of these three metals were found at the Yacht
Club, Orion Dock and Industrial Area. Cu and Fe were preferably accumulated in digestive

gland, Zn mainly in gill; while Cd and Pd did not show a target organ of accumulation. It was



notorious in summer of 2007, that the highest accumulations of Cd were registered in Brown
bay and Aspirante creek. In winter of 2006, the maximum concentrations of Cd were
measured in Ushuaia peninsula. These three places were considered of low antropogenic
impact.

Catalase and glutathione-S-transferase enzymes showed different activity levels
according to the organ assayed, finding the highest catalase activity in digestive gland and the
highest glutathione-S-transferase activity in gill. Seasonal variations were registered in the
activities of the three antioxidant enzymes assayed.

The positive correlations found between the enzymatic biomarkers showed that the
antioxidant system is activated in a combined way in M. edulis chilensis. In winter
experiments we found that the dissolved oxygen stimulated the biomarker activities while
metals inhibited the activities. In summer experiments only the glutathione-S-transferase
activity was related with the pH and the dissolved oxygen, while the rest of the biomarker
activities could not be related to any of the physical-chemical parameters measured in this
work. Also in summer experiments, a negative correlation between heavy metals and
condition index was found, the later index reflecting the health status of the mussels.

The interactions between contaminants, pro-oxidant factors, antioxidant responses and
impaired damages are very complex, sometimes very hard to predict and potentially
influenced by many biological and environmental aspects. This was described by the principal
components analysis, showing that four components explained only 60% of the total
variation. That is the reason why in biomonitoring programs it is very important to consider
intrinsic biological variations and natural variations of the biochemical responses to the
environmental changes to be able to make a proper interpretation of the information obtained
in the monitoring related to the aquatic contamination.

Considering the negative correlations found, it can be concluded that the catalase and
glutathione-S-transferase activities in gill and digestive gland, and the lipid peroxidation in
gill, constitute an effective tool to evaluate the water quality in the coast of Ushuaia bay,
especially in relation with heavy metals, in winter. The lipid peroxidation in digestive gland
could also be considered as a good biomarker thanks to the positive correlation found with the
levels of phosphate and ammonia, which are related to the water quality.

Keeping in mind these results, it is recommended to perform a rigorous control on the
spills that discharge on the coastal area of Ushuaia bay by the corresponding authorities in

order to preserve, not only the water quality, but also the fauna and flora present there.
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1.1 I'mportancia de los biomarcadores en el monitoreo de la contaminacion

1.1.1 Contaminantes del ambiente acudtico

Los contaminantes tienen la capacidad de concentrarse en diferentes proporciones en
las distintas matrices del ambiente acuatico como son el agua, el sedimento y la biota
resultando dificil la eleccion de una matriz para evaluar su toxicidad. El problema es complejo
debido a que generalmente estan involucradas mezclas de compuestos en una o mas matrices.
Los contaminantes se acumulan principalmente en los sedimentos, siendo mas faciles de
medir y dando un grado de integracion temporal que no se consigue en los analisis de agua
(Rainbow & Phillips, 1993). Las concentraciones de contaminantes en el agua suelen ser
bajas y pueden variar en tiempo y espacio (Villares et al., 2001). De todas maneras, las
concentraciones de contaminantes, tanto en sedimentos como en agua, no deberian ser
utilizadas en forma aislada para analizar la probable toxicidad de dichas sustancias sobre la
biota. Es conveniente incluir en los estudios de contaminacion la bioacumulaciéon en los
organismos (Rainbow, 1995).

Una sustancia se vuelve contaminante cuando su presencia en el medio altera algin
factor bidtico o abidtico (o ambos) impactando en la capacidad de los organismos de
sobrevivir en esas condiciones. Entre las principales sustancias toxicas que afectan la biota
acuatica se encuentran los metales pesados, hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs),
bifenilos policlorados (PCB), pesticidas, acidos, cloro, cianuro, amonio, entre otros (Heath,
1995). El nitrégeno y el fosforo, que no son toxicos por si solos, pueden llegar a ocasionar

efectos adversos en ciertas condiciones (Camargo & Alonso, 2006).

Aunque hay innumerables compuestos quimicos potencialmente contaminantes, los

que fueron considerados en el presente estudio fueron:

1.1.1.1 Nutrientes inorgdnicos disueltos

Nitrato, nitrito, fosfato y silicato son nutrientes que junto con otros elementos
esenciales, son requeridos para asegurar la productividad primaria en el ecosistema marino.
Los niveles naturales de nutrientes en el ambiente acudtico pueden incrementarse a través del
ingreso directo o indirecto desde agua de lluvia, efluentes domésticos, industriales y/o
agricolas, pudiendo utilizarse sus niveles como indicadores de contaminacion (Nubi et al.,
2008). Aunque no se consideran contaminantes por si solos, concentraciones elevadas pueden

tener efectos toxicos en organismos acuaticos debido a la eutroficacion (Connell et al., 1999).
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El contenido de oxigeno disminuye debido a una desmedida proliferacion de fitoplancton que
incrementa la demanda biolégica de oxigeno al disminuir la irradiaciéon en profundidad e
incrementar la concentracion de materia organica (Heath, 1995). El florecimiento algal
colapsa cuando se agotan los nutrientes.

El amonio, si bien es también un nutriente, aparece en los efluentes urbanos e
industriales y resulta de la descomposicion de la materia organica. Su grado de toxicidad
depende del pH y la temperatura del agua. Incrementos de temperatura o pH, aumentan la
toxicidad del amonio ya que hay mayor concentracion de amonio en forma no ionizada

(Heath, 1995).

1.1.1.2 Materia orgdnica

La materia organica en descomposiciéon ingresa al medio acuatico cuando los desechos
domésticos e industriales no son tratados adecuadamente antes de su descarga en el sistema.
Estos desechos son descompuestos por microbios que consumen el oxigeno. En el caso de que
no haya una poblacion fitoplanctonica en la columna de agua que genere oxigeno o un flujo
adecuado del mismo desde la atmosfera, la creciente demanda de oxigeno disuelto por parte
de los microorganismos debido a la alta carga de materia organica puede llevar a una baja o

nula disponibilidad de oxigeno (hipoxia o anoxia respectivamente) (Zakrzewski, 2002).

1.1.1.3 Metales pesados

Los metales pesados pueden ser divididos en esenciales y no esenciales. Los
esenciales se encuentran naturalmente en los organismos pero pueden ser toxicos si las
concentraciones en el medio son elevadas. En cambio, los metales no esenciales, son
altamente toxicos aun en concentraciones trazas. Los metales pesados se caracterizan por su
gran afinidad con el azufre. Son capaces de inactivar las enzimas al unirse a grupos sulfidrilos
y también se enlazan a grupos carboxilos y aminos de las proteinas (Espina & Vanegas,
1996). La toxicidad de los metales en agua varia por la formacion de complejos con
sustancias orgdnicas e inorganicas que modifican su biodisponibilidad. Ademas las
diferencias especificas de su toxicidad se deben a distintas propiedades fisicas y quimicas de
los metales dentro del propio organismo. Por ejemplo, los compuestos con metales que
interactian con H,O; no s6lo producen radicales hidroxilo (HO¢) sino también otros oxidantes

fuertes, todos capaces de dafiar proteinas, membranas y ADN (Kasprzak, 2002).



Introduccion

Entre los metales que se explotan industrialmente y que resultan de interés para
estudiar en este trabajo, en el sentido de la ecotoxicologia, figuran los siguientes:
e  (Cobre: cumple funciones en el centro catalitico de muchas metaloenzimas (ferrooxidasa
I y II, aminooxidasa, Zn-Cu superoxido dismutasa, citocromo C oxidasa). El cobre tiene una
amplia distribucién. Mas del 50 % de su produccion es usada para la industria eléctrica y
electronica. También se lo usa como alguicida y fungicida. Puede provenir de la mineria, de
efluentes municipales y de las pinturas anti-incrustantes para los barcos. Se halla disuelto en
el agua y también unido a material particulado (Balls, 1985). Su absorcion es incrementada
por proteinas, aminoacidos, citrato y oxalato; pero disminuida por altas concentraciones de
calcio y fosfato. Se han observado interacciones con el zinc. Induce estrés oxidativo que se
evidencia en un incremento de los productos de peroxidacion lipidica, alcanos, alquenos y
lipofuscina (Viarengo et al., 1990). No hay evidencia de efectos teratogénicos, mutagénicos ni
cancerigenos (Schéfer et al., 1999).
. Zinc: es utilizado en diversas industrias como las de celulosa, petroquimica,
fertilizantes, refinerias de petroleo, acero, cemento, termoeléctrica, fundiciones no ferrosas,
pinturas, plasticos y caucho (Fortsner & Wittmann, 1979). La mayoria de los compuestos con
zinc son solubles en al agua. De acuerdo a Elliot et al. (1984), la acumulacion de zinc se
produce por difusion pasiva. La mayor parte es filtrada con el alimento y es absorbida en los
mejillones por su sistema digestivo, branquias y manto. El zinc en exceso estimula la sintesis
de metalotioneinas, las cuales son transferidas a lisosomas por diverticulos digestivos donde
se producen polimeros insolubles que son eliminados por exocitosis (Viarengo, 1985).
. Hierro: es usado en la industria petroquimica, quimica, fertilizantes, refinerias de
petroleo y acero (Fortsner & Wittmann, 1979). De todos los elementos trazas esenciales para
la vida, es el que se requiere en una mayor cantidad (Spiro, 2004). Esta presente en todas las
células del organismo y juega un rol fundamental en muchas reacciones bioquimicas. Se
encuentra en grandes cantidades en suelos y rocas, aunque normalmente en forma insoluble
(Fe’). El hierro acomplejado con adenosin-5-difosfato, histidina, EDTA, citrato y otros
quelantes ha mostrado que facilita la formacion de especies reactivas de oxigeno y eleva los
productos de peroxidacion lipidica (Aust, 1989; Ryan & Aust, 1992). La evidencia indica que
los iones quelados actian como un catalitico para la reaccion de Fenton, facilitando la
conversion del anion superoxido y del peroxido de hidrogeno a radical hidroxilo, especie
frecuentemente propuesta como iniciadora de la peroxidacion lipidica (Halliwell &

Gutteridge, 1992; Marnett, 1999). Las reacciones entre el hierro y los metabolitos de oxigeno
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pueden ser deletéreas para los organismos, especialmente cuando los radicales hidroxilos
dafian los 4acidos nucleicos, las proteinas y los lipidos (Outten & Theil, 2009).

Fe*" (Cu*)+0, ==>F (Cu'")+0,

Fe*" (Cu'") + H,0, == Fe'" (Cu*")+ HO +HO™  Reaccion de Fenton

Oy + H,0, ===> HO + HO + O, Reaccion de Haber-Weiss

. Cadmio: alrededor del 50-60 % de su produccion es utilizada en aleaciones y
galvanizaciones, cerca del 10 % se usa en pigmentos. Ademas es usado en baterias, como
estabilizador en plasticos, en fertilizantes y también puede provenir de combustibles fosiles,
fertilizantes, aguas servidas municipales y descarga de lodo (Eisler, 2000). Geoldgicamente,
esta ampliamente distribuido y suele estar asociado al plomo, zinc y fosfato. Este elemento se
encuentra en el agua de mar principalmente en forma disuelta (Balls, 1985). El cadmio no
genera radicales libres pero atraviesa la membrana celular a través de los canales de calcio,
pudiendo unirse a biomoléculas, acumularse o depositarse en compartimentos subcelulares o
bien sufrir transformaciones metabolicas o eliminacion (Di Giulio et al., 1995). La presencia
de ligandos de alta afinidad con el cadmio como el glutation (GSH), proteina soluble rica en
grupos sulfidrilos, y metalotioneinas dentro de la célula, favorecen la continua renovaciéon de
este metal, manteniendo un gradiente permanente con el medio externo (Viarengo, 1989). Hay
experimentos con animales que sugieren que el cadmio en altas dosis es teratogénico y
mutagénico (Schifer et al., 1999).

e  Plomo: cerca del 40 % es usado en baterias, 7 % en pigmentos y en pequeias cantidades
en agentes quimicos, gas antidetonante, soldaduras y lastres. El plomo ingresa al medio
acuatico por erosion y lixiviados desde el suelo, polvos de la atmoésfera, combustion de
petroleo, descargas de desechos domésticos e industriales, desprendimientos transportados
por escorrentias desde calles y otras superficies (Harte et al., 1991). El plomo se halla en el
ambiente en diversas formas quimicas y fisicas que influencian su comportamiento y sus
efectos en el ecosistema. La mayor parte del plomo en el ambiente se encuentra en forma
inorganica, siendo el Pb®" la especie idnica més estable y en la que se cree que es
mayoritariamente acumulado por los organismos (Nussey et al., 2000). Por su similitud con el
calcio, el plomo es metabolizado por las vias metabolicas del calcio (Schéfer et al., 1999)
pero no se conoce que tenga una funcion esencial en los organismos vivos. Se une a las
proteinas, particularmente a los grupos sulfidrilos, de tal manera que puede alterar su

estructura y su funcion, o bien competir con otros metales en los sitios de enlace. Es
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mutagénico y teratogénico cuando se absorbe en grandes cantidades y podria llegar a ser

carcinogénico (Eisler, 2000).

1.1.2 Especies Reactivas de Oxigeno (ERQO) y Estrés Oxidativo

La principal via para metabolizar el oxigeno molecular en los organismos aerdbicos
involucra la reduccion completa a agua por aceptacion de cuatro electrones y consecuente
formacion de especies reactivas del oxigeno (ERO): el radical anion superoxido (O;7), el
radical hidroxilo (HO"), el peréxido de hidrégeno (H,0,) y el oxigeno singulete (‘O,). Para
mantener bajas las concentraciones de ERO en estado estacionario dentro de las células, se
requiere un complejo sistema de defensa antioxidante (Halliwell & Gutteridge, 1999; Lesser,
2006), cuya finalidad es eliminar el O; en el sitio de produccion y/o eliminar o reducir el flujo
de intermediarios reducidos del oxigeno para prevenir la produccion de ERO (Young &
Woodside, 2001). El sistema de defensa antioxidante de los organismos vivos puede ser
subdividido en enzimatico y no enzimatico (Storey, 1996; Kohen & Nyska, 2002), tal como
se muestra en el Esquema 1. Los cambios en la produccion de ERO en organismos acuaticos
han sido adjudicados a: cambios fisioldgicos (diferentes estadios del ciclo reproductivo,
envejecimiento, etc.) y cambios ambientales (hipoxia, hiperoxia, radiacion UV, disponibilidad
y calidad de alimento, iones metalicos, solventes, material particulado, 6xidos de nitrégeno)
(Winston & Di Giulio 1991; Davies, 2005). Para los sistemas biologicos la produccion de
ERO esta directa y positivamente relacionada a la concentracion de O, (Jamieson et al.,

1986).
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SISTEMA DE DEFENSA
ANTIOXIDANTE

/

ENZIMATICO

\

Superoxido dismutasa
(SOD)

Catalasa
(CAT)

Glutation-S-
transferasa (GST)

Glutation peroxidasa
(GPx)

Glutation reductasa

NO ENZIMATICO

Acido ascorbico

Acido lipoico

Glutation (GSH)

Flavonoides

(GR)

Esquema 1. Sistema antioxidante.

o — tocoferol, etc.

El ambiente acuatico recibe continuamente considerables cantidades de contaminantes

que tienen la capacidad potencial de causar estrés oxidativo en los organismos, si no son

controlados por el sistema de defensa antioxidante de éstos (Halliwell & Gutteridge, 2007).

La medicion del estrés oxidativo suele ser llevada a cabo midiendo las modificaciones de los

niveles de actividad de diversas enzimas implicadas en el sistema antioxidante en dos 6érganos

principalmente, branquia y glandula digestiva (Manduzio et al., 2005). En ecotoxicologia, se

ha reportado la induccién de produccion de radicales libres que activan el sistema

antioxidante en mejillones tanto en condiciones de laboratorio como in situ por compuestos
como HAPs y PCBs (Orbea et al., 2002; De Luca-Abbott et al., 2005; Damiens et al., 2007) y
por metales (Valko et al., 2005; Franco et al., 2006; Verlecar et al., 2007; Vlahogianni et al.,

2007).
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El estrés oxidativo, definido como la produccion y acumulacion de ERO que
sobrepasa la capacidad del organismo de contrarrestar las especies reactivas, puede dafiar los
lipidos, las proteinas y el ADN (Poli et al., 2004), e incluso también pueden actuar a nivel de
la transduccion de sefiales (Apel & Hirt, 2004; Jones, 2006) afectando el balance de 6xido
reduccion de la célula (Abele & Puntarulo, 2004) y, en ultima instancia, pueden provocar

muerte celular (Winston & Di Giulio, 1991).

=) Daflo oxidativo a lipidos: la peroxidacion lipidica es el efecto mas importante de los
radicales libres sobre la célula, ya que su destruccién puede provocar un desmoronamiento de
la estructura de la membrana que conduce a una pérdida de permeabilidad y, posteriormente,
a la muerte celular (Montero Torreiro, 2000). La susceptibilidad de las membranas biologicas
a la peroxidacion depende, en gran medida, del grado de insaturacion y de la posicion de los
dobles enlaces (Halliwell & Gutteridge, 1999). Los productos de degradacion de la
peroxidacion lipidica son aldehidos como el malondialdehido e hidrocarburos, como el etano
y el etileno (Gutteridge & Halliwell, 1990). La peroxidacién lipidica en la mitocondria es
particularmente citotoxica, alterando la fluidez y permeabilidad de la membrana, con
multiples efectos en la actividad enzimatica y la produccion de ATP asi como también en la
iniciacion de apoptosis (Green & Reed, 1998).

==) Dafo oxidativo a proteinas: los aminoacidos que forman las proteinas y péptidos son
atacados por las ERO provocando fragmentacion de la cadena peptidica, agregacion de
productos de reacciones de entre-cruzamiento, alteracion de la carga eléctrica y
susceptibilidad incrementadas de remocion y degradacion (Halliwell & Gutteridge, 1999). Se
diferencian dos tipos de procesos por los cuales las proteinas pueden ser oxidadas:
inespecificos y sitio-especificos. En el primer caso, los efectos se producen al azar sobre
cualquier parte de la molécula; mientras que en el segundo, la generacion de especies
oxidantes es catalizada por un metal unido a sitios especificos de las proteinas y el dafio se
circunscribe al area cercana a su sitio de formacion (Stadtman, 1990).

==) Dafio oxidativo a ADN: la naturaleza polianioénica del ADN provee un sustrato apto
para la difusion a través de la membrana y la adherencia de los cationes metalicos, facilitando
la formacién de HO® adyacente a sitios bioldgicos criticos (Halliwell & Aruoma, 1991).
Adicionalmente, la heterogeneidad de la molécula de ADN permite que el HO® ataque las
bases y los enlaces azucar-fosfato (Buxton et al., 1988). Las ERO puede inducir numerosas
lesiones en el ADN como la ruptura de cadenas, alteracion de bases, pérdida de bases, entre-

cruzamientos proteina-ADN y ADN-ADN, y aductos de ADN que pueden tener efectos
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genotoxicos, cancerigenos y/o mutagénicos. Se han identificado mas de 100 productos
diferentes de dafio de ADN por varias ERO (Dizdaroglu, 1993).

==) Transduccion de sefales: Las ERO son también producidas para funciones celulares
especificas y se ha propuesto que los sistemas antioxidantes de las células regulan los niveles
intracelulares de las ERO por lo cual pueden funcionar como segundos mensajeros (Schrek &
Bacuerle, 1991). La funcion de las ERO como segundos mensajeros son importantes para la
expresion de varios factores transcripcionales y de otras moléculas de transduccion de sefales
(Martindale & Holbrook, 2002). El estrés oxidativo también produce apoptosis a través de
varios genes del ciclo celular. Se han descrito dos vias apoptéticas: la muerte del receptor y la
mitoncondrial, pudiendo ambas ocasionar la muerte celular (Johnson et al., 1996). Altos
niveles de estrés oxidativo causan necrosis celular, mientras que bajos niveles causan dafio al
ADN vy detencion del ciclo celular o iniciacion de apoptosis (Halliwell & Gutteridge, 1999;
Martindale & Holbrook, 2002).

1.1.3 Biomarcadores de contaminacion

Los biomarcadores son definidos como cambios celulares, bioquimicos, moleculares,
fisioldgicos o comportamentales que pueden ser medidos en las células, fluidos corporales u
6rganos dentro de un organismo, que indican la exposicion a un contaminante (van der Oost
et al., 2003). Los efectos mediados por oxidacion que pueden ser utilizados como
biomarcadores incluyen: (1) respuestas adaptativas, tales como las variaciones de las
actividades enzimadticas y de las concentraciones de compuestos no enzimaticos; (2)
evaluacion de dafo oxidativo a proteinas, lipidos, acidos nucleicos; (3) perturbaciones del
equilibrio de 6xido reduccion de los tejidos (Filho, 1996). La definicion de biomarcador es a
veces extendida a nivel organismo, incluyendo biomarcadores fisiologicos tales como los
indices de condicion y la respiracion (Schlenk et al., 2008). El uso de biomarcadores en
evaluacion de riesgo tiene la ventaja de detectar exposiciones potencialmente toxicas antes
que los efectos adversos sean irreversibles y antes de manifestarse en la poblacion o
comunidad. Individuos de una misma poblacion pueden responder de manera diferente,
dependiendo de una serie de factores como variabilidad genética, estado nutricional, accion de
los distintos estresantes actuando sobre el habitat, etc. (Depledge et al., 1993). Los
organismos expuestos a una carga de contaminantes continua sufriran un progresivo deterioro

de su salud que puede llegar a ser mortal.

Existen tres clases de biomarcadores (Schlenk, 1999):
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e de exposicion: son los que estiman la dosis interna de biodisponibilidad de un
contaminante particular o de sus metabolitos en un organismo expuesto. Deben representar
respuestas bien caracterizadas que tengan en cuenta las propiedades farmacodinamicas del
individuo y las propiedades fisico-quimicas del compuesto. Estos biomarcadores son
sensibles y especificos para cada compuesto. Ejemplo: induccion de metalotioneinas por la
exposicion a metales pesados, induccion de la citocromo P4501A monooxigenasa por la
exposicion a hidrocarburos planares poliaromaticos.

o de efecto: se caracterizan por la induccion de mecanismos de defensa celular, que se
inician siempre como una respuesta adaptativa a nivel bioquimico-molecular en el organismo.
En el caso de que la capacidad de respuesta se vea sobrepasada, se pueden producir
alteraciones fisiologicas o histologicas a mayores niveles de organizacion bioldgica. Estas
podrian llegar a ser irreversibles (dependiendo del 6rgano o sistema dafiado), afectando la
reproduccion y el crecimiento. Pueden ser medidos en cualquier nivel de organizacion
bioldgica, no suelen ser especificos en relacion a los contaminantes y no brindan informacion
sobre su naturaleza. Ejemplo: induccion de proteinas de estrés (heat shock proteins),
peroxidacion de lipidos.

e de susceptibilidad: son indicadores de los procesos que causan variaciones de
respuesta en la cantidad de exposicion o efecto en un compartimiento entre individuos o
poblaciones que tienen niveles similares de exposicion/efecto en el compartimiento anterior
(Barrett et al., 1997). Los organismos, aun de la misma especie, no responden igual a la
exposicion a contaminantes. El sexo, la edad, el tamaio, el estadio de desarrollo reproductivo,
la variacion genética de una poblacion, son parametros de variacion en la respuesta. Varios
estudios corroboraron que existen significativas diferencias asociadas a esos factores en los
circuitos enzimaticos de bioactivacion y detoxificacion, llevando a susceptibilidad o a
resistencia. Ejemplos: incremento en la incorporacion de hierro en hemocromatosis,

deficiencia de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.

Los biomarcadores de efecto estan relacionados a efectos adversos, aunque el nivel de
evidencia fluctiia para la relacion entre un efecto medido dado y las respuestas patologicas
especificas, lo que ocurre luego de un periodo largo y cronico de exposicion. Hay un
solapamiento entre biomarcadores de exposicion y de efecto, por lo que el mismo
biomarcador puede ser utilizado para ambas mediciones. Algunos de esos biomarcadores son
incluso utilizados para medir diferencias interindividuales de respuesta y, por lo tanto, sirven

también como biomarcadores de susceptibilidad (Barrett et al., 1997).

10
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El estudio de las enzimas antioxidantes puede resultar un indicador del estatus
antioxidante de los organismos y puede servir como biomarcador de estrés oxidativo. El
sistema de defensa antioxidante en los sistemas biologicos es activado cuando son expuestos a
contaminantes ambientales. Los niveles de antioxidantes pueden bajar o subir en post de
contrarrestar el desbalance causado por el dafio oxidativo (Winston & Di Giulio, 1991) y han
sido exitosamente utilizados en estudios en campo con el propdsito de caracterizar areas
impactadas, donde las mezclas complejas de contaminantes suelen estar presentes (Geracitano
et al., 2004b; Amado et al., 2006). Las defensas antioxidantes se encuentran practicamente en
todas las especies animales y en diferentes tipos de tejidos y son ampliamente halladas en

organismos acuaticos.

Los biomarcadores de efecto de interés para este trabajo de tesis fueron los siguientes:
e Superoxido dismutasa es una glicoproteina hidrofobica
tetramérica compuesta por dos dimeros unidos por puentes

disulfuro (Fattman et al., 2000). Cataliza la liberacion de un

electron del radical superéxido para formar peroxido de
hidrogeno y oxigeno (Fridovich, 1997). La enzima contiene un
atomo de cobre y uno de zinc por subunidad: el cobre cumple la
funcion de dismutacién del anion superdxido, mientras que el zinc

soOlo tendria un rol estructural.

e Catalasa es una hemoproteina con cuatro atomos de hierro
por molécula unido a la proteina y quelado a la protoporfirina IX. Se
encuentra en los peroxisomas donde se produce la oxidacion de los

lipidos, proceso que genera perdxido de hidrégeno. Su funcion

principal es justamente transformar el peroxido de hidrégeno en altas

concentraciones en oxigeno y agua (Filho, 1996).
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Alternativamente, puede actuar como una peroxidasa en presencia de bajos niveles de

peroxido de hidrogeno utilizando co-sustratos reductores como alcoholes, ascorbato y fenoles.

CAT

RHXH + H,0, === RX +2 H,0

e Glutation-S-transferasa constituye una gran familia de
enzimas multifuncionales involucradas en la conjugacion de
glutation reducido (GSH) a contaminantes y productos

aldehidicos de la peroxidacién lipidica, neutralizando sus sitios

electrofilicos y volviendo a los productos mas hidrosolubles. Se
cree que los conjugados con el GSH son metabolizados por ruptura de los residuos de
glutamato y glicina, seguido por la acetilacion del grupo de aminoacido resultante del residuo
de cisteinil, para producir acidos mercaptiricos como producto final, los cuales son
excretados mediante una bomba ubicada en la membrana dependiente de ATP (Mathews &

Van Holde, 1990).

OH

N\)\/\/O /

4 hidroxi-2-nonenal

Conjugado con glutation

e Peroxidacion lipidica se denomina a la degradacion de los acidos grasos poli-
insaturados (PUFA), considerados las moléculas bioldgicas mas susceptibles al estrés
oxidativo. La peroxidacion lipidica es una reaccion en cadena que consta de tres etapas:
iniciacion, propagacion y terminacion (Esq. 2). La iniciacion involucra el ataque de una
especie reactiva de oxigeno que por tener uno o mas electrones desapareados es capaz de
sustraer un atomo de hidrogeno de un grupo metilo de un acido graso. La presencia de un
doble enlace adyacente al grupo metilo debilita el enlace entre el carbono y el hidrégeno por
lo que el hidrogeno puede ser mas facilmente removido de un acido graso. En presencia de

oxigeno, el 4cido graso radical puede reaccionar formando radicales peroxil lipidicos (ROQe)
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durante el proceso de propagacion. Estos radicales son muy reactivos y capaces de sustraer
otro hidrégeno de acidos grasos vecinos creando hidroperoxidos lipidicos (ROQOe +
He — RO-OH). Estos ultimos pueden ser reducidos por la glutation peroxidasa a alcoholes
no reactivos o reaccionar con metales para producir una variedad de productos intermedios
reactivos como malondialdehido o 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE). La peroxidacion lipidica es
un proceso autocatalitico, cuya terminacion puede darse por la recombinacién de radicales
(Re + Re — producto no radical) o la disminucion del sustrato (Valko et al., 2005).

Es importante sefialar que para que esta cadena se inicie, es requisito la presencia de
algin metal de transicion o bien un complejo de metales (Sevanian & Ursini, 2000). El dafio
de la peroxidacion lipidica a las membranas bioldgicas puede tener distintas consecuencias,
dependiendo de la naturaleza y concentracion del oxidante (Hermes-Lima, 2004). Los
productos de la peroxidacion lipidica pueden afectar el ADN, a través de mutaciones y
alteraciones de los patrones de expresion génica (Marnett, 1999). Ademas las membranas
peroxidadas se vuelven rigidas, pierden permeabilidad e integridad.

Se conoce que las especies reactivas de oxigeno son capaces de inducir peroxidacion
lipidica, reaccionando fuertemente con los 4acidos grasos poli-insaturados para formar
hidroperéxidos (Rawls & Van Santen, 1970; Bragadéttir, 2001). La peroxidacion lipidica es
probablemente uno de los procesos de dafo tisular inducido por radicales libres mas
estudiado, pero debido a que es complicado el analisis directo de los productos endégenos de
la peroxidacion lipidica, la mayoria de los métodos miden los niveles de productos de
oxidacion secundarios. Segin Draper et al. (1993) y Janero (1990), el analisis mas
ampliamente utilizado es la mediciéon de malondialdehido (MDA) como producto secundario

de la peroxidacion lipidica, con el test de sustancias reactivas con el acido tiobarbiturico.
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Esquema 2. Esquema del proceso de peroxidacion lipidica (Valko et al., 2005). En este proceso se forman una
serie de aldehidos reactivos como productos intermedios que incluyen acroleina, crotonaldehido, 2,4-decadienal,
4-hidroxi-2-nonenal y malondialdehido que pueden reaccionar con las bases de ADN formando una serie de

aductos de ADN.

Ademas de los biomarcadores previamente descriptos, el estado nutricional y de estrés
en los mejillones puede ser analizado en forma integral mediante biomarcadores fisiologicos.
Estos parametros constituyen una respuesta a la exposicion crdnica a contaminantes. Sin
embargo, no son muy sensibles y pueden estar afectados por otras variables como
estacionalidad, enfermedades, disponibilidad de alimento y estadio del ciclo de vida (van der
Oost et al., 2003). En condiciones de estrés, las reservas energéticas disminuyen debido a que
son destinadas a procesos de detoxificacion que requieren gasto energético y, en
consecuencia, los mejillones que viven en aguas contaminadas presentan un retraso en el
crecimiento y una pobre condicion tisular (Mayer et al., 1992; Nicholson, 1999). En este
sentido, biomarcadores fisiologicos tales como indices de condicion corporales, ritmo

cardiaco y tasa de aclaramiento, han sido utilizados en programas de biomonitoreo en relacion
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a las condiciones de exposicion (Smolders et al., 2004; Mubiana et al., 2006; Yeats et al.,
2008).

1.2 Biomonitoreo activo mediante transplante

El uso de bivalvos para estudiar niveles y tendencias de contaminaciéon quimica en
aguas costeras fue sugerido por primera vez a mediados de la década del ‘70 (Goldberg,
1975). Algunos investigadores usan poblaciones residentes o de cultivo, es lo que se conoce
como biomonitoreo pasivo (Porte et al., 2001; Vlahogianni et al., 2007); mientras que otros
transplantan individuos desde un sitio de referencia a sitios contaminados y es lo que se
conoce como biomonitoreo activo (Roméo et al., 2003; Pytharopoulou et al., 2008). La
técnica de transplante fue utilizada para resolver el problema de escasez de bancos naturales
de mejillones en varios sitios de la zona costera; ademas permite sumergir a los mejillones a
cualquier profundidad. Esta metodologia también hace posible controlar la fuente, edad y
estadio de madurez sexual de las muestras. Transplantando organismos que provienen de una
misma cohorte mejora el potencial de respuesta de los biomarcadores entre sitios, ya que se
reduce la heterogeneidad genética que existe entre individuos que provienen de diferentes
sitios. Ademas es muy probable que poblaciones naturales provenientes de areas
contaminadas desarrollen mecanismos adaptativos compensatorios (Regoli & Principato,
1995). Sin embargo, implementarlo en una escala geografica muy grande introduce factores
como variaciones en las caracteristicas fisicas y quimicas y disponibilidad de alimento en las

zonas de inmersion (Andral et al., 2004).

1.2.1 Seleccion de [a especie
Los bivalvos presentan una serie de caracteristicas que los hace aptos para ser
utilizados como organismos centinelas (Farrington et al., 1983).

e Se encuentran en costas de todo el mundo, lo que permite comparar resultados.

e Son organismos sésiles y, por lo tanto, representan el estado de contaminacion del
sitio donde se hallan.

e Concentran en sus tejidos, en niveles mayores de los que se encuentran en el agua
circundante, muchos contaminantes de interés permitiendo obtener una medida de la
disponibilidad bioldgica de la sustancia.

e Son organismos abundantes en todas las épocas del afio y representativos del

ecosistema bajo estudio.
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e Son muy resistentes a los contaminantes y sobreviven en sitios donde otros
organismos no son capaces de hacerlo.

e Pueden ser facilmente transplantados de un area a otra.

e Son de interés comercial, ampliamente consumidos en varias areas del mundo. Por
ello, conocer la carga de contaminantes que presentan es fundamental para mantener la
salud publica.

e La vida media de los contaminantes en estos organismos puede ser de meses, por lo
cual, se consigue una integracion espacio-temporal de los niveles de estas sustancias.

e Se tiene amplio conocimiento sobre el ciclo reproductivo, habitos alimenticios,

fisiologia y comportamiento, factores que modifican los efectos de los contaminantes.

1.2.2 Descripcién de Mytilus edulis chilensis (Hupé, 1854)
1.2.2.1 Clasificacién taxondémica
Phyllum: Mollusca

Clase: Bivalvia

Subclase: Pteriomorphia

Orden: Mytiloida

Suborden: Mytilina

Superfamilia: Mytiloidea

Familia: Mytilidae

Subfamilia: Mytilinae

Género: Mytilus

Especie: edulis chilensis (Hupé, 1854)

1.2.2.2 Biologia general

Esta especie presenta la tipica forma de los mitilidos. Las valvas estan cubiertas con
un periostraco negro brillante. El umbo en el vértice agudo es puntiagudo y ligeramente
inclinado. El margen de la valva dorsal es angular en la porciéon central, mientras que en la
margen ventral es casi recta. Presenta contorno triangular y la linea de la margen ventral
redondeada. La superficie externa de las valvas estd surcada por lineas finas concéntricas. La
charnela presenta numerosos dientecillos (Zagal & Hermosilla, 2001). En la Figura 1 se

puede observar el aspecto externo e interno del mejillon Mytilus edulis chilensis.
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A) VISTA EXTERNA B) VISTA INTERNA

Branquia

Pie

Glandula
digestiva

Figura 1. A) Vista externa del mejillon Mytilus edulis chilensis y B) vista interna donde se sefialan los
principales 6rganos.

Tanto la respiracion como la alimentacion de los mejillones son funciones de las
branquias que, al filtrar el agua a través de ellas, retienen las particulas alimenticias
(fitoplancton y finas particulas de materia organica muerta). Como el mejillon no tiene
fermentos libres en el tubo digestivo, la digestion es de tipo intracelular. Los palpos labiales
recogen las particulas retenidas por las branquias y las seleccionan para llevarlas a la boca.

Las aguas residuales salen hacia fuera por el sifon.

1.2.2.3 Distribucion geogrdfica y hdbitat

M. edulis chilensis se distribuye desde Iquique (20° S) en Chile hasta la isla Navarino
(55°9S), el Estrecho de Magallanes (53° S) y contintia por la costa atlantica de Argentina hasta
el norte de Brasil (Menzel, 1991). Sin embargo, hay controversias en referencia a la
distribucion geografica de esta especie, y observaciones (fenotipicas) de distinto grado de
mezcla se han efectuado en la costa patagonica entre M. edulis chilensis o M. chilensis y M.
edulis platensis o M. platensis. Se encuentra comunmente dominando comunidades costeras
litorales y sublitorales (Seed & Suchanek, 1992) hasta 25 m de profundidad. Es usualmente
encontrado adherido a rocas (granito, gneis, argilita, esquisto, basalto), en playas con canto
rodado, o en las frondes y/o rizoides de la macroalga Macrocystis sp. Se 1o ha encontrado en
lugares muy protegidos asi como en otros muy expuestos. Los mejillones marinos, por lo
general, son encontrados en grupo, sobre las rocas lavadas por las olas, cada uno unido a la
superficie de roca por su biso. El patron de agregacion en manchones evita que el impacto de

las olas los disgregue con facilidad. Ademas, durante la bajamar, aquéllos que se encuentren
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en medio de un grupo sufriran menos pérdida de agua debido a la captura de agua por otros

mejillones (Menzel, 1991).

1.2.2.4 Ciclo reproductivo

El ciclo reproductivo de M. edulis varia espacial y temporalmente y generalmente
exhibe un marcado patron estacional. La época y duracion de este ciclo probablemente
resultan de una compleja interaccion entre varios factores endogenos y exdgenos. Aunque la
temperatura y la disponibilidad de alimento son conocidos como los principales reguladores
(Bayne, 1975; Newell et al., 1982), los mejillones deben desarrollar gametas atin cuando las
temperaturas son cercanas a cero (Kautsky, 1982), sugiriendo que la calidad y cantidad de
alimento es el principal factor limitante (Bayne & Worrall, 1980; Newell et al., 1982).

Tortorelli (1987) describe para la poblacion de M. edulis chilensis de la bahia Ushuaia
un periodo de desove muy prolongado; desde mayo hasta enero se suceden emisiones
parciales asincronicas con un pico de intensidad en mayo-junio y otro mas importante en
octubre-noviembre. El estadio de reposo sexual so6lo aparece en bajos porcentajes en meses
alternados durante practicamente todo el afio. En un estudio realizado en las islas Malvinas,
también sobre el mejillon M. edulis chilensis (Gray et al., 1997), se encontr6 que la
gametogénesis comenzo hacia finales del invierno (Agosto-Septiembre) y el pico
reproductivo se alcanz6 a fines de la primavera (Noviembre-Diciembre). El principal periodo
de desove ocurrid durante el verano (Diciembre-Marzo), luego del cual los organismos
entraron en una fase de quiescencia reproductiva sin evidencia de gametogénesis hasta finales

del invierno siguiente.

1.3 Descripcion del drea de estudio

1.3.1 Caracterizacion del canal Beagle

Las masas de agua que circundan la isla grande de Tierra del Fuego forman parte del
ambiente ocednico subantartico. El canal Beagle presenta un régimen micromareal y
semidiurno con desigualdades diurnas, con una amplitud media en Ushuaia de 1,1 m (Servicio
de Hidrografia Naval, 2009). El canal posee una estratificacion y dindmica estuarina
equivalente a la de un fiordo, condicionada morfoloégicamente por el angostamiento de la isla
Gable (Fig. 2). La costa del canal es rocosa dentada y sus bahias tienen origen en

lineamientos tectonicos, afectados por la accion modeladora del hielo. Estas entrantes costeras
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presentan un ambiente hidrodinamico restringido donde se desarrollan pequefias playas de
grava y conchas (Bujalesky et al., 2004).

La isla de Tierra del Fuego se encuentra bajo la influencia de la masa oceanica, y
debido al efecto moderador del mar las temperaturas minimas no son tan bajas y las maximas
son menores que en otras localidades a igual latitud en el hemisferio norte. La temperatura
media anual al nivel del mar es del orden de los 5° C. Son poco comunes marcas menores a
-12 °C en invierno y en verano rara vez superan los 23° C. El clima fueguino se caracteriza
también por la presencia de viento entre los meses de septiembre y marzo. El viento
predominante proviene del cuadrante oeste, pero en el caso de Ushuaia y debido a la presencia
del cordon montafioso, el viento procede del cuadrante sudoeste con velocidades
comprendidas entre 15 km/h y 100 km/h. La cordillera funciona como una barrera para los
frentes de aire frio que llegan desde el Pacifico. Los vientos cargados de humedad se
encuentran con las montafias, descargando gran parte del vapor que precipita en forma de
nieve o lluvia sobre los valles y faldeos y contintian hacia el este con una carga menor de
humedad. Debido a las caracteristicas de circulacidon de las masas de aire antes mencionadas,
las precipitaciones decaen fuertemente hacia el este, a lo largo del cordén cordillerano y ya a
la altura de la ciudad de Ushuaia se pueden medir no mas de 550 mm anuales. En las
montafias se producen precipitaciones nivales de hasta 200 mm mensuales, que al licuarse
alimentan a los rios cortos y torrenciales que desembocan en el canal Beagle (Valladares,

2004).
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Figura 2. Mapa de ubicacion.

1.3.2 Caracterizacion de la bahia Brown

En la bahia Brown esta ubicado el asentamiento Almanza, a unos 45 km al este de la
ciudad de Ushuaia, en la costa norte del canal Beagle a 54° 52' 21.74" Sy 67° 34' 36.85" Wy

a 7 km al noreste del puerto chileno de Puerto Williams (Fig. 2). No es mucha la informacion
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disponible para este sector del canal Beagle (Hernando et al., 2005, 2008; Esteves et al.,
2006a). Estudios preliminares de corrientes realizados en el area de bahia Brown indican que
en marea descendente el agua permanece en el interior de la Bahia, describiendo una derrota
casi lineal en direccion sur (Amin, com. pers.). Con la marea en ascenso el agua ingresaria a
la Bahia, registrdndose velocidades de corriente superiores a las obtenidas con la marea en
bajante, en direccion este, saliendo por paso Piedra Buena. Los argumentos presentados
permiten interpretar que la renovacion de agua en la Bahia se realiza en direccion oeste-este
(Hernando et al., 2008). Actualmente en la zona costera de Almanza se desarrollan cultivos de
moluscos que son comercializados localmente en Rio Grande y Ushuaia. Las autoridades
provinciales pretenden obtener la clasificacion de las aguas segin las normas establecidas por
SENASA con el proposito de impulsar esta actividad, ya que permitiria comercializar y
exportar moluscos bivalvos vivos para el consumo humano. A esta zona costera llegan
chorrillos de variado caudal y la deriva del material aportado por el rio Almanza. Es una zona
de navegacion restringida a embarcaciones de pequefio y mediano tamafno afectadas a los

cultivos (Hernando et al., 2008).

1.3.3 Caracterizacion de la bahia Ushuaia

Bahia Ushuaia tiene 9 km de longitud, es mas profunda en el lado oriental y hacia el
canal Beagle, alcanzando los 130 m de profundidad. Su fondo es de consolidado blando con
rocas y valvas. El sector de la bahia Ushuaia fue caracterizado sedimentolégicamente como
de limolitas arenosas con mayor proporcion de arcilla que evidencia un sector de menor
dindmica (Colizza, 1991). Presenta una corriente que se desplaza del oeste a lo largo de la
costa norte de la Bahia a 2 cm/seg. y avanza hacia el sudeste por la costa sur a 16,3 cm/seg.
(Balestrini et al., 1998).

La costa presenta sectores contorneados por montafias cubiertas por bosques y otros de
perfil bajo, con playas de pedregullo o arena y fragmentos de rocas. El aspecto general es
rocoso, recortado y escarpado con terrazas de agradacion marina y playas que solo alcanzan
cierto desarrollo cuando se vinculan con areas de escaso relieve relativo. Las playas son
reducidas y estan asociadas con desembocaduras de rios (Boltovskoy, 2008).

Entre los cauces de agua dulce que recibe la bahia Ushuaia se destacan los siguientes
(Valladares, 2004):

e Rio Grande de Ushuaia: tiene su cabecera en los montes Martial. En su corto recorrido,
fluye primero hacia el sudeste cambiando rapidamente su rumbo hacia el sur hasta

desembocar en la bahia Ushuaia.
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e Rio Olivia: nace de la acumulacion de aguas de deshielo de la vertiente austral de la sierra
de Alvear y de las laderas nororientales de la sierra Valdivieso. Fluye hacia el este hasta
recibir el aporte del rio Carabajal. Alli desvia su curso hacia el sur y corre formando
sinuosidades hasta su desembocadura, en la bahia Ushuaia. Su cuenca activa es de 140 km®.

e Arroyo Grande: presenta un valle de desarrollo O-E, casi paralelo al del rio Olivia, de
morfologia glaciaria, con numerosos aportes transversales. Su cuenca es de 120 km®. La
cuenca superior pertenece a la jurisdiccion del Parque Nacional de Tierra del Fuego. En la
cuenca intermedia el valle se amplia y esta ocupado principalmente por turbales. En el tramo
inferior, el valle se estrecha y el cauce describe un quiebre de casi 90° para desembocar en el
canal Beagle dentro del ejido urbano de Ushuaia. La Direccion Provincial de Obras y
Servicios Sanitarios realiza una captacion de hasta 200 1/seg. para su planta potabilizadora en
Ushuaia. En los ultimos 500 m, el curso esta contaminado por efluentes cloacales.

e Arroyo Buena Esperanza: en su cabecera se encuentra el glaciar Martial (1300 m de altura).
Este arroyo baja con pendiente significativa y desemboca en la ciudad de Ushuaia, en la bahia
Encerrada. En su ultimo tramo, estad contaminado por aportes pluvio-cloacales. La cuenca es
pequefia (10 km?) pero es importante por ser una de las fuentes de captacion de agua potable
para la ciudad. En la cuenca intermedia hay actividad turistica, habiéndose construido

importantes hoteles.

1.4 Antecedentes ¥y situacion actual

La ciudad de Ushuaia es la capital de la provincia de Tierra del Fuego, Antartida e
Islas del Atlantico Sur. Ushuaia ha sido considerada como la ciudad mas austral del mundo y
se encuentra sobre la costa norte del canal Beagle al pie del cordon Martial, en plena
cordillera de los Andes. Esta situada a 54° 48' de latitud sur y 68° 17' de longitud oeste, a
nivel del mar.

Segtn el Censo Nacional de Poblacion, Hogares y Viviendas del afio 2001 (INDEC,
2001), en el departamento de Ushuaia se censaron 45.785 habitantes, lo que implico un
crecimiento relativo de 55,67 % respecto al censo anterior en 1991. Gran parte de esa
inmigracion se ha debido a la Ley Nacional 19640 de Promocion Industrial que impulsé la
instalacion de numerosas fabricas, de las cuales quedan muy pocas en la actualidad. Este
incremento poblacional no estuvo acompafiado de la ampliacion adecuada de las redes de
servicios. En este sentido, las aguas servidas y cloacales, los drenajes pluviales y los efluentes

industriales desde entonces y hasta la actualidad son vertidos a la bahia Ushuaia sin
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tratamiento alguno. La gran mayoria de las descargas se ubican en la linea costera adyacente a
la ciudad, mientras que el dispersor cloacal ubicado sobre la peninsula Ushuaia (bahia
Golondrina) funciona como un sumidero que colecta descargas desde una red principal que se
encuentra sobre la linea costera de bahia Ushuaia y de redes secundarias que provienen del
sector sudoeste de la ciudad. A pesar de que la ciudad cuenta con el dispersor cloacal que
vierte en la bahia Golondrina, se ha detectado en las zonas costeras contaminacioén urbana por
liquidos cloacales, caracterizados por concentraciones minimas de oxigeno disuelto, maximos
nutrientes (amonio, nitrito y fosfato) y concentraciones elevadas de coliformes fecales y
Escherichia coli (Esteves & Amin, 2004).

La actividad portuaria se ha visto modificada notablemente en los ultimos afios. El
puerto de Ushuaia tiene destino comercial cuyas principales actividades son la pesca, el
turismo y el manejo de cargas generales en bultos y contenedores. Considerable aumento han
mostrado las actividades maritimas relacionadas a barcos de pasajeros. En los tltimos cinco
afios han arribado entre 200 y 350 barcos por afio. Por otro lado, los buques de pesca han
descendido de 95 en el 2004 a 48 en el 2008; los de carga también bajaron de 100 en 2004 a
50 en 2008; los cientificos bajaron de 8 en 2004 a 3 en 2008; mientras que los militares y
tanques se han mantenido entre 16 y 26.

Ademas se encuentra el muelle de combustible Planta Oridén, que es operado y
administrado por Repsol YPF SA como puerto privado. Se encuentra ubicado dentro de la
bahia Ushuaia, sobre el lado noroeste. Esta terminal opera con hidrocarburos persistentes
(derivados pesados, gas-oil, fuel-oil, etc.) y no persistentes (naftas). La operatoria de esta
plataforma consiste en cargas y descargas de buques tanques, embarcaciones medianas
(pesqueros, catamaranes, etc.) y embarcaciones menores (veleros y lanchas). Estas actividades
relacionadas a la explotacion y transporte de petrdleo, trafico maritimo y operaciones
portuarias representan un potencial riesgo de contaminacion de la zona costera.

El laboratorio de Ecotoxicologia y Contaminaciéon Marina del Centro Austral de
Investigaciones Cientificas de Ushuaia, en cooperacion con el laboratorio de Quimica Marina
del Instituto Argentino de Oceanografia de Bahia Blanca y el laboratorio de Oceanografia
Quimica y Contaminacion de Aguas del Centro Nacional Patagénico desarrollaron desde
1994 un Programa de Evaluacion de la contaminacion en la zona costera proxima a Ushuaia.
Este programa ha permitido obtener datos sobre diferentes aspectos oceanograficos del
sistema, comprobar la existencia de aportes terrestres de metales pesados al sistema costero
del canal Beagle, a partir de niveles significativos de esos elementos en los sedimentos y

mejillones (Amin et al., 1996a; 1996b) y analizar efectos letales y subletales de los metales

23



Introduccion

pesados ¢ hidrocarburos sobre algunas especies de interés comercial como Lithodes santolla y
Paralomis granulosa (Amin, 1995; Amin et al., 1998, 2003; Amin & Comoglio, 1999, 2002).
En cuanto a los hidrocarburos, se han encontrado niveles moderados en sedimentos
superficiales de bahia Encerrada y altas concentraciones en el puerto de Ushuaia, en este
ultimo caso con una fuerte componente antropica (Esteves et al., 2006b). En la zona de
estudio se han realizado trabajos preliminares con mitilidos transplantados para evaluar
bioacumulacion de metales, parametros fisiologicos y bioquimicos (Amin et al., 2000;
Fernandez et al., 2005), aunque sin una vision holistica que incluyera una serie sincronica
completa de estudios ambientales y bioldgicos.

La mayoria de los estudios previos sobre calidad ambiental marina se han focalizado
en determinar las concentraciones de contaminantes en los sedimentos, en el agua o en la
biota. Esos estudios, sin embargo, no han considerado los efectos ecoldgicos de los
contaminantes en los organismos marinos en conjunto con las concentraciones ambientales,
pudiendo estar bajo riesgo la salud de los organismos. Muchos autores han enfatizado la
necesidad de acoplar las determinaciones quimicas de los contaminantes ambientales con el
uso de biomarcadores de exposicion y/o de efecto que permitan proveer evidencia de una
relacion causa-efecto y mejores directivas de manejo de riesgo ambiental (Verlecar et al.,
2006; Viarengo et al., 2007). La originalidad del presente trabajo se basa en la necesidad de
desarrollar e implementar técnicas de monitoreo ecotoxicoldgicas que sean sensibles, poco

costosas e informativas para utilizar con organismos marinos de la bahia Ushuaia.

1.5 Objetivos del presente estudio

» Analizar la respuesta del mejillon Mytilus edulis chilensis (proveniente de cultivos
comerciales en bahia Brown) transplantado a la bahia Ushuaia (zona con reconocido impacto

de actividades antropogénicas), a partir de la medicion de biomarcadores de contaminacion

» Caracterizar desde el punto de vista fisico y quimico la zona costera de la bahia Ushuaia, a
fin de identificar fuentes naturales y antropicas y describir patrones locales de cambios en

€S0S parametros.
» Desarrollar los protocolos analiticos para el estudio de biomarcadores bioquimicos para la

validacion cuantitativa de los efectos biologicos producidos por el estrés antropico, con el fin

de utilizarlo como herramienta en el monitoreo de un ambiente costero.
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» Validar el uso de un organismo de interés local como especie indicadora.

» Generar informacion basica que facilite la toma de decisiones a las instituciones

responsables de la regulacion y el manejo de recursos costeros de la ciudad de Ushuaia.
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Materiales y Métodos

2.1 Sitios de muestreo

Se realiz6 un relevamiento de la zona costera de bahia Ushuaia en la provincia de
Tierra del Fuego con el propoésito de definir los sitios a monitorear y se disefiaron los

dispositivos para los transplantes.

2.1.1 Bahia Brown

Puerto Almanza estd ubicado en la bahia Brown a unos 45 km al este de la ciudad de
Ushuaia, en la costa norte del canal Beagle a 54° 52' 21.74" S 'y 67° 34" 36.85" W y a siete
kilometros al noreste del puerto chileno Williams. En 1987 se promulgé la Ley N° 308 para
crear el asentamiento urbano Almanza con el fin de fomentar el establecimiento y desarrollo
de las actividades de pesca, turismo y comercio en esa region. Recién en el afio 1991 llegaron
los primeros pobladores civiles y en el 2001 se establecieron algunos pescadores y
acuicultores que construyeron sus cabafas alli y comenzaron con el cultivo de mejillones en
bateas como las que se muestran en la Figura 3 y de donde fueron extraidos los mejillones
para el presente estudio. Actualmente la poblacion de Almanza, de asentamiento permanente

y esporadico, suma un total de unas 30 personas.

Figura 3. Bateas de cultivo del mejillon Mytilus edulis chilensis ubicadas frente a Almanza en la bahia Brown.
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2.1.2 Bahia Ushuaia

Los mejillones fueron transplantados a cinco sitios de la bahia Ushuaia donde se
sumergieron a unos cinco metros de profundidad: zona industrial, planta Oridn, club NAutico,
caleta Aspirante y peninsula Ushuaia (Fig. 4). Los sitios fueron seleccionados de acuerdo a
fuentes de impacto antropico (Tabla 1).

BB a 45 k"
e—

Bahia Ushuaia

Canal Beagle

Figura 4. Ubicacion de los sitios de muestreo en la bahia Ushuaia.

Tabla 1. Descripcidn de los sitios de muestreo seleccionados.

IMPACTO
SITIO IMPACTO HUMANO ESPERADO
-Fabricas
Zona -Poblacion Alto
Industrial (Z1) |-Desechos urbanos
-Desechos industriales
-Muelle carga/descarga
Planta combustible Alto
Orién (PO) -Muelle militar
-Intenso trafico maritimo
-Desechos urbanos
Club -De§qargas pluviales
Néutico (CN) —Traflc_o de barfzos. Alto
-Actividades nauticas
deportivas
Caleta -Acceso solo por agua Baio
Aspirante (CA) |-Sin actividad antrdpica )
Peninsula -Acceso solo por agua Baio
Ushuaia (PU) | -Zona de buceo deportivo .
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2.2 Disefio experimental

En la bahia Brown se seleccionaron organismos provenientes
de una misma cohorte y de tallas homogéneas para minimizar la
variabilidad. Los mismos fueron transportados, en recipientes
plasticos con abundante agua, al laboratorio localizado en la ciudad
de Ushuaia. En el laboratorio, los organismos fueron colocados en
acuarios en el interior de una camara climatizada y divididos en
subgrupos de 50 individuos. Posteriormente se colocaron en cajas
pléasticas de 18x12x18 cm con una apertura de malla de 1 cm? para
asegurar la libre circulacién de agua a través de ellas. Se formaron
dispositivos con tres cajas unidas a un cabo, con una boya en el
extremo superior y un lastre de cemento de unos 15 kg. en el
extremo inferior (Fig. 5) para fijarlo en la posicion deseada. Los
dispositivos fueron llevados a los sitios bajo estudio (ver Seccion

2.1.2) y fueron sumergidos 5 metros aproximadamente.

» Experimento 1

Figura 5. Dispositivo
utilizado.

Con el fin de caracterizar el area de donde provienen los individuos a utilizar en los

experimentos planteados en esta tesis, se realizé un estudio in situ de bahia Brown entre abril

y agosto del 2005. Se seleccionaron mejillones de talla homogénea y se introdujeron en los

dispositivos construidos para tal fin. Los mismos se colocaron en la misma batea de cultivo de

donde fueron sustraidos y se tomaron submuestras de treinta individuos al inicio del

experimento y a las dos, seis, once y dieciocho semanas de exposicion. A esos mismos

tiempos se midieron parametros fisicos in situ en el agua y se colectaron muestras de agua

para determinar nutrientes y clorofila a en el laboratorio. A tiempo cero y a las dieciocho

semanas de exposicidn se colectaron muestras de sedimentos y de mejillones, de éstos ultimos

se separaron muestras de branquia y glandula digestiva, para determinar en ambas matrices

los niveles de metales pesados.

Parametros medidos en:

s Agua
» Temperatura, oxigeno disuelto, pH y salinidad
» Nitrito, nitrato, fosfato y silicato
» Clorofilaa
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+ Sedimento

» Concentracion de Cu, Zn, Fe, Cd y Pb en fraccién <62 um.

o
%

*

Organismos

Y

Actividades de superoxido dismutasa, catalasa y glutation-S-transferasa en branquia y
glandula digestiva

Niveles de peroxidacion lipidica en branquia y glandula digestiva

Lipidos totales en branquia, manto y glandula digestiva

Concentracion de Cu, Zn, Fe, Cd y Pb en branquia y glandula digestiva

Contenido de ceniza, materia organica y agua en la totalidad del tejido blando

YV V V V V

indice de condicion

» Experimento 2

Este experimento se realizo con la finalidad de evaluar la calidad ambiental de la bahia
Ushuaia, considerando cinco sitios puntuales, y su posible impacto sobre mejillones
transplantados. Para incorporar el efecto de la estacionalidad, se plantearon experimentos de
verano y de invierno con una duracion total de seis semanas cada uno, que se repitieron en la
misma época del afio siguiente. Los experimentos de invierno se realizaron en: agosto de
2006, julio y agosto de 2007 y de 2008. Mientras que los experimentos de verano se
realizaron en: enero y febrero de 2007 y de 2008.

Se transplantaron mejillones desde la bahia Brown a los cinco sitios en la bahia
Ushuaia: zona industrial, planta Orion, club Nautico, caleta Aspirante y peninsula Ushuaia
(ver Seccién 2.1.2). En cada sitio se colocd un total aproximado de 150 mejillones de tamarfio
homogéneo. Las muestras de mejillones de cada sitio fueron tomadas al inicio del
experimento (t=0) y a las semanas dos, cuatro y seis de exposicion. Las muestras de agua
fueron tomadas previamente a las muestras de organismos a las semanas uno, tres y cinco
para conocer las condiciones ambientales a las cuales estuvieron expuestos. Las muestras de
sedimento fueron colectadas al inicio del experimento.

Parametros medidos en:

% Agua
» Temperatura, oxigeno disuelto, pH y salinidad
» Nitrito, nitrato, amonio, fosfato y silicato
» Clorofilaa

» Materia organica particulada
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+ Sedimento
» Concentracién de Cu, Zn, Fe, Cd y Pb en fraccion <62 um al inicio del experimento,
tanto de la bahia Brown como de las cinco areas de bahia Ushuaia

o
8

>

Organismos

Y

Actividades de superoxido dismutasa, catalasa y glutation-S-transferasa en branquia y
glandula digestiva

Niveles de peroxidacion lipidica en branquia y glandula digestiva

Lipidos totales en manto y glandula digestiva

Contenido de ceniza, materia organica y agua en la totalidad del tejido blando

Concentracion de Cu, Zn, Fe, Cd y Pb en branquia y glandula digestiva

V V V V V

indice de condicion

» Experimento 3

Con el propésito de evaluar si existian variaciones en los biomarcadores previo a la
semana dos de exposicion, se disefié un experimento con muestreos a cero, dos, cinco, ocho y
once dias de exposicion. Se efectud un transplante en invierno de 2007 y otro en verano de
2008, para contemplar las posibles variaciones estacionales. EI mismo consistié en el
transplante de mejillones desde la bahia Brown hacia tres sitios de la bahia Ushuaia: zona
industrial, planta Orion y club Nautico. En estos experimentos se midi6 actividad enzimatica
y peroxidacion lipidica en branquia y glandula digestiva. Se midio in situ en el agua de mar:

temperatura, oxigeno disuelto, pH y salinidad.

2.3 Determinaciones en agua

2.3.1 Obtencién de muestras

Muestras de agua superficial se colectaron en botellas
plasticas de 2 litros, desde el bote. Una vez en el laboratorio se
filtraron con filtros de fibra de vidrio (Whatman, GF/C) de 1,2 um

tamafio de poro y 45 mm de diametro usando un sistema de filtrado

de material plastico (Fig. 6).

Figura 6. Sistema de
filtrado.
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2.3.2 @ardmetros fisicos

Los siguientes parametros fisicos fueron medidos in
situ en el agua de mar sub-superficial: pH, temperatura,
oxigeno disuelto y salinidad, utilizando una sonda

multiparamétrica Horiba U-10 (Fig. 7). Las precisiones de

las lecturas fueron de 0,01 para el pH y de 0,1 para la ) .
Figura 7. Sonda multiparamétrica

temperatura, el oxigeno disuelto y la salinidad. Horiba U-10.

2.3.3 Pardmetros quimicos
2.3.3.1 Nutrientes inorgdnicos disueltos

Para la determinacion de nutrientes disueltos se filtraron 25 ml de muestra y se
almacenaron en freezer a -20° C hasta su analisis. Para el caso particular del amonio se
filtraron 2 réplicas de 25 ml cada una, se fijaron con 1 ml de fenol y se guardaron en frascos
de vidrio ambar en heladera a 4° C en oscuridad hasta su analisis.

> Nitrato
Para determinar la concentracion de nitrato se hizo pasar la muestra por una columna
de reduccion compuesta por cadmio recubierto por cobre (cadmio cuperizado), en donde el
nitrato es reducido a nitrito con rendimientos estables y elevados (Treguer & Le Corre, 1975).
El nitrito alli formado fue determinado colorimétricamente segun el método de Benschneider
& Robinson (1952).
» Nitrito
La determinacion colorimétrica de la concentracion de nitrito en agua de mar se
realizo haciendo uso de la reaccion de diazotacion entre el nitrito y la sulfanilamida en medio
acido. ElI compuesto obtenido reacciona con la amina aromatica, N-1-naftil etilendiamina,
para formar un compuesto azoico color rojo que presenta un maximo de absorcion a 540 nm,
segun el método de Benschneider & Robinson (1952). La automatizacion del método se hizo
siguiendo el procedimiento descrito por Grasshoff et al. (1983).
» Silicato
El procedimiento automatico para la determinacién de silicato soluble en agua de mar
se basa en la reduccion del complejo silicomolibdato en solucion &cida a azul de molibdeno
por medio de &cido ascorbico (Technicon®, 1973). El acido oxalico es introducido a la
muestra antes del agregado del acido ascorbico para eliminar la interferencia producida por el

fosfato.
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» Fosfato

La determinacion de la concentracion de fosfato se realizd siguiendo el método de
Eberlein & Kattner (1987), basado en el método original de azul de molibdeno de Murphy &
Riley (1962). En este caso, los iones ortofosfatos reaccionan con el molibdato de amonio para
formar un complejo de color amarillo, el fosfomolibdato de amonio, que luego de la
reduccion da una coloracion azul. Como agente reductor se utiliza acido ascorbico pues se
obtienen resultados reproducibles y brinda la ventaja de poder utilizar un Unico reactivo
formado por: &cido sulfdrico (H,SO,4), molibdato de amonio hidratado [(NH4)eM07024 X
7H,0], acido ascorbico (CgHgOg) y tartrato de antimonio y potasio [K(SbO)-C4H4O¢ X
0,5H,0]. Al circuito analitico ademas se le agrega un agente de lavado que contiene 2,5 ml
del “Aerosol 22” (Technicon GmbH, Bad Vilbel, FRG) en 1 litro de agua bidestilada.

La determinacion de nitrato, nitrito, silicato y fosfato siguiendo los métodos ya
mencionados, se realizd en el Laboratorio de Quimica Marina del Instituto Argentino de
Oceanografia en la ciudad de Bahfa Blanca. Para ello se utilizé un autoanalizador Technicon®
AA-Il automatico de cuatro canales. Las muestras de agua, los blancos y patrones se
colocaron en cubetas acondicionadas en el muestreador del equipo. Luego, las muestras con el
agregado de los reactivos correspondientes fueron incorporadas automaticamente permitiendo
en cada caso el desarrollo del color propio de cada nutriente, sequido de la medicion de la
absorbancia de cada uno a la longitud de onda programada en un detector, registrando

automaticamente la concentracion.

» Amonio

La concentracion de amonio fue analizada por el método del azul de indofenol descrito
por Strickland & Parsons (1972). En solucion alcalina (pH 10,4 - 11,5), los iones amonio
reaccionan con el hipoclorito para formar monocloramina. En presencia de fenol e hipoclorito
en exceso, la monocloramina forma un compuesto azulado Ilamado indofenol, cuando el
nitroprusiato es utilizado como catalizador.

La muestra fijada originalmente con fenol y conservada en heladera a 4° C, se retir6 de
la heladera hasta que alcanzo la temperatura ambiente. Se le adiciond 1 ml de nitroprusiato de
sodio como catalizador y 2,5 ml de solucién oxidante (solucién concentrada de hipoclorito de
sodio en medio alcalino). La muestra se agito y se dejo reaccionar a temperatura ambiente por
una hora. Luego se ley6 la absorbancia a 640 nm en un espectrofotémetro y se sustrajo la

absorbancia de los blancos que fueron preparados de la misma manera que las muestras pero

33



Materiales y Métodos

con agua de mar con bajo contenido de amonio. Para la calibracion, se preparé una curva en
base a tres diluciones diferentes a partir de una solucion madre de sulfato de amonio de 3

umol/L. Las muestras, blancos y curva de calibracion se realizaron por duplicado.

Para el célculo de la concentracion de cada uno de los nutrientes disueltos, se midié en
el registro de papel la altura de cada pico en milimetros, correspondiente al valor de
absorbancia del blanco de reactivo, los estandares y las muestras. El valor de absorbancia es
proporcional a la cantidad de nutriente en la muestra. Para efectuar el calculo se aplica un
factor F (especifico para cada nutriente), obtenido a partir de la ley de Lamber-Beer, con el

cual cada dato de muestra obtenido en milimetros es expresado en concentracion.

)
Foa bt/ (1)

mm

patrén

Donde:

mm paeen = altura del pico del patron

La concentracion final de la muestra resulta entonces:

C = F * mmmuestra (2)

Donde:
C = concentracion de la muestra (umol/L)
F = factor

mm pestra = altura del pico de la muestra

2.3.3.2Clorofila a
Las muestras para la determinacion de clorofila a se obtuvieron a partir del material
retenido en los filtros utilizados durante la filtracion de agua para nutrientes disueltos,
detallada previamente en la Secciéon 2.3.3. El volumen filtrado vario6 entre 750 y 1250 ml. Los
filtros con el material retenido fueron guardados en tubos graduados de vidrio y almacenados
en oscuridad en freezer a -20° C hasta su posterior analisis.
La extraccion de los pigmentos fotosintéticos en el filtro se realizé segiin Holm-Hansen
& Riemann (1978), mediante extraccion con metanol. Cada filtro con la muestra se coloco en

un tubo de 10 ml de capacidad y se le agregé 5 ml de metanol. Se dej6 incubar un tiempo
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minimo de 60 minutos en oscuridad a 4° C. Posteriormente se realizd la lectura de
fluorescencia de los extractos en un fluorémetro Sequoia Turner Modelo 450 (Holm-Hansen
et al., 1965). Con el fin de discriminar los productos de degradacion de la clorofila, se
afadieron a continuacion, tres gotas de acido clorhidrico 1 N a la cubeta de lectura, basandose
en el principio de que la clorofila a puede ser convertida en feofitina por la simple adicion de
acido diluido o débil. Se dejé reposar y se realizé nuevamente la lectura.

Para calcular la cantidad de clorofila a en el agua de mar se aplico la formula 3:

co {[0,03* (Ra- Rb)]} *(Qj @)

(v *100) v

Donde:

C = concentracion de clorofila a (ug clorofila a/L)
Ra = lectura fluorémetro antes de agregar HCI
Rb = lectura fluorémetro después de agregar HCI
V = volumen de agua de mar filtrada (L)

v = volumen de metanol (ml)

2.3.3.3 Materia orgdnica particulada (MO®P)

Para la determinacion de materia organica particulada se aplicé el método descrito por
Strickland & Parsons (1972). Se filtraron entre 750 y 1250 ml de muestra a través filtros de
fibra de vidrio (Whatman, GF/C) previamente calcinados (450° C durante media hora) de 1,2
um tamafio de poro y 45 mm de didmetro. Se adicionaron 2-4 ml de sulfato de sodio anhidro
al filtro con el material retenido para evitar una disrupcion celular significativa y pérdida de
carbono. Los filtros asi tratados, fueron colocados en sobres de aluminio previamente
calcinados a la misma temperatura y almacenados en freezer a -20° C hasta su anélisis.

Segun el método aplicado, la MOP fue determinada por oxidacion himeda con una
mezcla de é&cido sulfurico concentrado y dicromato de potasio, adaptada para
espectrofotometria, que da una estimacion rapida del contenido de materia organica
particulada en el agua de mar. El principio de este método es medir la disminucion en la
absorbancia del color amarillo del dicromato (Cr?*), después de que fuera oxidado por la
materia orgénica presente a Cr®*. Los cloruros interfieren con la oxidacién de material
orgéanico con dicromato, reduciendo este ultimo. El agregado de acido fosforico volatiliza la
mayor parte de los cloruros como cloruro de hidrégeno y reduce el resto a un nivel aceptable
(<0,1 mg CI’).
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Los filtros con la muestra de materia organica particulada se colocaron en probetas de
50 ml de capacidad y se les adicion6 (bajo campana) 1 ml de &cido fosférico concentrado y 1
ml de agua destilada; seguidamente fueron colocados en bafio termostatico a 105 + 5° C
durante 30 minutos. Luego se les agregd 10 ml de oxidante (mezcla de dicromato de potasio
con &cido sulfdrico concentrado) y 4 ml de agua destilada y se calentaron nuevamente en bafio
termostatico a 105 + 5° C durante 60 minutos, para asegurar una oxidacion completa. Se
enfriaron y luego se llevaron a volumen final (50 ml) con agua bidestilada. Las lecturas de
absorbancia se realizaron en un espectrofotometro UV-VIS, leyendo la extincion de la
solucion blanco luego de llevar a cero con la muestra a 440 nm. Para la calibracion se usé una
solucion estandarizada de glucosa. Todas las determinaciones de estandares y blanco se
realizaron por duplicado.

Para calcular la cantidad de materia organica particulada en el agua de mar se aplico la
férmula 4:

AxF *v)

_(
c= )

Donde:

C = concentracion de carbono (mg/m°)

A = absorbancia corregida para la absorbancia del cromo trivalente segln la expresion:
A=11% Ags.

F = factor determinado por F =120/ Ac (mg/ml)
Ac = absorbancia promedio de tres estandares

v = volumen del oxidante utilizado (ml)

V = volumen de muestra filtrada (L)

El material utilizado para las determinaciones en agua previamente detalladas fue lavado
con detergente no ionico, solucién sulfocromica y agua destilada, siendo la Unica excepcién el
material utilizado para la determinacién de nitrito, nitrato, silicato y fosfato donde en lugar de

solucion sulfocromica se utilizé acido clorhidrico al 5 %.

2.4 Determinaciones en sedimento

2.4.1 Obtencion de muestras

36



Materiales y Métodos

Las muestras de sedimento fueron recolectadas en
cada sitio usando una draga manual Van Veen (Fig. 8). La
draga se sumergio entre 3 'y 5 veces por sitio obteniéndose una
muestra compuesta que se almacend en bolsa plastica y se
transportdé al laboratorio. Posteriormente las muestras se
secaron en estufa a 60 + 5° C hasta peso constante y se

guardaron en bolsas plasticas en un ambiente seco hasta su

utilizacion.
Figura 8. Obtencic')n muestra -
2.4.2 Granulometria del sedimento de sedimento,

Para determinar las fracciones granulométricas se utiliz6 un método gravimétrico,
mediante tamizado en seco, separando en tres fracciones: >1000pum, 1000pum - 62um, <62pm
y pesandose cada fraccion en balanza analitica. En la Tabla 2 se detalla el rango de tamafio de

grano en que se halla comprendida cada fraccion granulométrica.

Tabla 2. Clasificacion de los sedimentos segln el tamafio de grano.

Fraccion Clasificacion

<62 um Fango (limo + arcilla)
1 mm-62 um Arena

>1mm Grava

2.4.3 Metales pesados totales en sedimento

La determinacién de metales pesados totales se realizé sobre la fraccion fina seca (<62
pm) obtenida segin se describié en el parrafo anterior. Los metales Cu, Zn, Cd, Pb y Fe
fueron determinados en 0,5 g de esa fraccion usando el método propuesto por Dalziel &
Baker (1983), modificado por Marcovecchio et al. (1988), reemplazando por &cido perclorico
al peroxido de hidrogeno utilizado originalmente para mejorar la oxidacion de las muestras.
Esta técnica consiste en una mineralizacién con una mezcla de acidos fuertes (HCIO4:HNOs,
1:3) bajo condiciones controladas de temperatura en un bafio de glicerina (110 + 10° C). En
los casos en que fue necesario, se agregaron cantidades adicionales de &cido nitrico
concentrado. Una vez completada la mineralizacion y obtenido un extracto de
aproximadamente 1 ml, los tubos se retiraron del bafio y se dejaron enfriar. Cada extracto se
trasvaso con pipeta Pasteur a tubos de centrifuga graduados con tapa esmerilada. El tubo de
ensayo fue enjuagado 3-4 veces con solucién acuosa de acido nitrico 0,7 % v/v y cada

enjuague fue trasvasado al tubo graduado enrasando a un volumen final de 10 ml. Para cada
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metal se leyeron blancos, estandares y muestras en forma conjunta. Se analizaron por series
de unas 10-12 muestras con sus duplicados. Con cada serie se leyeron nuevamente las
soluciones patrén para cada uno de los metales bajo analisis. Las concentraciones de metales
en esas soluciones fueron medidas utilizando un espectro de absorcion atomica Perkin Elmer
AA-2380 con llama de aire-acetileno y correccion de fondo de deuterio (D,BGC). Las
muestras y los blancos se realizaron por duplicado.

Todo el material utilizado fue previamente lavado con detergente no idnico, enjuagado
con abundante agua corriente y luego con agua destilada grado-laboratorio. Se mantuvo unas
48 hs. en acido nitrico (HNOg) al 0,7 % y se enjuagd con agua destilada repetidas veces.

Para calcular las concentraciones de cada uno de los metales en sedimento y en
organismo, se realizd una curva de calibracion - de manera similar a la correspondiente a
nutrientes - graficando los valores de absorbancia obtenidos de cada elemento en funcién de
las concentraciones de las soluciones patrones de trabajo. Se utilizé un minimo de 4 patrones
y un maximo de 7, cada uno de ellos por duplicado. Se ajustaron los valores obtenidos a una

recta de regresion segun la ecuacion 5:

Y=a*xX+b (5)
Donde:
Y = absorbancia del elemento de interés
X = concentracion correspondiente (ug/g 0 mg/g) para matrices solidas
a = pendiente de la recta

b = ordenada al origen

Con las lecturas de absorbancia (Y) en cada uno de los extractos, se calculd luego la
concentracion de cada metal (C), siendo posteriormente corregida para que el resultado final
en la matriz de muestra original quede expresado en pg/g, excepto para el hierro en sedimento

que se expresd en mg/g. Se promediaron los valores de ambas réplicas para cada metal. Se

[

C= (6)
peso

aplico la ecuacion 6:

Donde:

C = concentracion de metal (ug o mg metal/g tejido o sedimento seco)
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10 = volumen final del extracto (ml)

Peso = peso seco (g)

2.4.3.1 Normalizacion geoquimica y factor de enriquecimiento (FE)

En un esfuerzo por compensar la variabilidad natural de los elementos en los
sedimentos, se realiz6 una normalizacion para que cualquier contribucién antropica de los
metales pudiera descubrirse y cuantificarse. Loring (1991) indic6 que la variabilidad
mineraldgica y granular natural se pueden compensar mediante la normalizacion geoquimica
con el elemento mas abundante. La ecuacion siguiente fue usada para estimar el FE de los

metales Cu, Zn, Cd y Pb en el sedimento de cada sitio utilizando el Fe como elemento

Me
.

Me
%

normalizador:

(7)

Donde:

FE = factor de enriquecimiento

(Me/Fe) muestra = coONcentracion media del metal (ug/g peso seco) en relacion a la
concentracion media de Fe (mg/g peso seco) en la muestra

(Me/Fe) corteza = CONcentracion del metal (ug/g peso seco) en relacion a la concentracion de

Fe (mg/g peso seco) en la corteza terrestre

Los valores promedio de composicion de la roca superficial de la corteza terrestre
expuesta a erosion fueron tomados de Martin & Meybeck (1979). Dichos valores fueron: Fe
4,1 %, Cu 32,Zn 127, Cd 0,2 y Pb 16 pg/g.

2.4.3.2 Porcentajes de recuperacion

La calidad analitica de la determinacion de cada metal se control6 con materiales de
referencia provistos por el National Institute for Environmental Studies (NIES) de Tsukuba
(Japon). Se tomaron los valores obtenidos por Ferrer (2001) y Andrade (2001), quienes
determinaron la concentracion, y a partir de ella los porcentajes de recuperacion, de los
metales pesados Cu, Zn, Fe, Cd y Pb en el material de referencia “Pond Sediments, R.M. N°
2” (Tabla 3).
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Tabla 3. Porcentajes de recuperacion de los metales estudiados en el material de referencia (NIES) para
determinar la calidad analitica (rangos).

Metal
Analizado

Sedimentos 955-994% 97,4-1015% 97,4-1013% 91,4-993% 94,7-98,8%

Cu Zn Fe Cd Pb

2.4.3.3 Limite de deteccion del método

Es la concentracion minima de un elemento que cuando es procesado a través del
método completo puede ser detectada por encima del ruido de fondo con un nivel de
confianza del 99 %. Los resultados por debajo de este limite son reportados como “no
detectables” (nd).

Para estimar los limites de deteccion (LDM) del método aplicado bajo las condiciones
de trabajo antes mencionadas se procedio de la siguiente manera. Se tomaron en cada caso 7
ensayos de blanco de reactivo sometidos a los mismos pasos de procesamiento de las
muestras y se obtuvieron los valores de absorbancia. Con éstas se calcularon las
concentraciones finales teniendo en cuenta los algoritmos especificos. Se aplico el mismo
factor de correccion que a las muestras para que quedaran expresadas en las mismas unidades.
Finalmente el LDM se calculé multiplicando la desviacion estandar (DS) de las siete réplicas
(n) por el valor apropiado obtenido de la tabla de “t-Student” para n-1 grados de libertad y un
alfa de 0,01 (Tabla 4).

LDM = t(n—l,l—a) * DS (8)

Tabla 4. Limites de deteccion del método aplicado para cada metal.

Cu Zn Fe cd Pb
Lg/g 0,77 0,88 2,73 0,27 2,15

2.5 Determinaciones en organismos

2.5.1 Obtencién de muestras

Los mejillones se obtuvieron manualmente de los dispositivos accediendo al sitio de
muestreo en bote. Los organismos fueron llevados inmediatamente al laboratorio, donde se
realizé la diseccion dentro de las 12 horas de obtenida la muestra. Se registro el largo de todos

los individuos.
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2.5.2 Contenido de agua, ceniza y materia orgdnica

Se utilizaron 5 mejillones por sitio, a los cuales se les removio todo el tejido blando.
Individualmente se retird el exceso de agua al tejido con papel absorbente y se coloco en una
caja de aluminio previamente pesada. Se peso la caja con el tejido fresco.

Para obtener el porcentaje de agua de las muestras fue necesario secarlas en estufa a
60 £ 5° C hasta peso constante. La muestra se introdujo en un desecador hasta alcanzar la
temperatura ambiente, previa a la pesada de la muestra seca. El porcentaje de agua en tejido
se calculé aplicando la formula 9:

[(PMH — PMS )_ PCA]*]'OO (9)

% -agua =
PMT

Donde:

Py = peso de muestra himeda + tara (g)
Pws = peso de muestra seca + tara ()
Pca = tara (g)

Pyt = peso de muestra total himeda (g)

% agua = porcentaje de agua en peso fresco (PF)

La determinacion del porcentaje de ceniza en el tejido se llevo a cabo usando la
muestra empleada previamente para calcular el porcentaje de humedad de la muestra. Se
incinerd dicho tejido en una mufla a 450° C durante 5 horas. Transcurrido dicho tiempo se
paso la muestra a un desecador hasta que alcanz6 temperatura ambiente y se realizo la pesada.
El porcentaje de ceniza se calculd de la siguiente forma:

(PMI B PCA ) +100

Pur (0

% - cenizas =

Donde:

Py = peso de muestra incinerada + tara (g)
Pca = tara (9)

Pyt = peso de muestra total himeda ()

% cenizas = porcentaje de ceniza en peso fresco (PF)

El porcentaje de materia organica se obtuvo a partir de la diferencia entre el peso seco

y el peso de ceniza, empleandose la ecuacion 11 para su célculo:
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[(PMS — PMI )_ PCA]*loo (11)

% - materia - organica = b
MT

Donde:

Pws = peso de muestra seca + tara ()

Py = peso de muestra incinerada + tara (g)
Pca = tara ()

Pyt = peso de muestra total himeda ()

% materia organica = porcentaje de materia organica en peso fresco (PF)

2.5.3 Lipidos totales

Se utilizaron individualmente 4 mejillones a los cuales se les diseccioné manto y
glandula digestiva a 4° C. Las muestras fueron guardadas individualmente en sobres de papel
aluminio y almacenadas en freezer a -20° C hasta su posterior analisis.

El contenido de lipidos totales fue cuantificado utilizando el método gravimétrico de
Bligh & Dyer (1959): aproximadamente 0,8 g de tejido fresco fue homogenizado durante 3
minutos con 2 ml de metanol y 2 ml de cloroformo con un homogenizador Ultra Turrax T 25.
Luego se adiciond 1 ml de NaCI-H,0O (1,8 % NaCl) y se paso toda la mezcla por un papel de
filtro Whatman #1. El filtro se lavo con cloroformo:metanol (1:1). El filtrado se colocé en un
tubo graduado cilindrico, se dej6 separar en dos fases durante 30 minutos por decantacién y se
registrd el volumen de la fase cloroférmica inferior. La separacion de fases de la mezcla de
solventes fue realizada agregando metanol:NaCl-H,O (1:1) para obtener una relacion final de
cloroformo/metanol/NaCl-H,O de 1/1/0,9 (v/v/v). Pasados 10 minutos, la fase inferior fue
recolectada y trasvasada mediante pipeta Pasteur a un balon previamente pesado. Se dejo la
muestra en estufa a 45° C para la evaporacion del solvente. Luego de 24 horas, se le adiciono
1 ml de cloroformo:acetona (1:1) con el fin de disolver particulas solidas que pudieran haber
quedado. Pasadas otras 24 horas de evaporacion en estufa, se registrd el peso del baldn. Se
reiteraron las pesadas hasta alcanzar peso seco constante.

El contenido de lipidos totales de cada muestra se calculé como la diferencia entre el
peso del balén luego de que el solvente se ha evaporado y el peso del bal6n previo a colocarle
el extracto.

Contenido - lipidos = (By —8,) (12)
peso

Donde:
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Contenido lipidos = mg lipidos/g tejido fresco
By = peso baldn con muestra seca expresado en gramos
By = peso baldn vacio expresado en gramos

Peso = gramos de tejido fresco

2.5.4 Bioacumulacién de metales pesados

Los metales Cu, Zn, Fe, Cd y Pb fueron determinados en 0,5 g de tejido seco
empleando el método propuesto por Dalziel & Baker (1983), modificado por Marcovecchio et
al. (1988) seguin fue descrito en la Secciéon 2.4.3. Las branquias y las gladndulas digestivas de
10 organismos fueron diseccionadas a 4° C. Se guarddé el conjunto de cada 6rgano en bolsa de
polietileno. Las muestras se secaron en estufa a 60 + 5° C hasta peso constante. Luego se
homogenizaron en mortero de porcelana y se guardaron en bolsas de polietileno en un

desecador hasta su posterior analisis.

2.5.4.1 Bioconcentracion de metales pesados

Para evaluar la eficiencia de bioacumulacion de metales en el mejillon, se calculo el
factor de bioconcentracion, el cual se define segun la formula 13 (Usero et al., 2005):
Me

FBC = —_organismo. (13)
Me

sedimento

Donde:
FBC = factor de bioconcentracion
Me qrganismo = CONCeNtracion media del metal (pg/g peso seco) en la muestra de tejido

Me sedimento = CONCeNtracion media del metal (Jg/g peso seco) en la muestra de sedimento

2.5.4.2 Porcentajes de recuperacion

La calidad analitica de la determinacion de cada metal en tejido se controlé con
materiales de referencia provistos por el National Institute for Environmental Studies (NIES)
de Tsukuba (Japdn). Se tomaron los valores obtenidos por Ferrer (2001) y Andrade (2001),
quienes determinaron la concentracion, y a partir de ella los porcentajes de recuperacion, de
los metales pesados Cu, Zn, Fe, Cd y Pb en el material de referencia “Mussel Tissue Flour,
R.M. N°6” (Tabla 5).
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Tabla 5. Porcentajes de recuperacion de los metales estudiados en el material de referencia (NIES) para
determinar la calidad analitica (rangos).

Metal
Analizado

Organismos  93,1-979% 96,5-1023% 956-101,7% 92,4-987% 95,3-99,8%

Cu Zn Fe Cd Pb

2.5.5 Indice de condicion

Para analizar el indice de Condicion (IC) de los mejillones, 4 especimenes fueron
tomados a cada tiempo de exposicion en cada sitio de estudio. El tejido blando fue removido
de las valvas y se secaron el tejido y las valvas en estufa a 60° C hasta peso constante. El
indice de Condicion de cada mejillon se calculé segtin Couillard et al. (1995) como:

_ Peso-Tejido - Seco(g)
Peso - Valvas - Secas(g)

(14)

indice de condicién = g tejido seco/g valva seca

2.5.6 Biomarcadores

Las actividades de las defensas
antioxidantes, asi como los niveles de
peroxidacién de lipidos, se midieron usando un
espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 25
UV/VIS (Fig. 9). En cada caso se corrieron
blancos en las mismas condiciones que las
muestras pero reemplazando el volumen de

muestra por buffer de homogenizacion. Cada

muestra se ley6d por duplicado y la actividad

Figura 9. Espectrofotémetro UV/VIS.

final de la misma se calculé como el promedio
de ambas lecturas.

Para poder cuantificar los biomarcadores se requirié la concentracion de proteinas
solubles que se determinaron siguiendo el método de Lowry et al. (1951) modificado por
Markwell et al. (1978). ElI método se basa en la determinacién espectrofotométrica a 750 nm
del complejo coloreado formado por las proteinas en medio alcalino con el sulfato clprico y
el reactivo de Folin-Ciocalteau. Cada muestra se leyd por triplicado y la concentracion final se

calcul6 como el promedio de las tres lecturas y se expresd en mg proteina/ml.
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» Preparacion de las muestras:

e Para la determinacion de las actividades enziméticas, branquias y glandulas digestivas
de 5 mejillones fueron analizadas individualmente. Las muestras se homogenizaron en una
relacion 1:3 (tejido:buffer) en buffer pH 7,6 TRIS Base 20 mM, EDTA 1 mM, ditiotreitol
(DTT) 1 mM, sacarosa 0,5 M y KCI 0,15 M adicionando fluoruro de fenil metil sulfonilo
(PMSF) 0,1 mM como inhibidor de proteasas. La homogenizacion se llevo a cabo a 4° C
utilizando un homogenizador Ultra Turrax T 25. EI homogenato se centrifugdé durante 30
minutos a 9000xg a 4° C en una microcentrifuga refrigerada y el sobrenadante se guard6 en
freezer a -20° C hasta su andlisis (Bainy et al. 1996).

e Para la determinacion de la peroxidacion de lipidos, branquias y glandulas digestivas
de 5 mejillones fueron diseccionadas e inmediatamente homogenizadas en relacion 1:3
(tejido/buffer) con solucion buffer Tris 0,1 M pH 7,8 a 4° C utilizando un homogenizador
Ultra Turrax T 25. Cada homogenato fue centrifugado a 9000 rpm durante 10 minutos a 4° C
en una microcentrifuga refrigerada, con un rotor de 180 mm de diametro. El sobrenadante

crudo se guardo en freezer a -20° C hasta el momento del analisis.

2.5.6.1 Superoxido dismutasa (SOD)
La actividad de SOD se midi6 de acuerdo a Misra & Fridovich (1972) a 480 nm

utilizando solucion reguladora de pH glicina 50 mM pH 10,2 y adrenalina 60 mM a
temperatura constante (30° C) mediante bafio térmico. Se determiné la actividad de SOD a
traves de su habilidad de inhibir la autooxidacion (o reduccion) de la adrenalina a
adrenocromo a pH alcalino, siendo el anién superoxido el intermediario de dicha reaccion. Se
registré la absorbancia cada 30 segundos durante 150 segundos. Se definié una unidad de
actividad de SOD como la cantidad de muestra que inhibe el 50 % de reduccion de adrenalina
a adrenocromo.

Para poder cuantificar la actividad de esta enzima se grafico la absorbancia del blanco
durante 150 segundos a intervalos de 30 segundos. Se le ajustd como mejor estimador la recta
de regresion (Ecuacion 5) y de esa ecuacion se rescato el valor de la ordenada al origen (a).
Ademas, se grafico la absorbancia de cada muestra para los mismos intervalos de tiempo que
el blanco, se le ajusto la recta de regresion (Ecuacién 5) y también se rescato el valor de la
ordenada al origen (A) para ser utilizado en la cuantificacion. Se calcul6 A/a para cada

volumen de muestra y se grafico el log (A/a) en funcion de los volimenes de muestra. A ese
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grafico se le ajustd una recta de regresion y de ella se despej6 el valor x paray = 0,5 que
equivale a la cantidad de microlitros que inhiben el 50 % de actividad de la enzima.

La actividad especifica de esta enzima se obtuvo empleando la ecuacion 17:

1000

Actividad - Especifica = ————
(v proteinas)

(17)

Donde:
Act. Esp. = pl de muestra que inhiben el 50 % de formacion de adrenocromo/mg proteina
v = volumen de muestra que inhibe el 50 % de formacion de adrenocromo (ul)

Proteinas = concentracion (mg/ml)

2.5.6.2 Catalasa (CAT)

La actividad de CAT se determiné a traves del método descrito por Beutler (1982)
midiendo la disminucion de la absorbancia del H,O, a 240 nm durante 90 segundos cada 15
segundos a temperatura constante (30° C) mediante bafio térmico. La mezcla de reaccion
contiene solucion reguladora de pH TRIS Base 1 My EDTA 5 mM pH 8 y H,0, 10 nM.

La actividad especifica de esta enzima se obtuvo empleando la ecuacion 15:

(Aabs / min= dilucion)

Actividad - Especifica = y
(& *v * proteinas)

(15)

Donde:

Act. Esp. = cantidad de enzima que degrada 1 pM H,0,/min/mg proteina
A abs = (abs 15 seg. - abS gpseg.) * 60

¢ (coeficiente de extincién molar de la molécula de H,0,) = 0,071

v = volumen de muestra (ml)

Proteinas = concentracion (mg/ml)

2.5.6.3 Glutation-S-transferasa (GST)

La actividad de GST se midi6 de acuerdo a Habig et al. (1974). EI método consiste en
medir la formacién de un complejo entre glutatioén reducido (GSH) y su sustrato aceptor el 1-
cloro-2,4-dinitrobenzeno (CNDB) a 340 nm. El ensayo se llevd a cabo a temperatura
constante (25° C) mediante bafio térmico en solucion reguladora de pH fosfato de potasio 0,1
M pH 7, CNDB 50 mM y glutation reducido 100 mM. Se midi6 el aumento de absorbancia
cada 30 segundos durante 120 segundos.

La actividad especifica de esta enzima se obtuvo empleando la ecuacion 16:
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(Aabs / min= dilucién)

16
(¢ *v = proteinas) (16)

Actividad - Especifica =

Donde:

Act. Esp. = mM/cm/mg proteina

A abs = (abs 120 seg. - @bS 30 5eg.) * 60

& (coeficiente de extincién) = 9,6 nM**cm™
v = volumen de muestra (ml)

Proteinas = concentracion (mg/ml)

2.5.6.4 Peroxidacién de lipidos (LPO)

Se midio peroxidacion lipidica a través de la generacion de especies reactivas al acido
tiobarbitarico y se cuantificé en términos de equivalentes de malondialdehido (MDA) (Buege
& Aust, 1978). Se realizaron diluciones de las muestras 1:10 con buffer de homogenizacion
TRIS 0,1 pH 7,8. En tubos de ensayo de vidrio de 10 ml se colocaron 400 ul de muestra
diluida y 800 pl de medio de reaccion (acido tricloroacético, &cido tiobarbitdrico y &cido
clorhidrico). Se agitaron los tubos y se colocaron en bafio de agua a 100° C durante 15
minutos. Luego se colocaron en un bafio 4° C por 10 minutos para finalizar la reaccion. Los
tubos se centrifugaron 10 minutos a 1000xg en una centrifuga Gelec G.142-D. En el
sobrenadante se midio la absorbancia a 532 nm con un espectrofotometro Perkin Elmer
Lambda 25 UV/VIS.

Los niveles de peroxidacion lipidica se calcularon aplicando la formula 18:

( Aabs.

&

j* dilucion

\'

C= _ (18)
protemas

Donde:

C = concentracion de MDA (umol MDA/mg proteina)
A abs = (abs myestra - DS planco.)

£ (coeficiente de extincion) = 0,156 pmol™**cm™
v = volumen de muestra (ml)

Proteinas = concentracion (mg/ml)
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2.6 Andlisis estadistico

Indice de condicion, lipidos totales y niveles de biomarcadores

Los datos se analizaron mediante ANOVA de dos factores, para evaluar el efecto de
los tiempos de exposicion y de los sitios, asi como la interaccién entre ambos. Cuando se
registraron diferencias significativas, se utilizd el test de Tukey para encontrar qué media

diferia.

Concentraciones de metales totales en sedimento

Con la finalidad de comparar las concentraciones medias de metales pesados en los
sedimentos de los sitios en estudio, se realiz6 ANOVA de un factor para cada metal. Cuando
se registraron diferencias significativas, se utilizo el test de Tukey para encontrar cuél era la

media que diferia.

Integracion de toda la informacion

Con finalidad de evaluar asociaciones entre las variables ambientales y las bioldgicas,
se llevaron a cabo correlaciones de Pearson con los parametros fisicos y quimicos del agua,
las concentraciones medias de metales pesados en tejido y los valores medios de todas las
variables biologicas. Se analizaron separadamente los inviernos y los veranos. Las
correlaciones se consideraron altamente significativas cuando p<0,01 y significativas cuando
p<0,05. No se incluyeron los datos correspondientes al invierno de 2006 debido a que no se

cuenta con la totalidad de los parametros.

El analisis estadistico de los datos se realizo utilizando el software Statistica 6.0. El
nivel de significancia se fijo en p<0,05. Se comprobd normalidad mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov y homoscedasticidad con la prueba de Levene. Aquellos casos en los
que fue necesario transformar los datos para cumplir con los supuestos, se aplico la
transformacion logaritmica para los biomarcadores y arcseno para los lipidos. Los resultados

se expresaron como media £ desvio estandar (DS) para las n muestras.
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Resultados Bahia Brown

3.1 Determinaciones en agua

3.1.1 Pardmetros fisicos

En la Tabla 6 se presentan los parametros fisicos obtenidos en bahia Brown. Se
observd una tendencia de disminucion de la temperatura a medida que transcurrio el
experimento y se aproximo al invierno. El pH registré un aumento gradual, contrariamente la

salinidad descendi6 levemente; mientras que el oxigeno disuelto se mantuvo saturado.

Tabla 6. Parametros fisicos medidos en bahia Brown entre abril y agosto de 2005 en las semanas 0, 2, 6, 11y 18
de exposicion.

Tiempo Salinidad O, disuelto Temperatura
(semanas) b (g/L) (mg/L) (°C)

0 7,16 33,3 10,37 8,2

2 7,28 32,1 10,57 7,8

6 7,48 31,1 9,23 72

11 7,74 31,8 10,47 6,2

18 7,93 31,9 9,97 4,5

3.1.2 Pardmetros quimicos
3.1.2.1 Nutrientes inorgdnicos disueltos

En cuanto a los niveles de nutrientes inorganicos disueltos (Tabla 7) se observé que la
concentracion de nitrito decrecio a lo largo de la experiencia, siendo 0,63 UM a tiempo cero y
llegando a 0,20 uM en la semana 18. El nitrato vario entre 12,63 uM y 16,70 uM. El fosfato
se mantuvo estable entre 1,09 uM y 1,28 uM. El silicato, contrariamente al nitrito, aumento6 a
medida que se incrementd el tiempo de exposicion comenzando en 2,96 UM al inicio del

experimento y llegando a 4,76 uM al final del mismo.

Tabla 7. Concentracion de nutrientes inorganicos disueltos y de clorofila a medidos en bahia Brown entre abril y
agosto de 2005 en las semanas 0, 2, 6, 11 y 18 de exposicion.

Tiempo Nitrito Nitrato Fosfato Silicato Clorofilaa
(semanas) M) M) M) (UM) (Hg/L)
0 0,63 12,63 1,18 2,96 0,35
2 056 1473 1,21 3,35 0,29
6 0,43 16,70 1,28 4,07 0,16
11 032 1547 1,23 4,44 0,08
18 020 13,82 1,09 4,76 0,02
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3.1.2.2 Clorofila a
Los niveles de clorofila a decrecieron gradualmente de 0,35 pg/L a tiempo cero hasta
0,02 pg/L en la semana 18 (Tabla 7), lo cual muestra su menor disponibilidad hacia el

invierno.

3.2 Determinaciones en sedimento

3.2.1 Granulometria del sedimento

En la Tabla 8 se presentan los porcentajes de grava, arena y fango de los sedimentos
de bahia Brown, a tiempo cero y en la semana 18 de experimentacion. Si bien existen
pequefias diferencias entre ambos muestreos para las diferentes fracciones analizadas, los
sedimentos presentaron proporciones similares de arena y grava, mientras que el fango fue la

fraccién menos abundante.

Tabla 8. Porcentaje de fracciones granulométricas (grava, arena y fango) de los sedimentos de bahia Brown
sedimento al inicio y al final del experimento.

Tiempo Grava Arena Fango
(semanas) (%) (%) (%)
0 41,05 51,05 7,90

18 57,96 31,21 10,83

3.2.2 Metales pesados totales en sedimento

Las concentraciones de metales pesados en sedimento se mantuvieron en los mismos
ordenes de magnitud entre el inicio y final del experimento (Tabla 9). Como era de esperar, el
Fe fue el metal mas abundante, tres 6rdenes de magnitud mayor que el Zn y cuatro con
respecto al Cd. Le siguié en concentracion el Zn, el Pb y luego el Cu. Los niveles de Cd se

encontraron por debajo del limite de deteccion (<0,27 pg/g).

Tabla 9. Concentracion de los metales pesados Cu, Zn, Cd y Pb expresada en pg/g (peso seco) y de Fe
expresado en mg/g (peso seco) en la fraccion <62um del sedimento de bahia Brown al inicio y al final del
experimento.

Tiempo Cu Zn Cd Pb Fe
(semanas)  (ug/g PS) (ug/g PS) (ug/g PS) (ug/g PS) (mg/g PS)
0 7,00 +0,02 24,86 +£0,52 <0,27 75+0,01 24,99 +0,001
18 6,25+0,02 25,62 +0,19 <0,27 9,12+0,88 24,91 +0,015
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3.2.2.1 Factores de enriquecimiento

Los factores de enriquecimiento para el Cu, Zn, y Pb se presentan en la Tabla 10,
mientras que no se presentan valores para el Cd por hallarse dicho metal por debajo del limite
de deteccion. Los factores hallados para los tres metales se encontraron todos por debajo de 1,
entre 0,32 y 0,94, lo cual manifiesta una movilizacion respecto de su concentracion en la
corteza terrestre. Los factores précticamente no variaron luego de las 18 semanas de

exposicion evidenciando la estabilidad de los sedimentos.

Tabla 10. Factores de enriquecimiento de los metales pesados en los sedimentos de bahia Brown.

Semana Cu Zn Pb
0 0,36 0,32 0,77
18 0,32 0,33 0,94

3.3 Determinaciones en organismos

La talla promedio de los organismos utilizados en este experimento fue de 61,89 +
4,23 mm.

3.3.1 Contenido de agua, ceniza y materia orgdnica

Los porcentajes de agua, ceniza y materia organica se mantuvieron a lo largo del
experimento en 82,16 + 1,51 %, 2,73 £ 0,67 % y 15,12 + 1,59 %, respectivamente (Tabla 11).
No se encontraron diferencias significativas entre los tiempos de exposicion en ninguno de los
pardmetros (ANOVA | via, p>0,05).

Tabla 11. Porcentaje de agua, ceniza y materia orgénica en el tejido blando de los mejillones. Los resultados se
expresan como media + DS para 5 determinaciones.

Tiempo Agua Ceniza Materia
(semanas) (%) (%) organica (%)
0 7952+428 268+046 17,79+4,48
2 82,41+354 390+146 13,69+2,26
6 8251+119 228+018 1520+1,19
11 83,21+220 242+0,07 1437+2]18
18 83,12+292 236+017 14,52+3,06
3.3.2 Lipidos totales

El contenido de lipidos totales se muestra en la Figura 10. En la branquia se
registraron los valores mas bajos de lipidos totales (7,34 + 1,16 mg/g tejido fresco) y los

mismos no variaron de manera significativa en el tiempo que dur6 el experimento (ANOVA |
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via, p>0,05). En manto los valores se mantuvieron relativamente constantes hasta la semana
6, posteriormente bajaron significativamente respecto del inicio del experimento (ANOVA |
via, p<0,05). Los lipidos totales en glandula digestiva mostraron un aumento significativo del
39 % en la semana 6 (32,48 + 3,77 mg/g tejido fresco), bajaron en la semana 11 a niveles
semejantes a los iniciales, mientras que en la semana 18 descendieron significativamente un
37 % (ANOVA 1 via, p<0,05).
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Figura 10. Contenido de lipidos totales en branquia, manto y glandula digestiva del mejillon Mytilus edulis
chilensis de bahia Brown expuesto por 0, 2, 6, 11 y 18 semanas. Los resultados se expresan como Media + DS
para 4 determinaciones. Para cada 6rgano, letras iguales indican ausencia de diferencias significativas entre
tiempos de exposicion.

3.3.3 Bioacumulacion de metales pesados

En la Tabla 12 se presenta la concentracién de metales pesados en la branquia y la
glandula digestiva al inicio y final del experimento. En la branquia, el Zn mostré un
incremento en su concentracion en la semana 18. EI Cu disminuyo de 2,90 a 1,81 pg/g y el Cd
de 1,43 a 0,98 ug/g. El Fe y el Pb mantuvieron sus concentraciones entre el inicio y el final
del experimento. En la glandula digestiva, el Cu practicamente duplicd su concentracion; las
concentraciones de Fe, Cd y Pb disminuyeron, mientras que el Zn no mostré variaciones. En
resumen, en la branquia el metal mas acumulado fue el Zn, seguido por el Fe y en mucha
menor medida por el Pb, Cuy Cd. En la glandula digestiva, el Fe fue el metal méas acumulado,

seguido por el Zny en menor proporcion por el Cu, Pby Cd.
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Tabla 12. Concentracion de metales pesados en la branquia y la glandula digestiva al inicio y al final del
experimento expresada en pg/g peso seco.

Tiempo Organo Cu Zn Fe Cd Pb
(semanas) (Hg/g PS) (Hg/g PS) (Hg/g PS) (Hg/g PS)  (ng/g PS)
0 Branquia 2,90+0,61 93,60+8,30 79,86+363 143+0,32 3,88+0,37
Gl. digestiva 4,61+0,58 84,62 +13,09 589,35+21,78 2,57+0,02 6,01 +0,04
18 Branquia 1,81+0,13 166,80+ 3,47 74,13+552 0,98+0,07 3,70+0,44

Cl. digestiva 8,51+0,64 85,04+4,41 474,53+435 2,06+0,13 2,16 +0,53

3.3.3.1 Bioconcentracion de metales pesados

Los factores de bioconcentracion en la branquia y la glandula digestiva de mejillones
provenientes de bahia Brown se presentan en la Tabla 13. EI Cd fue el metal mas
bioconcentrado tanto en la branquia como en la glandula digestiva, pero su valor no fue
calculado, al determinarse valores por debajo del limite de deteccidon en el sedimento. Los
factores de bioconcentracion para el Zn variaron entre 3 y 6 evidenciando la acumulacién de
este metal en los tejidos de los mejillones. Excepto por el factor de Cu encontrado en la
semana 18 en la glandula digestiva (1,36), el Cu y el Pb presentaron valores menores a 1
indicando que estos metales se encuentran en mayor proporcion en el sedimento. El Fe
presentd la menor tasa de bioconcentracién, a pesar de ser el metal mas abundante en el

sedimento.

Tabla 13. Factores de bioconcentracion de metales pesados en branquia y glandula digestiva al inicio y al final
del experimento.

Semana Organo Cu Zn Fe Pb
0 Branquia 0,41 3,77 0,003 0,52
0 Gl. Digestiva 0,66 3,40 0,024 0,80
18 Branquia 0,29 6,51 0,003 0,41
18 Gl. Digestiva 1,36 3,32 0,019 0,24
3.3.4 Indice de condicién

El indice de condicion fue mayor al inicio del experimento (tiempo cero) con una
media de 0,26 g tejido seco/g valva seca. El valor medio de este indice tendié a bajar con el
transcurso del experimento, siendo en las semanas 6, 11 y 18 significativamente menor que a
tiempo 0 (ANOVA 1 via, p<0,05) (Fig. 11), probablemente asociado a la disminucion de

nutrientes como se mostré en la Tabla 7.
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Figura 11. indice de condicién del mejillon Mytilus edulis chilensis de bahia Brown expuesto por 0, 2, 6, 11y
18 semanas. Los resultados se expresan como Media + DS para 5 determinaciones. Letras iguales indican
ausencia de diferencias significativas entre tiempos de exposicion.

3.3.5 Biomarcadores
3.3.5.1 Superoxido dismutasa

La Figura 12 muestra que la actividad de la enzima superéxido dismutasa en la
glandula digestiva (7,55 + 1,08 U/mg prot.) fue entre 53 % en la semana 6 y 90 % en las
semanas 0 y 2 mas alta que en branquia (4,38 + 0,95 U/mg prot.). En ambos 6rganos se
registraron diferencias significativas entre tiempos de exposicion (ANOVA | via, p<0,05),

pero en ningun caso respecto a las condiciones iniciales.
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Figura 12. Actividad de superdxido dismutasa en branquia y glandula digestiva del mejillén Mytilus edulis
chilensis de bahia Brown expuesto por 0, 2, 6, 11 y 18 semanas. Los resultados se expresan como Media + DS
para 5 determinaciones. Para cada 6rgano, letras iguales indican ausencia de diferencias significativas entre

tiempos de exposicion.

3.3.5.2 Catalasa

Para esta enzima no se encontraron diferencias significativas entre los tiempos de
exposicion para ninguno de los dos 6rganos analizados (ANOVA 1 via, p>0,05). La actividad
en la glandula digestiva (6,17 + 0,76 U/mg prot.) fue entre un 60 y 116 % mayor que la

registrada en la branquia (3,11 + 0,80 U/mg prot.) en las semanas 11 y 2, respectivamente

(Fig. 13).
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Figura 13. Actividad de catalasa en branquia y glandula digestiva del mejillon Mytilus edulis chilensis de bahia
Brown expuesto por 0, 2, 6, 11 y 18 semanas. Los resultados se expresan como Media + DS para 5
determinaciones. Para cada 6rgano, letras iguales indican ausencia de diferencias significativas entre tiempos de
exposicion.

11 18

3.3.5.3 Glutation-S-transferasa

La actividad de esta enzima en branquia (0,21 £ 0,05 U/mg prot.) fue entre un 54 y
115 % mayor que en glandula digestiva (0,11 + 0,03 U/mg prot.) en las semanas 6 y 11,
respectivamente. No se encontraron diferencias significativas entre tiempos de exposicion en
la branquia (ANOVA 1 via, p>0,05). En la glandula digestiva se registro un pico de actividad
(0,15 + 0,02 U/mg prot.) en la semana 6 que resultd significativamente mayor que la
condicion inicial en el tiempo 0 y que la semana 11 de exposicion (ANOVA | via, p<0,05)
(Fig. 14).
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Figura 14. Actividad de glutation-S-transferasa en branquia y glandula digestiva del mejillon Mytilus edulis
chilensis de Bahia Brown expuesto por 0, 2, 6, 11 y 18 semanas. Los resultados se expresan como Media £ DS
para 5 determinaciones. Letras iguales indican ausencia de diferencias significativas entre tiempos para cada
organo.

Las actividades enzimaticas variaron segun el tipo de o6rgano: las actividades de
catalasa y superoxido dismutasa fueron en general mas altas en glandula digestiva, mientras

que la actividad de glutation-S-transferasa fue mayor en branquia.

3.3.5.4 Peroxidacién de lipidos

La peroxidacién lipidica no mostré un patrén definido segun el érgano analizado (Fig.
15). En la branquia se registrd en la semana 11 (3,12 + 0,86 umol/mg prot.) un aumento
significativo en los niveles de malondialdehido con respecto a la semana 6. En la glandula
digestiva se registr6 un aumento gradual a medida que avanzaba el experimento, midiéndose
un aumento significativo con respecto a las condiciones iniciales sélo en la semana 18
(ANOVA | via, p<0,05).
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Figura 15. Niveles de malondialdehido en branquia y glandula digestiva del mejillon Mytilus edulis chilensis de
bahia Brown expuesto por 0, 2, 6, 11 y 18 semanas. Los resultados se expresan como Media + DS para 5
determinaciones. Para cada 6rgano, letras iguales indican ausencia de diferencias significativas entre tiempos de
exposicion.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el presente capitulo, puede observarse
un descenso del nitrito e incremento de silicato hacia el invierno. Nitrato y fosfato se
mantienen con concentraciones relativamente constantes y se observa una disminucién en la
concentracion de clorofila a durante esta época. Tal disminucion podria explicar la tendencia
decreciente del indice de condicion y de los lipidos totales. La variabilidad encontrada en los
biomarcadores estaria asociada a los procesos naturales que se desarrollan en la bahia Brown.
Los datos aqui presentados correspondientes a dicha Bahia podrian ser considerados como

datos de base.
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Resultados Transplantes de Invierno

El transplante de invierno de 2006 cuenta con resultados para 4 sitios (zona industrial,
planta Orion, caleta Aspirante y peninsula Ushuaia) en las semanas 2 y 4 de exposicion. La
finalizacion adelantada de dicho experimento, antes de cumplimentar las 6 semanas de
exposicion, fue debido a la desaparicion de los dispositivos en dos de los sitios seleccionados:
club Nautico (semana 2) y peninsula Ushuaia (semana 5). Las causas probables se asocian a
extravio, rotura o sustraccion. Debido a que s6lo se midid la actividad de catalasa y la
peroxidacion de lipidos, se decidio realizar un tercer experimento de invierno en el afio 2008,

ademas del efectuado en 2007.

4.1 Determinaciones en agua
Para todas las variables medidas, los datos corresponden a bahia Brown a tiempo cero
y a cada uno de los sitios seleccionados dentro de bahia Ushuaia en las semanas 1y 3 para el

invierno de 2006 y en las semanas 1, 3 y 5 para los experimentos de 2007 y 2008.

4.1.1 Pardmetros fisicos

pH. Puede observarse una cierta homogeneidad en los datos de pH entre los sitios y a lo
largo del tiempo de duracion de cada experimento (Fig. 16). En 2006 el valor de pH promedio
fue de 7,81 = 0,08, en 2007 fue de 7,86 + 0,11; mientras que en 2008 fue menor, 7,58 + 0,09.
Tanto en 2007 como en 2008, en club Nautico se registraron los menores valores de pH. Si se
analiza la evolucion individual, los valores de pH en el 2007, se incrementaron en todos los
casos en el orden de 0,2 unidades de pH a medida que avanzo la experimentacion. Solo en el

caso de peninsula Ushuaia no se observo esta tendencia.
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Figura 16. pH medido en el agua de mar de bahia Brown (BB) a tiempo cero y de zona industrial (ZI), planta
Orion (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) en las semanas 1 y 3 en Invierno
2006 (naranja) y en las semanas 1, 3 y 5 en Invierno 2007 (verde) e Invierno 2008 (lila).
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Temperatura. Este parametro presentd variaciones espacio-temporales muy pequefias
(Fig. 17). Las temperaturas medias con sus respectivos desvios para cada afio de muestreo
fueron: 4,94 + 0,46 °C en 2006, 4,71 + 0,44 °C en 2007 y 4,88 + 0,42 °C en 2008. En
peninsula Ushuaia se midieron temperaturas levemente mas altas que se mantuvieron a lo
largo del tiempo, incluso en los tres afios estudiados. La diferencia de temperaturas

observadas entre sitios puede estar relacionada a la influencia continental.
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Figura 17. Temperatura medida en el agua de mar de bahia Brown (BB) a tiempo cero y de zona industrial (ZI),
planta Orion (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) en las semanas 1 y 3 en
Invierno 2006 (naranja) y en las semanas 1, 3 y 5 en Invierno 2007 (verde) e Invierno 2008 (lila).

Oxigeno disuelto. Los valores promedios con sus desvios que fueron 8,93 + 0,48 en
2006, 10,29 £ 0,74 en 2007 y 9,70 £ 0,85 mg/L en 2008. En el afo 2006 se registraron los
valores mas bajos de oxigeno disuelto, registrandose un leve descenso de la semana 1 a la
semana 3 en los cuatro sitios de la bahia Ushuaia. En 2007 los valores de este pardmetro
estuvieron cercanos al valor de saturacion, descendiendo también en las semanas 3 y 5
respecto de la semana 1 en los cinco sitios de bahia Ushuaia. En 2008, excepto en zona
industrial donde el oxigeno disuelto tendi6 a disminuir al aumentar el tiempo de
experimentacion, este pardmetro se mantuvo constante a lo largo del tiempo. Con la tnica
excepcion de peninsula Ushuaia a las semanas 3 y 5, el oxigeno disuelto medido en 2008 fue
menor que en 2007. En 2007 como en 2008, en los tres tiempos de muestreo, club Nautico

present6 los valores mas bajos de oxigeno disuelto (Fig. 18).
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Figura 18. Oxigeno disuelto medido en el agua de mar de bahia Brown (BB) a tiempo cero y de zona industrial
(Z1), planta Oriéon (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) en las semanas 1 y
3 en Invierno 2006 (naranja) y en las semanas 1, 3 y 5 en Invierno 2007 (verde) e Invierno 2008 (lila).

Salinidad. En 2006 la salinidad fue en promedio 30,66 + 0,28 g/L, resultando
levemente mas baja que en los dos afios posteriores. En 2007 y 2008 las salinidades fueron
similares: 31,98 = 0,80 g/L y 32,61 + 0,24 g/L, respectivamente. En cada afio analizado, se
midieron valores relativamente homogéneos entre los sitios y a lo largo del tiempo de
exposicion (Fig. 19). Las variaciones interanuales de la salinidad estan asociadas en este caso,
a las precipitaciones (pluviales o niveas en esta época), que tienen un impacto directo sobre la
zona costera. En club Néautico en las semanas 3 y 5 y en planta Orién en la semana 3 del afio
2007, comparando con el resto de los sitios, se observd una disminucion importante de la

salinidad, como reflejo de los aportes continentales.
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Figura 19. Salinidad medida en el agua de mar de bahia Brown (BB) a tiempo cero y de zona industrial (ZI),
planta Orién (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) en las semanas 1 y 3 en
Invierno 2006 (naranja) y en las semanas 1, 3 y 5 en Invierno 2007 (verde) e Invierno 2008 (lila).
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4.1.2 Pardmetros quimicos
4.1.2.1 Nutrientes inorgdnicos disueltos

Nitrato. La concentracion de nitrato (uM) se presenta en la Figura 20. Bahia Brown
presentd la concentracion mas baja de este nutriente (12,4 uM). En los sitios de bahia
Ushuaia, practicamente no se observaron diferencias entre sitios ni entre semanas de
exposicion en el experimento de 2006 (14,6 += 0,8 uM). En 2007, bahia Brown nuevamente
presentd la concentracion mas baja de nitrato de 4,0 uM, mientras que en bahia Ushuaia las
menores concentraciones en las tres semanas de muestreo se registraron en peninsula
Ushuaia. En la semana 1, club Nautico registrd un pico de 43,1 uM, valor que resulto tres
veces mayor que los medidos en el resto de los sitios en ese periodo de experimentacion. En
la semana 3 los valores fueron muy semejantes entre sitios 11,2 £ 1,0 uM; mientras que en la
semana 5 en zona industrial, planta Orion y club Nautico las concentraciones de nitrato fueron
notablemente mas altas que las medidas en caleta Aspirante y peninsula Ushuaia. En el afio
2008, las concentraciones de nitrato tendieron a ser mas altas que los afios anteriores. El valor
promedio considerando todos los tiempos de muestreo, sin club Nautico, fue de 11,5 £ 1,5
puM. Club Nautico present6 picos de concentracion de 23,1 y 98,8 uM, en las semanas 1 y 3

respectivamente. Esta es una indicacion clara del impacto antropico que recibe este sitio.
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Figura 20. Concentracion de nitrato medida en el agua de mar de bahia Brown (BB) a tiempo cero y de zona
industrial (ZI), planta Orién (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) en las
semanas 1 y 3 en Invierno 2006 (naranja) y en las semanas 1, 3 y 5 en Invierno 2007 (verde) e Invierno 2008
(lila).

Nitrito. La Figura 21 muestra la concentracion de nitrito (uM). En los afios 2006 y
2007, bahia Brown present6 la concentracion mdas baja (0,2 uM). En 2007, bajas

concentraciones también se midieron en peninsula Ushuaia en los tres tiempos de muestreo (<
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0,2 pM). Sin considerar club Nautico, los valores de nitrito medidos en bahia Ushuaia fueron
homogéneos entre sitios y entre tiempos de exposicion, con una media general de 0,3 £ 0,1
pM. Club Ndutico representd un caso particular en los dos afios analizados. En el 2007,
presentd las mayores concentraciones de nitrito siendo 2,0, 0,5 y 0,8 uM en las semanas 1, 3 y
5 respectivamente. En el afio 2008, este sitio mostrd también valores mas altos que el resto de
los sitios en las semanas 1 y 3 de 0,7 y 1,2 uM, respectivamente. De la misma manera que
para el caso del nitrato, club Nautico representd un caso particular evidenciando un impacto

antrdpico.

2,5

@ Inv. 2006 W Inv.2007 OInv.2008

Nitrito (uM)

Figura 21. Concentracion de nitrito medida en el agua de mar de bahia Brown (BB) a tiempo cero y de zona
industrial (ZI), planta Orién (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) en las
semanas 1 y 3 en Invierno 2006 (naranja) y en las semanas 1, 3 y 5 en Invierno 2007 (verde) e Invierno 2008

(lila).

Amonio. La Figura 22 muestra la concentracion de amonio (uM), en escala
logaritmica, para poder minimizar las diferencias entre los valores extremos y obtener una
mejor representacion grafica. En 2006, las concentraciones medidas fueron muy heterogéneas.
En bahia Brown se encontro la concentracion mas baja de 0,4 uM. En las semanas 1 y 3, en
zona industrial y planta Oridn se registraron valores notablemente mas altos que en caleta
Aspirante y peninsula Ushuaia. Club Nautico, en los tres muestreos del 2007, present6 valores
considerablemente mayores que el resto de los sitios: 4946,6 uM en la semana 1, 157,2 uM en
la semana 3 y 1052,8 uM en la semana 5 lo que evidencia un gran impacto antropico. En
contraposicion, peninsula Ushuaia fue el sitio de bahia Ushuaia que presentd las menores
concentraciones: 21,3 uM en la semana 1, 1,4 uM en la semana 3 y 1,0 uM en la semana 5.
En 2008, las concentraciones de amonio no fueron tan heterogéneas entre sitios ni entre

tiempos, variando desde no detectable en peninsula Ushuaia en la semana 1 hasta 3,6 uM en
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planta Orién en la semana 5. La excepcion fue nuevamente club Nautico donde en las

semanas 1 y 3 de exposicion las concentraciones fueron de 76,6 y 157,9 uM, respectivamente.

@ Inv. 2006 @ Inv. 2007 O Inv. 2008

Amonio (Log+1) (WM)

Figura 22. Concentracion de amonio, en escala logaritmica, medida en el agua de mar de bahia Brown (BB) a
tiempo cero y de zona industrial (ZI), planta Orion (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula
Ushuaia (PU) en las semanas 1 y 3 en Invierno 2006 (naranja) y en las semanas 1, 3 y 5 en Invierno 2007 (verde)
e Invierno 2008 (lila).

Fosfato. Los valores de este nutriente también fueron transformados con escala
logaritmica para una mejor visualizacion de la informacion (Fig. 23). En el afio 2006 las
concentraciones fueron semejantes en todos los sitios y en los distintos tiempos de muestreo
(1,0 £ 0,3 uM). En 2007 y 2008, los picos de este nutriente se registraron nuevamente en club
Nautico alcanzando valores maximos de 48,3 y 15,6 uM, respectivamente. En el resto de los

casos, incluyendo todos los tiempos de exposicion y ambos afios, los valores medidos
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Figura 23. Concentracion de fosfato, en escala logaritmica, medida en agua de mar de bahia Brown (BB) a
tiempo cero y de zona industrial (ZI), planta Orion (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula
Ushuaia (PU) en las semanas 1 y 3 en Invierno 2006 (naranja) y en las semanas 1, 3 y 5 en Invierno 2007 (verde)
e Invierno 2008 (lila).
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oscilaron entre 0,5 y 1,8 uM. Al igual que para los nutrientes anteriores, club Nautico
evidencio el impacto de los efluentes que desembocan alli.

Silicato. En la Figura 24 puede observarse la concentracion de silicato (uM). Bahia
Brown en 2006 present6 la concentracion mas baja (4,1 uM). En la semana 1 de 2006, zona
industrial y planta Orioén presentaron concentraciones 80 % mas altas que caleta Aspirante y
peninsula Ushuaia; mientras que en la semana 3, las concentraciones fueron menos variables
entre los sitios (8,6 = 1,0 uM). En el ano 2007, en club Néautico se midieron las mayores
concentraciones en las tres semanas estudiadas siendo los valores hallados de 89,26 uM en la
semana 1, 8,15 pM en la semana 3 y 22,96 pM en la semana 5. A su vez, las concentraciones
medidas en zona industrial y planta Orién fueron superiores a las registradas en caleta
Aspirante y peninsula Ushuaia. En estos ultimos sitios este nutriente incluso estuvo menos
concentrado que en bahia Brown donde fue de 6,85 uM. En 2008, club Nautico presento las
concentraciones mas altas en las semanas 1 y 3 que fueron 23,4 y 55,7 uM respectivamente;
mientras que en la semana 5, la mayor concentracion de silicato se registro en peninsula
Ushuaia (11,9 uM). Los niveles mas bajos de silicato se midieron en bahia Brown y en

peninsula Ushuaia en las semanas 1 y 3, siendo en todos los casos de 4,8 uM.
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Figura 24. Concentracion de silicato medida en agua de mar de bahia Brown (BB) a tiempo cero y de zona
industrial (ZI), planta Orién (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) en las
semanas 1 y 3 en Invierno 2006 (naranja) y en las semanas 1, 3 y 5 en Invierno 2007 (verde) e Invierno 2008
(lila).

4.1.2.2 Clorofila a

La Figura 25 muestra la concentracion de clorofila a (ug/L). Los valores encontrados

oscilaron entre: 0,02 y 0,22 pg/L en 2006, 0,01 y 0,05 pg/L en 2007 y 0,01 y 0,03 ug/L en
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2008. En todos los sitios, se midieron las mayores concentraciones en el experimento de
2006.
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Figura 25. Concentracion de clorofila a medida en agua de mar de bahia Brown (BB) a tiempo cero y de zona
industrial (ZI), planta Orion (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) en las
semanas 1 y 3 en Invierno 2006 (naranja) y en las semanas 1, 3 y 5 en Invierno 2007 (verde) e Invierno 2008

(lila).

4.1.2.3 Materia orgdnica particulada

La Figura 26 representa la concentracion de materia organica particulada (mg/m’). En
2006, los valores registrados en la semana 1 oscilaron entre 115,4 mg/m’ en caleta Aspirante y
665,8 mg/m3 en zona industrial. En la semana 3, en todos los sitios los niveles de materia
organica particulada fueron no detectables. En 2007 y 2008, las concentraciones fueron mas

altas y estuvieron en el mismo rango: 449.6 - 1991,9 mg/m’ y 631,2-1933,6 mg/m’,

2500

@ Inv. 2006 B Inv. 2007 O Inv. 2008
2000

MOP (mg/m)
w S @
(= S S
S S (=]
| Il

(=
|

t=3|t=5|t=1|t=3| t=5] t=1

CN

Figura 26. Concentracion de materia organica particulada en agua de mar de bahia Brown (BB) a tiempo cero y
de zona industrial (ZI), planta Orién (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU)

en las semanas 1 y 3 en Invierno 2006 (naranja) y en las semanas 1, 3 y 5 en Invierno 2007 (verde) e Invierno
2008 (lila).
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respectivamente. Club Nautico result6 ser el sitio con los valores mas altos en cada semana de

muestreo, tanto en 2007 como en 2008.

4.2 Determinaciones en sedimento

4.2.1 Granulometria del sedimento

En la Figura 27 se presentan los resultados (expresados en porcentajes) de las
fracciones granulométricas del sedimento. En general, en el experimento de 2006, los
sedimentos de bahia Brown, caleta Aspirante y peninsula Ushuaia se caracterizaron como
gravosos; los de zona industrial como arenosos y los de planta Oridon como gravosos-
arenosos. El porcentaje de fango fue menor a 6,5 % en todos los sitios. En 2007, bahia Brown
nuevamente presentd la mayor proporcion de grava (80 %). Los sedimentos de zona
industrial, planta Orion y peninsula Ushuaia se caracterizaron por mayor contenido de arena,
los de caleta Aspirante fueron gravosos-arenosos, mientras que los de club Néautico fueron
arenosos-fangosos. En 2008, bahia Brown y caleta Aspirante, en la semana 5, presentaron
79,87 y 81,88 % respectivamente de grava en su composicion granulométrica. Caleta
Aspirante en la semana 1, asi como planta Orion en la semana 5, se caracterizaron por
sedimentos gravosos-arenosos. En ambas semanas, peninsula Ushuaia presentdé mayor
proporcion de arena en su composicion. Zona industrial y planta Orién en la semana 1
presentaron sedimentos con mayor proporcion de grava seguido de arena. Club Nautico se

caracteriz6 por sedimentos arenosos y la mayor proporcion de fango (28-33 %).
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Figura 27. Porcentaje de fracciones granulométricas (fango, arena y grava) de los sedimentos de bahia Brown
(BB) a tiempo cero y de zona industrial (ZI), planta Oriéon (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y
peninsula Ushuaia (PU) en la semana 1 en experimento de A) Invierno de 2006 y en las semanas 1 y 5 del
experimento de B) Invierno 2007 y C) Invierno 2008.
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A modo de resumen se calcul6 el promedio de cada fraccion granulométrica a partir de
los tres afios de experimentacion para cada sitio de estudio (Tabla 14). Bahia Brown fue el
sitio que presentd mayor homogeneidad en su estructura granulométrica, lo cual se evidencia
con los bajos desvios estandares. Este lugar fue el que presentdé mayor proporcion de grava y
menor contenido de fango. Por el contrario, los sedimentos de club Nautico fueron los mas
variables y los que presentaron mayor proporcion de fango. Los sitios restantes se

caracterizaron por altos contenidos de grava y arena, en proporciones variables.

Tabla 14. Media y desvio estandar de las fracciones granulométricas del sedimento correspondiente a los tres
analizados para cada sitio estudiado.
Sitio Grava (%) Arena (%) Fango (%)
Bahia Brown 796+14 20,113 0,30%0,1
Zona industrial 20,0+ 16,1 67,2+21,5 83+5,9
Planta Orién 39,8 +16,6 54,4+18,5 55+33
Club Nautico 26,2 +31,1 49,0+ 18,1 26,1 +14,7
Caleta Aspirante 60,5+ 18,3 36,1180 1,4£0,6
Peninsula Ushuaia 33,2+21,3 61,9+21,8 49+1,3

4.2.2 Metales pesados totales en sedimento

En la Figura 28 se presentan las concentraciones de los metales pesados Cu, Zn, Cd y
Pb expresadas en pg/g (peso seco) y de Fe expresado en mg/g (peso seco) en la fraccion
<62pum del sedimento de todos los sitios analizados en invierno de 2006, 2007 y 2008.

En los tres afios muestreados, bahia Brown present6 las concentraciones mas altas de
Cu (36,25 - 94,80 ug/g), Zn (105,62 - 198,06 ug/g) y Fe (24,91 - 29,77 mg/g). En el caso del
Cu y el Zn, las concentraciones tendieron a aumentar de un afio a otro; mientras que el Fe se
mantuvo relativamente estable en 27,76 + 2,54 mg/g. La concentracion de Cd subi6 desde no
detectable (<0,27 pg/g) en 2006 hasta 3,01 pg/g en 2008. El Pb también se incremento desde
12,12 pg/g en 2006 hasta 22,97 ug/g en 2008.

Cobre. Analizando los sitios de bahia Ushuaia, se observo un incremento de este
metal en los cinco sitios en el afio 2008 respecto del afio anterior. La mayor concentracion se
registrd en zona industrial (42,88 ng/g), seguida de la medida en club Nautico (33,23 pg/g).
Promediando los valores correspondientes a los tres afios, caleta Aspirante y peninsula
Ushuaia presentaron las concentraciones mas bajas de 9,36 = 4,53 pg/g v 9,36 = 2,81 ng/g,

respectivamente.
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Figura 28. Concentracion de Cu, Zn, Cd, Pb y Fe en la fraccion fina (<62um) del sedimento para cada uno de
los sitios en estudio en Invierno de 2006 (amarillo), Invierno de 2007 (verde) e Invierno de 2008 (lila) al inicio
del experimento (semana 1). Los resultados estan expresados en pg/g, excepto el hierro en mg/g.

Zinc. En zona industrial se registraron concentraciones de 56,72 + 1,57 ug/g en los
afios 2006 y 2007, llegando a duplicarse en 2008 (117,89 png/g). En planta Oridon se
increment6 desde 57,93 pg/g en 2006 hasta 95,17 pg/g en el afio 2008. En club Nautico se
registrd un descenso de 119,07 pg/g en 2007 a 93,85 pg/g en 2008. En caleta Aspirante y
peninsula Ushuaia, se registraron las menores concentraciones de Zn que fueron 59,70 + 7,98
pg/gy 50,43 + 7,84 ug/g, respectivamente.

Cadmio. En zona industrial se midié la mayor concentracion de Cd (2,25 ug/g) en el
afio 2008, mientras que en el resto de los casos los niveles de dicho metal variaron desde no
detectable hasta 1,81 pg/g en caleta Aspirante en 2006. Excepto por ese dato de 2006, las
mayores concentraciones se registraron en 2008.

Plomo. Zona industrial, planta Orién y club Nautico presentaron concentraciones
semejantes de Pb siendo en promedio de 22,84 + 4,12 pg/g. Caleta Aspirante y peninsula
Ushuaia presentaron las concentraciones mas bajas de 10,97 + 1,89 pg/g y 10,50 = 1,18 ng/g,

respectivamente.
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Hierro. Los sedimentos de zona industrial presentaron las concentraciones mas altas
de Fe, las cuales se fueron incrementando en cada afio de muestreo desde 19,85 mg/g en 2006
hasta 26,68 mg/g en 2008. El resto de los sitios de bahia Ushuaia presentaron valores entre

12,81 mg/gy 21,40 mg/g.

4.2.2.1 Factores de enriquecimiento

Los factores de enriquecimiento para el Cu, Zn, Cd y Pb se muestran en la Figura 29.
El Cd fue el metal con los valores mas altos de este factor en caleta Aspirante (28,92) en
2006, asi como en bahia Brown (11,35) y en peninsula Ushuaia (16,42) en 2007. No se
calcularon factores de enriquecimiento para Cd para los sedimentos de bahia Brown en el
experimento de 2006 ni para los de planta Orién y club Nautico en el experimento de 2007
por hallarse por debajo del limite de deteccion. En el experimento de 2008 todos los sitios
presentaron factores mayores a 10, siendo el valor méximo el registrado en bahia Brown
(21,58). En general, factores mayores a 1 manifiestan que el metal puede provenir de una
fuente antropica. Sin embargo, el canal Beagle en general y la bahia Brown en particular, no
presentan un impacto antropico de magnitud que pudiera hacer pensar necesariamente en este
origen. Por este motivo, es posible que estos factores sean naturales y no estén relacionados
con influencia antrépica. Los tres metales restantes presentaron factores entre 0,41 y 4,95 lo

cual manifiesta un origen natural.
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Figura 29. Factores de enriquecimiento de Cu, Zn, Cd y Pb para los sedimentos de bahia Brown (BB), zona
industrial (ZI), planta Orioén (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) en los
experimentos de A) Invierno 2006, B) Invierno 2007 y C) Invierno 2008.
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4.3 Determinaciones en organismos
Mediante la medicion de diferentes parametros bioldgicos se propuso conocer el
estado fisiologico y bioquimico de los mejillones de bahia Brown y de los transplantados a los

cinco sitios de bahia Ushuaia. El largo promedio de todos los mejillones utilizados fue de

58,32 £ 5,24 mm.

4.3.1 Contenido de agua, ceniza y materia orgdnica

El componente mas abundante de los tejidos es el agua, el cual facilita las reacciones
quimicas y enzimaticas y el crecimiento microbiano. La ceniza representa el contenido de
material mineral presente en los tejidos. La materia organica es considerada una fuente de
energia pero se encuentra sujeta a descomposicion hidrolitica.

Los porcentajes de agua, ceniza y materia organica de los mejillones provenientes de
bahia Brown, promediando los tres afios estudiados, fueron de 77,98 + 2,07 %, 2,25 £ 0,36 %
y 19,76 £ 2,40 %, respectivamente. Los porcentajes obtenidos en 2007 y 2008 fueron
semejantes entre si y presentaron algunas variaciones respecto del 2006. El contenido de agua
bajo entre 4-5 % asi como el porcentaje de ceniza (20-25 %), mientras que la materia organica
se incremento entre 22-26 %.

El contenido de agua present6 una tendencia de disminucion a lo largo de los afios de
muestreo. Incluyendo todos los sitios muestreados y los diferentes tiempos de exposicion, los
promedios de agua hallados fueron 81,01 = 0,78 % en 2006, 78,74 = 1,90 % en 2007 y 75,20
+ 0,89 % en 2008. Solamente se encontraron diferencias entre sitios y entre tiempos en el
experimento de 2007. Para ninguno de los afios estudiados, se hallo interaccidon entre los
factores sitios y tiempos (ANOVA II factores, p>0,05). En 2006, el contenido de agua no
presentd significancia estadistica con los sitios ni con los tiempos. En 2007, ambos factores
resultaron significativos (ANOVA 1II factores, p<0,05). En el caso del factor tiempo, se
encontr6d un porcentaje de agua significativamente mayor en la semana 4 en comparacion con
la semana 2. En cuanto a los sitios, el contenido de agua en los mejillones transplantados a
club Nautico fue mayor al de aquéllos transplantados a peninsula Ushuaia, planta Orion y
caleta Aspirante (Figura 30). En el experimento de 2008 solo se hallé una significancia
estadistica en el factor tiempo (ANOVA II factores, p<0,05). En concordancia con el

experimento de 2007, el contenido de agua en la semana 4 fue mayor al de la semana 2.
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Figura 30. Contenido de agua expresado en porcentaje en el mejillon M. edulis chilensis de bahia Brown (BB) a
tiempo cero y de los transplantados a zona industrial (ZI), planta Orién (PO), club Nautico (CN), caleta
Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) por 2, 4 y 6 semanas en Invierno 2007. Los resultados se expresan
como la Media + DS para 5 determinaciones.

El porcentaje de ceniza presentd muy poca variacion interanual, pero en los
experimentos de 2006 y 2008 los valores mostraron mayor dispersion. En ninguno de los
experimentos se hallo interaccion significativa entre los sitios y los tiempos de exposicion
(ANOVA 1I factores, p>0,05). En 2006 y en 2008, el contenido de cenizas fue independiente
de los sitios y tiempos estudiados (ANOVA 1I factores, p>0,05). En 2007 (Fig. 31), el
porcentaje de ceniza resulté dependiente del sitio. En zona industrial fue significativamente
mayor que en caleta Aspirante y club Nautico, mientras que en peninsula Ushuaia y planta
Orion fue mayor que en club Nautico. En ese mismo afio, los tiempos de exposicion también
afectaron significativamente el contenido de ceniza, resultando el porcentaje de la semana 6

mayor que a las semanas 2 y 4 (ANOVA 1I factores, p<0,05).
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Figura 31. Contenido de ceniza expresado en porcentaje en el mejillon M. edulis chilensis de bahia Brown
(BB) a tiempo cero y de los transplantados a zona industrial (ZI), planta Orioén (PO), club Nautico (CN), caleta
Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) por 2, 4 y 6 semanas en Invierno 2007. Los resultados se expresan
como la Media + DS para 5 determinaciones.

Contrariamente a lo encontrado en el contenido de agua, la materia organica presentd
una tendencia de incremento en escala interanual. Incluyendo todos los sitios muestreados y
los diferentes tiempos de exposicion, los promedios de materia organica encontrados fueron
16,28 £ 0,79 % en 2006, 19,13 + 1,92 % en 2007 y 22,22 + 0,86 % en 2008. En concordancia
con los resultados de contenido de agua y ceniza, en ningin experimento se encontro
interaccion significativa entre sitios y tiempos de exposicion (ANOVA 1I factores, p>0,05).
En el experimento de 2006, el contenido de agua fue independiente de ambos factores. En
general, los contenidos de agua hallados en 2007 fueron los que presentaron mayor
variabilidad, encontrandose en este experimento diferencias con significancia estadistica entre
sitios y entre tiempos (ANOVA 1I factores, p<0,05) (Fig. 32). Los mejillones transplantados a
caleta Aspirante y planta Orion mostraron mayor contenido de agua que los de club Nautico.
En las semanas 4 y 6 se registré una disminucion significativa del contenido de agua respecto
de la semana 2. En el experimento de 2008, el porcentaje de agua también fue dependiente de

los tiempos de exposicion, presentando la misma respuesta que en el experimento de 2007.
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Figura 32. Contenido de materia organica expresado en porcentaje en el mejillon M. edulis chilensis de bahia
Brown (BB) a tiempo cero y de los transplantados a zona industrial (ZI), planta Orién (PO), club Nautico (CN),
caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) por 2, 4 y 6 semanas en Invierno 2007. Los resultados se
expresan como la Media + DS para 5 determinaciones.

Diferencias espacio-temporales en el contenido de agua, ceniza y materia organica
fueron encontradas sélo en el experimento de 2007, pero al agrupar la informacion para cada
sitio independientemente del factor temporal, los porcentajes de los tres parametros resultaron

muy homogéneos sin diferenciarse entre sitios (Tabla 15).

Tabla 15. Media y desvio estandar de los porcentajes de ceniza, materia organica y agua de los tres afios y los
diferentes tiempos para cada sitio estudiado.

Sitio Agua Ceniza Materia
(%) (%) organica (%)
Bahia Brown 77,99 £2,07 2,2510,35 19,76 £ 2,40
Zona Industrial 78,22 £2,32 2,47 10,25 19,31 £2,29
Planta Orién 77,57 +2,13  2,54+044 19,88 +228
Club Nautico 78,77 £ 3,69 2,35+0,44 18,88 £ 3,56
Caleta Aspirante 77,75+ 3,45 2,39 +0,41 19,86 + 3,59
Peninsula Ushuaia 77,88 2,47 2,46 £ 0,31 19,67 + 2,46

4.3.2 Lipidos totales

Los lipidos totales son analizados por ser una fuente importante de calorias y ademas

por constituir una barrera para la salida de otros componentes nutricionales.
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El contenido de lipidos totales en el manto de mejillones de bahia Brown a tiempo
cero fue aumentando notablemente de afio a afio siendo 2,70 £ 0,74 mg/g en 2006, 15,60 +
0,94 mg/g en 2007 y 26,28 + 2,57 mg/g en 2008, expresados en peso fresco. La concentracion
de lipidos totales en la glandula digestiva de los mismos moluscos también aumentd
gradualmente de 2,31 + 0,39 mg/g en 2006, 22,53 + 4,47 mg/g en 2007 a 39,15 + 8,06 mg/g
en 2008, expresados en tejido fresco. En invierno de 2006 no se observaron diferencias entre
estos dos organos. Sin embargo, en 2007 y 2008, el contenido de lipidos en el manto fue 30 %
y 33 % respectivamente menor que el de la glandula digestiva.

Manto. La concentracion de lipidos totales en manto se muestra en la Figura 33. En
el experimento de 2006 (Fig. 33A), el ANOVA de II factores reveld una interaccion
significativa entre los sitios y el tiempo de exposicion para este parametro (p<0,05). Al
evaluar los efectos simples, se hallo un efecto significativo del tiempo en la concentracion de
lipidos en el manto en zona industrial, planta Orion y caleta Aspirante aumentando en los tres
casos con el tiempo de exposicion. En peninsula Ushuaia, los lipidos no variaron en funcion
del tiempo. El ANOVA revel6 efecto de los sitios en ambos tiempos de exposicion. En la
semana 2, los mejillones transplantados a peninsula Ushuaia presentaron el mayor contenido
de lipidos totales en manto, seguido por los de zona industrial; no habiendo diferencias entre
los de caleta Aspirante y planta Orion. En la semana 4, los lipidos medidos en los mejillones
de planta Orion fueron mayores a los de caleta Aspirante. Dentro de bahia Ushuaia, los
menores contenidos de lipidos se midieron en la semana 2 en planta Orién y en caleta
Aspirante siendo semejantes al valor medido en bahia Brown, mientras que en el resto de los
casos los lipidos fueron entre 5 y 10 veces mayores que el del tiempo cero.

En invierno de 2007 (Fig. 33B), el ANOVA de II factores no mostrd interaccion
significativa entre sitios y semanas de exposicion (p>0.05). El contenido de lipidos resultd
dependiente de los sitios como del tiempo de experimentacion (ANOVA 1I factores, p<0,05).
Los mejillones de zona industrial y club Nautico presentaron concentraciones de lipidos en el
manto significativamente menores que los mejillones de los tres sitios restantes. En cuanto al
tiempo, se observo una disminucién significativa en la semana 4. Comparativamente con
bahia Brown, solamente los lipidos totales medidos en zona industrial resultaron menores
mientras que el resto de las estaciones presentaron valores semejantes a la condicion inicial.

En invierno de 2008 (Fig. 33C) tampoco se encontr6 una interaccion significativa en
entre los sitios y los tiempos de exposicion (ANOVA 1I factores, p>0,05), pero si resultaron

significativos los efectos de ambos factores por separado (p<0,05). Con respecto a los sitios,
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Figura 33. Contenido de lipidos totales en el manto del mejillon M. edulis chilensis transplantado a zona
industrial (ZI), planta Orion (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) por 2 y 4
semanas en A) Invierno 2006 y por 2, 4 y 6 semanas en B) Invierno 2007 y C) Invierno 2008. Los resultados se
expresan como Media + DS para 4 determinaciones.
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se encontrd en los mejillones de peninsula Ushuaia un contenido de lipidos significativamente
menor que el registrado en los organismos de caleta Aspirante y planta Oridon. A su vez, en
este ultimo sitio, los mejillones presentaron mayor concentracion de lipidos totales en el
manto que los de club Nautico. Con respecto a los tiempos de exposicion, se hallé una
disminucion significativa en las semanas 4 y 6 de experimentacion. Los lipidos medidos en
zona industrial en las semanas 2 y 4, en club Nautico en la semana 6, en caleta Aspirante en la
semana 4 y en peninsula Ushuaia en las semanas 4 y 6 fueron menores a los de bahia Brown,

mientras que el resto de los casos de bahia Ushuaia fueron del mismo orden de magnitud.

Glandula digestiva. Los resultados correspondientes a lipidos totales en glandula
digestiva se presentan en la Figura 34. En invierno de 2006 (Fig. 34A), en concordancia con
los resultados encontrados en el manto, el ANOVA de II factores reveld interaccion
significativa entre sitios y tiempos de experimentacion (p<0,05). El efecto de los sitios solo se
encontr6 en la semana 2 de experimentacion, donde el contenido de lipidos medido en planta
Orion resultd significativamente mayor que el de zona industrial y peninsula Ushuaia, y el de
¢éstos, mayor al de caleta Aspirante (ANOVA I factor, p<0,05). El analisis de los efectos
simples evidenci6é efecto del tiempo solamente en planta Orién y caleta Aspirante. Los
resultados fueron opuestos: en planta Orion hubo un descenso significativo en la semana 4,
mientras que en caleta Aspirante se registr6 un aumento en dicha semana. Cuando se
comparan los valores obtenidos en bahia Ushuaia con el de bahia Brown, los primeros fueron
ampliamente mayores llegando a ser, como en el caso de planta Orion en la semana 2, 22
veces mas alto que el valor registrado en bahia Brown.

En invierno de 2007 (Fig. 34B), la interaccion de los factores sitios y tiempos no
resulto significativa sobre el contenido de lipidos totales en la glandula digestiva (ANOVA 11
factores, p>0,05). Sin embargo, este parametro varié en funcioén de cada uno de esos factores
individualmente. En los mejillones de club Nautico y planta Oridn, el contenido de lipidos
totales fue significativamente mas alto que en los demas sitios; mientras que en zona
industrial resultd mayor que en peninsula Ushuaia (ANOVA 1I factores, p<0,05). En cuanto al
efecto temporal, se hallé6 una disminucion significativa al incrementarse el tiempo de
exposicion (ANOVA 1I factores, p<0,05). Excepto en zona industrial en la semana 4, en
caleta Aspirante y peninsula Ushuaia en las semanas 4 y 6, se observo un incremento de los

lipidos totales en la bahia Ushuaia con respecto a bahia Brown.
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Figura 34. Contenido de lipidos totales en glandula digestiva del mejillon M. edulis chilensis transplantado a
zona industrial (ZI), planta Orion (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) por
2 y 4 semanas en A) Invierno 2006 y por 2, 4 y 6 semanas en B) Invierno 2007 y C) Invierno 2008. Los
resultados se expresan como Media £ DS para 4 determinaciones.
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En el experimento de 2008 (Fig. 34C), solo se hallo efecto significativo del tiempo
sobre el contenido de lipidos, registrandose una disminucion en la semana 6 de
experimentacion. Solo los lipidos medidos en caleta Aspirante en la semana 2 y en peninsula

Ushuaia en la semana 4 sobrepasaron el valor medido en bahia Brown.

4.3.3 Bioacumulacién de metales pesados

Cobre. La Figura 35 muestra las concentraciones de Cu en la branquia y la glandula
digestiva del mejillon Mytilus edulis chilensis expresadas en pg/g (peso seco). En cuanto a la
branquia, en el experimento de 2006 se registraron los valores mas altos de Cu, observandose
un descenso en la bioacumulacidn en la semana 4 de exposicion. En los experimentos de 2007
y 2008 las concentraciones acumuladas fueron muy similares en la semana 2 en todos los
sitios, mientras que en las semanas 4 y 6 del experimento de 2008 se observdé mayor
acumulacion. Los valores mas altos se midieron en los sitios més cercanos a la influencia
antropica desde la ciudad de Ushuaia como son la zona industrial, planta Orion y club Nautico
donde se hall6 un notorio incremento en las semanas 4 y 6, respecto de la semana 2.

En la glandula digestiva, el Cu acumulado en 2006 resultdé mas alto que en los
experimentos posteriores, incluso en bahia Brown. La tendencia de bioacumulacion fue
similar en 2007 y 2008 pero alcanzando mayores concentraciones en 2008, en concordancia
con los resultados hallados en la branquia. En los experimentos de 2007 y 2008, al igual que
en la branquia, los valores mas altos se midieron en zona industrial, planta Orion y club
Nautico. Este metal se acumulé en mayor proporcion en la glandula digestiva llegando a

duplicar la concentracion medida en la branquia.
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Figura 35. Concentracion de Cu expresada en pg/g en branquia y glandula digestiva del mejillon Mytilus edulis
chilensis de bahia Brown (BB) a tiempo cero y de los transplantados a zona industrial (ZI), planta Orién (PO),
club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) por 2 y 4 semanas en Invierno 2006
(amarillo) y 2, 4 y 6 semanas en Invierno 2007 (verde) e Invierno 2008 (lila).

Zinc. La bioacumulacion de Zn en la branquia y la glandula digestiva fue muy
variable tanto en el espacio como en el tiempo (Fig. 36). En la branquia, en el experimento de
2006, se produjo en zona industrial y peninsula Ushuaia una disminucion de dicho metal en la
semana 2 a menos de la mitad respecto de la condicion inicial; mientras que en la semana 4
aumentaron a niveles semejantes a los iniciales. En planta Orion y caleta Aspirante, la
concentracion de Zn bajo mas del 100 % en la semana 4. En 2007 y 2008, se observo una
gran variacion espacio-temporal tendiendo a ser mayores las concentraciones a medida que se
incrementaba el tiempo de exposicion. En 2008 se midieron mayores concentraciones que en
2007 en la branquia, con la inica excepcion de club Nautico en la semanas 4 y 6.

El Zn acumulado en la glandula digestiva en 2006 fue parecido en todos los sitios a lo
largo del tiempo de exposicion, siendo la maxima concentracion la registrada en planta Orion
en la semana 2 (102,54 pg/g). En 2007 se encontrd la mayor acumulacion en la semana 4 en

todos los sitios analizados, siendo semejantes los valores hallados en todos los sitios. En 2008
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se encontrd un aumento gradual en zona industrial, planta Orion y club Nautico, mientras que
en caleta Aspirante y peninsula Ushuaia la concentracion de Zn bajo en las semanas 4y 6. La
mayor acumulacion se observo en el experimento de 2008, en concordancia con los resultados
obtenidos en la branquia. Al comparar la acumulacion en funcion del tejido estudiado, en la

glandula digestiva el Zn result6 hasta cuatro veces menor que en la branquia.
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Figura 36. Concentracion de Zn expresada en ug/g en branquia y glandula digestiva del mejillon Mytilus edulis
chilensis de bahia Brown (BB) a tiempo cero y de los transplantados a zona industrial (ZI), planta Orion (PO),
club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) por 2 y 4 semanas en Invierno 2006
(amarillo) y 2, 4 y 6 semanas en Invierno 2007 (verde) e Invierno 2008 (lila).

Hierro. En la Figura 37 se presentan las concentraciones de Fe en la branquia y la
glandula digestiva. En el experimento de 2006, se observé un aumento gradual en los niveles
de este metal en la branquia en zona industrial y peninsula Ushuaia. En caleta Aspirante se
mantuvo en 107,86 + 2,59 ug/g, mientras que en planta Orion se incrementd un 31 % en la
semana 2 respecto de la condicion inicial y descendio hasta niveles semejantes a los del
tiempo cero en la semana 4. En los experimentos de 2007 y 2008, se observo una tendencia de
aumento de Fe a medida que aumentaba el tiempo de experimentacion, excepto en club

Nautico que se registr6 una disminucion en la semana 4 en esos afios y, en zona industrial
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solo en 2007. La maxima concentracion se registro en 2008 en zona industrial en la semana 6
(417,38 pg/g) y las menores en peninsula Ushuaia en 2007 en las semanas 2 y 4 (61,43 + 2,88
ug/g), siendo incluso menores a la registrada en bahia Brown (69,52 pg/g).

Con respecto al Fe en la glandula digestiva, en 2006 se observo un incremento en la
semana 2 y un posterior descenso en la semana 4 en los cuatro sitios de bahia Ushuaia. En el
experimento de 2007 se registrd un descenso en la semana 2 en los cinco sitios de bahia
Ushuaia, con posteriores incrementos en todos los casos, principalmente en la semana 6. En el
experimento de 2008 se observo un incremento desde la semana 2 de exposicion, excepto en
zona industrial que se observo en la semana 4, alcanzando concentraciones superiores a las de
2007. Al igual que en la branquia, se registr6é en zona industrial la maxima acumulacion de Fe
(2628,74 pg/g) en la semana 6. Dicho metal se acumuld preferencialmente en la glandula
digestiva, superando hasta en 13 veces el valor medido en la branquia, como ocurrié en bahia

Brown y en peninsula Ushuaia (semana 6) en el experimento de 2007.
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Figura 37. Concentracion de Fe expresada en pg/g en branquia y glandula digestiva del mejillon Mytilus edulis
chilensis de bahia Brown (BB) a tiempo cero y de los transplantados a zona industrial (ZI), planta Orién (PO),
club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) por 2 y 4 semanas en Invierno 2006
(amarillo) y 2, 4 y 6 semanas en Invierno 2007 (verde) e Invierno 2008 (lila).
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Cadmio. La acumulacion de Cd en la branquia y la glandula digestiva presentd
heterogeneidad en tiempo y espacio (Fig. 38). En la branquia las concentraciones variaron
entre 0,34 y 2,57 ng/g. Se registraron los maximos valores en caleta Aspirante, en la semana 2
en 2006 (2,57 pug/g) y en 2008 (2,39 ug/g). En 2007 la acumulacion de Cd aument6 a lo largo
del tiempo de exposicion. En planta Orion, club Nautico y peninsula Ushuaia la concentracion
tendi6 a disminuir, mientras que en caleta Aspirante se mantuvo estable. En el experimento de

2008 se observd una tendencia de disminucion a medida que se incrementaba el tiempo de

experimentacion.
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Figura 38. Concentracion de Cd expresada en pg/g en branquia y glandula digestiva del mejillon Mytilus edulis
chilensis de bahia Brown (BB) a tiempo cero y de los transplantados a zona industrial (ZI), planta Orion (PO),
club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) por 2 y 4 semanas en Invierno 2006
(amarillo) y 2, 4 y 6 semanas en Invierno 2007 (verde) e Invierno 2008 (lila).

En la glandula digestiva se encontrd en el experimento de 2006 un descenso en la
concentracion de Cd en la semana 2 en zona industrial, caleta Aspirante y peninsula Ushuaia
respecto de la concentracion medida en bahia Brown (2,03 pg/g), con un posterior ascenso en
la semana 4 alcanzando un valor maximo de 3,25 ug/g en peninsula Ushuaia. En 2007 las

concentraciones de Cd presentaron poca variacidén espacio-temporal. Una tendencia similar se
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hallé en 2008 pero alcanzando valores mayores que en 2007. En bahia Brown se hall6 una
concentracion de 2,07 pg/g, igualando el valor encontrado en 2006. El tinico dato mayor al
del tiempo cero fue el medido en club Nautico en la semana 2 (2,14 pg/g). No se observo un

organo preferencial de acumulacion para este metal.

Plomo. Valores de Pb por encima del limite de deteccion (2,15 ug/g) se registraron en
los dos 6rganos en el experimento de 2006 y en la branquia de los mejillones transplantados a
club Nautico por 2 semanas en el experimento de 2007 (3,37 ug/g). El resto de las
concentraciones se situaron por debajo del limite de deteccion, por lo cual los resultados no se
presentan graficamente. Con respecto a la branquia, se registro en 2006 la maxima
concentracion de Pb en la semana 2 en zona industrial (15,57 pg/g) con un posterior descenso
en la semana 4 (3,37 pg/g). El mismo comportamiento temporal, aunque en magnitudes
menores, se observo en caleta Aspirante y peninsula Ushuaia; mientras que en planta Orion la
concentracion de este metal aumentd desde no detectable en la semana 2 hasta 5,05 ug/g en la
semana 4.

Con respecto a la acumulacion de Pb en la glandula digestiva, se encontr6 el maximo
valor en bahia Brown (9,10 pg/g). En zona industrial y caleta Aspirante la concentracion se
mantuvo relativamente constante, mientras que en planta Orion y peninsula Ushuaia se
registré un descenso en la semana 4. Este metal no evidencié acumulacion selectiva segun el

6rgano estudiado.

4.3.3.1 Bioconcentracion de metales pesados

Con la finalidad de evaluar la eficiencia de bioacumulacion de los metales, se calculo
el factor de bioconcentracion a partir de la concentracion de metal en el organismo en funcion
de la concentracion del mismo metal en el sedimento (Tabla 16). El Cd fue uno de los
metales mas bioconcentrado, aunque en varios casos no pudieron calcularse los factores de
bioconcentracion, por ser no detectables los niveles de dicho metal en el sedimento. En
peninsula Ushuaia, en los dos 6rganos evaluados, y en planta Orién, en la glandula digestiva,
en el experimento de 2006. Valores altos también se hallaron en zona industrial en el
experimento de 2007, en la branquia como en la glandula digestiva. El Zn fue el otro metal
mas bioconcentrado en la branquia de todos los sitios de bahia Ushuaia en los tres
experimentos realizados, y en bahia Brown en el experimento de 2006. En el experimento de
2008, en la glandula digestiva de los mejillones transplantados a la peninsula Ushuaia, se

encontr6 el factor de bioconcentracion mas alto para el Zn. Con respecto al Cu, los mayores
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to de 2006. El Pb y el Fe presentaron, en todos los casos, factores menores a 1.
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valores se midieron en zona industrial y planta Orion en la glandula digestiva en el
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Resultados Transplantes de Invierno

4.3.4 Indice de condicion

El indice de condicion de los mejillones provenientes de bahia Brown a tiempo cero
no fue diferente entre los afios de muestreo: 0,16 + 0,05 en 2006, 0,20 £ 0,03 en 2007 y 0,14 +
0,03 en 2008 expresados en g tejido seco/g valva seca.

El indice de condicion de los sitios de bahia Ushuaia para los experimentos de
invierno se presenta en la Figura 39. EIl ANOVA de II factores no reveld interaccion entre
sitios y tiempos de exposicion para ninguno de los experimentos de invierno (p>0,05). El
unico efecto significativo hallado fue el de los sitios en el experimento de 2007, donde el
indice de condicion de los mejillones transplantados a planta Oridon resultd mayor al
correspondiente a caleta Aspirante (ANOVA 1I factores, p<0,05). En 2006 y 2008 los
resultados fueron menos variables en comparacion con los de 2007, donde se observo mayor
desvio en los resultados. El indice de condiciéon de los mejillones transplantados no fue

diferente del obtenido en bahia Brown en el tiempo cero.

90



Resultados Transplantes de Invierno

A)
0,30
El Semana 2
El Semana 4
0,25
0,20 1
©n
> {
e
~ 0,15
%]
o
o
0,10
0,05
0,00 + . . +
Z1 PO CA PU
Estacion
B)
0,30 [=] Semana 2
El Semana 4
025t - Semana 6
0,20 f ]]E ‘1[
©n
>
e
~ 0,15 } {
%]
&=
o0
0,10
0,05
0,00 * *
Z1 PO CN CA PU
Estacion
Q)
0,30 El Semana 2
Semana 4
025} - Semana 6
0,20
%]
>
~ 0,15 { } {
©n
e
e
0,10
0,05
0,00 .
Zl PO CN CA PU
Estacion

Figura 39. Valores de los indices de condicion calculados para el mejillon M. edulis chilensis transplantado a
zona industrial (ZI), planta Orion (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) por
2 y 4 semanas en A) Invierno 2006 y por 2, 4 y 6 semanas en B) Invierno 2007 y C) Invierno 2008. Los
resultados se expresan como Media + DS para 5 determinaciones.
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4.3.5 Biomarcadores

Los biomarcadores son considerados una respuesta medible a cualquier nivel de
organizacion bioldgica que puede ser relacionada con niveles de contaminantes en el medio y
el estado de salud ambiental. En este trabajo se medieron respuestas enzimaticas y un
marcador de dafio oxidativo como biomarcadores en mejillones, cuyos resultados se detallan

en los parrafos siguientes.

4.3.5.1 Superoxido dismutasa

Recordemos que esta enzima cataliza la conversion del anion superdxido (Oz*) en
perdxido de hidrogeno (H»0;) y oxigeno molecular (O,). Es usualmente considerada un buen
biomarcador de contaminacion por su relativamente rapida respuesta a los estresantes
ambientales.

La actividad de superoxido dismutasa en bahia Brown a tiempo cero en la branquia
fue: 8,39 + 2,28 U/mg prot. en 2007 y 4,03 + 0,95 U/mg prot. en 2008. La actividad de esta
enzima en la glandula digestiva en 2007 fue 2,17 + 0,61 U/mg prot. y en 2008 fue 29,24 +
2,02 U/mg prot. Es decir, fue unas tres veces mas alta en la branquia que en la glandula
digestiva en invierno de 2007 y siete veces mayor en la glandula digestiva que en la branquia
en el 2008.

Branquia. Los resultados obtenidos de superoxido dismutasa en la branquia se
presentan en la Figura 40. En invierno de 2007 (Fig. 40A), se hallo un efecto significativo de
los sitios y los tiempos de exposicion sobre la actividad de esta enzima (ANOVA I factores,
p<0,05), pero la interaccion de ambos factores no fue significante (ANOVA II factores,
p>0,05). En los mejillones de club Nautico y peninsula Ushuaia, se midié una actividad de
superoxido dismutasa significativamente mayor que en los de zona industrial. En cuanto al
efecto del tiempo, se hall6 una disminucion significativa en las semana 4 con posteriores
ascensos en la semana 6, pero alcanzando valores menores a los de la semana 2. Al comparar
la actividad de superoxido dismutasa encontrada en todos los sitios de bahia Ushuaia con la
inicial medida en bahia Brown, en zona industrial, caleta Aspirante y peninsula Ushuaia se
pudo observar un descenso en la semana 4; por el contrario, en peninsula Ushuaia en la
semana 2 la actividad duplico la de bahia Brown.

En invierno de 2008 (Fig. 40B), el ANOVA de II factores evidencié que solo los sitios
ejercieron un efecto significativo sobre la actividad de la superdxido dismutasa (p<0,05). La

actividad medida en los mejillones de club Nautico fue mayor a la medida en caleta
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Aspirante, zona industrial y peninsula Ushuaia; mientras que en planta Orion fue superior que
en zona industrial y peninsula Ushuaia. En términos generales, la actividad de superdxido
dismutasa en la branquia en invierno de 2008 resultdo mas baja que la medida en invierno de
2007. Solo en club Néautico en la semana 2 se midid una actividad bastante mayor a la

encontrada en bahia Brown.
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Figura 40. Actividad de superoxido dismutasa en la branquia del mejillon M. edulis chilensis transplantado a
zona industrial (ZI), planta Orion (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) por
2,4y 6 semanas en A) Invierno 2007 y B) Invierno 2008. Los resultados se expresan como Media + DS para 5

determinaciones.
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Glandula digestiva. La actividad de superoxido dismutasa en la glandula digestiva se
presenta en la Figura 41. En invierno de 2007 (Fig. 41A), se encontrd que la interaccion entre
tiempos de experimentacion y sitios fue significativa para la actividad de esta enzima
(ANOVA I factores, p<0,05). Al evaluar los efectos simples, se hallo en los cinco sitios
estudiados un efecto significativo del tiempo de exposicion. Solo en peninsula Ushuaia y
caleta Aspirante se observo el mismo tipo de respuesta, un descenso significativo en la
semana 6 respecto de las semanas 2 y 4. En los demas sitios, las respuestas fueron disimiles.
El efecto de los sitios resultd significativo en las semanas 2 y 4. En el primer caso, se
encontr6 en zona industrial y club Nautico una actividad de la enzima superoxido dismutasa
significativamente menor que en el resto de los sitios evaluados. En el segundo caso, la
actividad de dicha enzima medida en los mejillones de zona industrial y planta Orion fue
menor a la registrada en los organismos transplantados a peninsula Ushuaia. A su vez, la
actividad correspondiente a zona industrial fue menor que en caleta Aspirante. Excepto la
actividad medida en zona industrial y club Nautico en la semana 2 y en planta Orién en la
semana 4 que fueron semejantes a la registrada en el tiempo cero, los demas casos presentaron
actividades mayores que la de bahia Brown.

En invierno de 2008 (Fig. 41B), se encontr6 que la actividad de superoxido dismutasa
en glandula digestiva vario en funcion de los tiempos de experimentacion y de los sitios
(ANOVA 1I factores, p<0,05), pero la interaccion entre ambos factores no resultd
significativa (p>0,05). La actividad result6 significativamente mayor en la semana 6 respecto
de las semanas 2 y 4 y, a su vez, la actividad en la semana 4 fue menor a la de la semana 2. En
cuanto a los sitios, se encontrd la menor actividad en zona industrial. En los mejillones de
caleta Aspirante y planta Orion, la actividad fue mayor a la registrada en aquéllos
provenientes de club Nautico y peninsula Ushuaia. Las méaximas actividades medidas en
bahia Ushuaia correspondientes a caleta Aspirante y peninsula Ushuaia en la semana 6 y a
club Nautico en la semana 2 resultaron semejantes a la de bahia Brown, mientras que en los

casos restantes se observo una disminucion de la actividad enzimatica.
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Figura 41. Actividad de superoxido dismutasa en la glandula digestiva del mejillon M. edulis chilensis
transplantado a zona industrial (ZI), planta Orion (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula
Ushuaia (PU) por 2, 4 y 6 semanas en A) Invierno 2007 y B) Invierno 2008. Los resultados se expresan como

Media + DS para 5 determinaciones.

4.3.5.2 Catalasa
Esta enzima cataliza la transformacion del peroxido de hidrogeno (H,O,) en agua
(H20) y oxigeno molecular (O;). Tiene una importante funcién protectora contra los efectos

toxicos de los peroxidos generados en los peroxisomas y los remueve con alta eficacia.
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En la branquia, la actividad de catalasa en bahia Brown a tiempo cero en invierno fue:
4,12 + 0,75 U/mg prot. en 2006, 4,81 + 0,88 U/mg prot. en 2007 y 1,20 £+ 0,40 U/mg prot. en
2008. En glandula digestiva, dicha actividad fue mas alta en 2006 (9,58 + 1,53 U/mg prot) en
comparacion con el 2007 (5,15 + 1,39 U/mg prot) y el 2008 (2,20 + 0,24 U/mg prot).

Branquia. Las actividades de catalasa en la branquia en los sitios de bahia Ushuaia se
observan en la Figura 42. En invierno de 2006 (Fig. 42A), el ANOVA de II mostré que solo
el factor temporal ejercid un efecto significativo sobre la catalasa (p<0,05), siendo la
actividad mayor en la semana 4 con respecto a la 2. Las actividades medidas en todos los
sitios de bahia Ushuaia resultaron de la misma magnitud que la obtenida en el tiempo cero.

En invierno de 2007 (Fig. 42B), el ANOVA de II factores reveld un efecto
significativo de la interaccion entre sitios y tiempos de exposicion (p<0,05). El efecto del
tiempo fue igual en todos los sitios estudiados, encontrandose una disminucion significativa
en la actividad de catalasa en las semanas 4 y 6. Los sitios influenciaron la actividad de dicha
enzima en las semanas 2 y 6. En el primer caso, se encontré una disminucion significativa en
club Nautico y planta Orion respecto a zona industrial y peninsula Ushuaia. En el segundo
caso, se halld6 que la actividad de catalasa en los mejillones de planta Orion fue
significativamente menor que la medida en peninsula Ushuaia, club Nautico y caleta
Aspirante. Al comparar la actividad medida en los mejillones transplantados a bahia Ushuaia
con la del tiempo cero, se observo un incremento de la actividad en todos los sitios en la
semana 2 y un descenso en las semanas 4 y 6 respecto de bahia Brown.

En invierno de 2008 (Fig. 42C), el ANOVA de II factores evidencido un efecto
significativo de los tiempos de experimentacion y de los sitios sobre la actividad de catalasa
(p<0,05), no encontrandose interaccion entre los factores. Se encontr6 una disminucion
progresiva en la actividad de la catalasa al incrementarse el tiempo de exposicion. Por otro
lado, la actividad en club Nautico fue significativamente mayor que en peninsula Ushuaia y
caleta Aspirante. En zona industrial, planta Orion y club Nautico en la semana 2 y en club
Néutico y caleta Aspirante en la semana 4, la actividad aumento respecto de bahia Brown en

el tiempo cero.
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Figura 42. Actividad de catalasa en la branquia del mejillon M. edulis chilensis transplantado a zona industrial
(Z1), planta Orién (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) por 2 y 4 semanas
en A) Invierno 2006 y por 2, 4 y 6 semanas en B) Invierno 2007 y C) Invierno 2008. Los resultados se expresan

como Media £ DS para 5 determinaciones.
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Glandula digestiva. La Figura 43 muestra la actividad de catalasa en la glandula
digestiva en los sitios de bahia Ushuaia. En invierno de 2006 (Fig. 43A), la actividad resulto
dependiente de los tiempos de exposicion y de los sitios (ANOVA I factores, p<0,05), no
encontrandose interaccion entre dichos factores (p>0,05). Al igual que en la branquia, la
actividad de catalasa en la semana 4 se increment6 en relacion a la semana 2. En relacion a los
sitios, se encontrd en zona industrial una actividad significativamente menor que en planta
Orion. La actividad registrada en todos los sitios de bahia Ushuaia en ambas semanas de
exposicion resultd mayor a la correspondiente al tiempo cero.

En invierno de 2007 (Fig. 43B) la actividad de catalasa en la glandula digestiva fue
dependiente del tiempo de exposicion asi como de los sitios (ANOVA II factores, p<0,05). Se
encontr6 una disminucion significativa y progresiva al incrementarse el tiempo de exposicion.
Con respecto a los sitios, se hallo en peninsula Ushuaia mayor actividad que en caleta
Aspirante y zona industrial. En todos los sitios en la semana 2 asi como en planta Orion en la
semana 4, la actividad de catalasa aumento6 respecto de la situacién inicial medida en bahia
Brown.

En invierno de 2008 (Fig. 43C), también se hall6 una dependencia de la actividad de
la catalasa con los tiempos de experimentacion y los sitios (ANOVA II factores, p<0,05). En
concordancia con los resultados encontrados en 2007, se encontrd una disminucién
significativa en esta enzima en las semanas 4 y 6 de exposicion. En cuanto al efecto de los
sitios, la actividad en planta Orion fue significativamente menor que en peninsula Ushuaia y
club Nautico. Actividades superiores a la correspondiente al tiempo cero fueron las medidas
en zona industrial y planta Orion en la semana 2, en caleta Aspirante y peninsula Ushuaia en

las semanas 4 y 6, y en club Nautico en las semanas 2 y 4.
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Figura 43. Actividad de catalasa en la glandula digestiva del mejillon M. edulis chilensis transplantado a zona
industrial (ZI), planta Orién (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) por 2 y 4
semanas en A) Invierno 2006 y por 2, 4 y 6 semanas en B) Invierno 2007 y C) Invierno 2008. Los resultados se
expresan como Media = DS para 5 determinaciones.
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4.3.5.3 Glutation-S-transferasa

Esta enzima actua en la conjugacion de compuestos hidrofobicos con el glutation
(GSH) disminuyendo la toxicidad de esos compuestos y aumentando su solubilidad a través
de la membrana para facilitar su expulsion de la célula.

La actividad invernal de glutation-S-transferasa en bahia Brown, a tiempo cero, en la
branquia fue: 0,25 £+ 0,04 U/mg prot. en 2007 y 0,09 = 0,01 U/mg prot. en 2008. La actividad
de esta enzima en la glandula digestiva en 2007 fue 0,12 = 0,03 U/mg prot. y en 2008 fue 0,08
+ 0,02 U/mg prot. Es decir, la actividad fue mas alta en la branquia en invierno de 2007,
mientras que en 2008 no se observaron diferencias entre 6rganos.

Branquia. La Figura 44 muestra la actividad de glutation-S-transferasa en la branquia
correspondiente a los experimentos invernales. La actividad de esta enzima en 2007 (Fig.
44A), se vio afectada por la interaccion de los tiempos de experimentacion y los sitios
(ANOVA I factores, p<0,05). En concordancia con los resultados hallados para catalasa, se
encontro en los cinco sitios monitoreados una disminucion significativa de la actividad en las
semanas 4 y 6 de exposicion. Efecto de los sitios se hallo tinicamente en la semana 2, siendo
la actividad medida en los mejillones de caleta Aspirante significativamente menor que en
aquéllos provenientes de zona industrial, club Nautico y peninsula Ushuaia. Al comparar la
actividad de los sitios de bahia Ushuaia con la de bahia Brown, puede observarse un gran
incremento en la semana 2 en zona industrial, club Nautico y peninsula Ushuaia, asi como
una notable disminucion en todos los sitios en las semanas 4 y 6.

En la Figura 44B se observa la actividad de glutation-S-transferasa en invierno de
2008. Solamente el tiempo de experimentacion tuvo un efecto significativo en la actividad de
esta enzima (ANOVA 1I factores, p<0,05). Al igual que en el experimento de 2007, se
observé una disminucion de la actividad enzimatica en las semanas 4 y 6, siendo en este caso
un descenso progresivo con el aumento del periodo de exposicion. La actividad medida en
zona industrial y peninsula Ushuaia en la semana 6, en planta Orién en las semanas 2 y 4, en
club Nautico y caleta Aspirante en las semanas 4 y 6 resultaron menores que la
correspondiente a bahia Brown en tiempo cero, mientras que el resto de los casos de bahia

Ushuaia no fueron diferentes de la condicion inicial.
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Figura 44. Actividad de glutation-S-transferasa en la branquia del mejillon M. edulis chilensis transplantado a
zona industrial (ZI), planta Orion (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) por
2,4y 6 semanas en A) Invierno 2007 y B) Invierno 2008. Los resultados se expresan como Media + DS para 5
determinaciones.

Glandula digestiva. Los resultados de actividad de glutation-S-transferasa en la
glandula digestiva se muestran en la Figura 45. En invierno de 2007 (Fig. 45A), la respuesta
fue muy homogénea entre los sitios. EIl ANOVA de II factores evidencid6 un efecto
significativo de los tiempos de experimentacion y de los sitios en la actividad de esta enzima

(p<0,05). Al igual que en la branquia, se encontr6é un descenso significativo de la actividad
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enzimatica en las semanas 4 y 6 de experimentacion. La actividad de glutation-S-transferasa
en caleta Aspirante resultd significativamente menor que en club Nautico, peninsula Ushuaia
y planta Orion. Puede observase que las actividades registradas en bahia Ushuaia variaron
respecto de la medida en bahia Brown. En zona industrial, planta Orion y caleta Aspirante, en
las semanas 4 y 6, y en peninsula Ushuaia, en la semana 4, la actividad disminuyo respecto
del tiempo cero. Por el contrario, en planta Orién y peninsula Ushuaia, la actividad se

incrementoé en la semana 2.
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Figura 45. Actividad de glutation-S-transferasa en la glandula digestiva del mejillon M. edulis chilensis
transplantado a zona industrial (ZI), planta Orion (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula
Ushuaia (PU) por 2, 4 y 6 semanas en A) Invierno 2007 y B) Invierno 2008. Los resultados se expresan como
Media + DS para 5 determinaciones.
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En invierno de 2008 (Fig. 45B), el tiempo de exposicion como los sitios influyeron en
la actividad de la enzima glutation-S-transferasa (ANOVA 1I factores, p<0,05), pero no su
interaccion (p>0,05). En cuanto al efecto temporal, se hall6 una disminucion significativa en
la semana 4 respecto de la 2. Con respecto al efecto espacial, las actividades medidas en los
mejillones de peninsula Ushuaia y club Nautico resultaron menores a las registradas en los
organismos transplantados a zona industrial y planta Oridon. En comparacion con la actividad
medida en bahia Brown al inicio del experimento, en club Nautico y caleta Aspirante en las
semanas 4 y 6 y en peninsula Ushuaia en la semana 6 la actividad decay6. En ninguno de los
experimentos se observo actividad diferencial de la glutation-S-transferasa segin los 6rganos

analizados en este estudio.

4.3.5.4 Peroxidacién de lipidos

La peroxidacion de lipidos es la oxidacion de los acidos grasos poli-insaturados,
considerada una consecuencia del estrés oxidativo. El proceso incluye una reaccion en cadena
que demuestra la habilidad de ciertas especies radicales para propagar reacciones bioquimicas
potencialmente deletéreas y puede medirse indirectamente a través del producto secundario
malondialdehido (MDA).

Los niveles de peroxidacion lipidica en la branquia en bahia Brown a tiempo cero en
los experimentos de invierno fue de 5,10 + 0,50 pmol/mg prot. en 2006, 5,22 + 0,98 umol/mg
prot. en 2007 y 4,95 + 0,83 umol/mg prot. en 2008. En la glandula digestiva fue 4,30 = 1,22
pmol/mg prot. en 2006, 1,79 £+ 0,85 umol/mg prot. en 2007 y 4,76 = 0,96 umol/mg prot. En
2008. Los resultados correspondientes a la branquia fueron bastante parecidos en los tres
inviernos sucesivos, mientras que en la glandula digestiva la peroxidacion fue menor en 2007
con respecto a 2006 y 2008. Solo en el muestreo de 2007 se observo una respuesta diferencial
segun el 6rgano analizado, resultando la peroxidacion de lipidos mayor en la branquia.

Branquia. La peroxidacion de lipidos en la branquia de los mejillones transplantados
a la bahia Ushuaia se muestra en la Figura 46. Mediante ANOVA de II factores se encontrd
efecto significativo de los tiempos de exposicion y de los sitios en este parametro en el
experimento de 2006 (Fig. 46A), no siendo significativa su interaccion. En cuanto al tiempo
de exposicion, se halld un incremento en la semana 4. La peroxidacion lipidica medida en los
mejillones de caleta Aspirante resultd menor a la registrada en los organismos transplantados
a peninsula Ushuaia y zona industrial. Cuando se compararon los niveles de malondialdehido

de los sitios de bahia Ushuaia con el de bahia Brown, se observd que en zona industrial y
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peninsula Ushuaia en las semanas 2 y 4 y en planta Orion y caleta Aspirante en la semana 4 el
nivel se incremento.

En el experimento de invierno de 2007 (Fig. 46B), la interaccion entre los tiempos de
exposicion y los sitios resultd significativa sobre los niveles de peroxidacion lipidica
(ANOVA I factores, p<0,05). En los cinco sitios estudiados se hallo un efecto significativo
del tiempo. En los mejillones de club Nautico se encontré una disminucién en la semana 4
respecto de las semanas 2 y 6. En los cuatro sitios restantes se registrdé un descenso
significativo de los niveles de peroxidacion lipidica en las semanas 4 y 6, con respecto a la
semana 2. Efecto de los sitios se encontrd en las semanas 4 y 6 de experimentacion. En el
primer caso, los niveles de malondialdehido en club Nautico resultaron mayores a los de zona
industrial. En el segundo caso, la peroxidacion de lipidos en club Nautico fue
significativamente superior que en los demads lugares. En zona industrial, planta Orién y club
Nautico en la semana 2 se observo un aumento de la peroxidacion lipidica respecto del tiempo
cero, mientras que en el resto de los casos exceptuando club Néautico en la semana 6 se
registrd un descenso.

En la Figura 46C se presentan los niveles de malondialdehido medidos en la branquia
en invierno de 2008. El resultado del ANOVA de II factores indico un efecto significativo de
los tiempos de experimentacion y de los sitios sobre este parametro (p<0,05). En cuanto al
primer factor, se registrd un incremento significativo en los niveles de peroxidacion en la
semana 4 y un posterior descenso en la semana 6, hasta niveles inferiores a los de la semana
2. Respecto al factor espacial, caleta Aspirante y peninsula Ushuaia registraron niveles de
peroxidacion lipidica significativamente mayores que zona industrial, planta Oriéon y club
Nautico. La peroxidacion lipidica medida en zona industrial, planta Orion y club Nautico en
las tres semanas de exposicion resultd menor a la registrada en bahia Brown al inicio del

experimento.
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Figura 46. Niveles de malondialdehido en la branquia del mejillon M. edulis chilensis transplantado a zona
industrial (ZI), planta Orion (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) por 2 y 4
en A) Invierno 2006 y por 2, 4 y 6 semanas en B) Invierno 2007 y C) Invierno 2008. Los resultados se expresan
como Media + DS para 5 determinaciones.
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Glandula digestiva. La peroxidacion lipidica en la glandula digestiva se muestra en la
Figura 47. En invierno de 2006 (Fig. 47A), el factor espacial que el unico que afecto
significativamente este parametro (ANOVA II factores, p<0,05). Se hallaron en caleta
Aspirante niveles de peroxidacion de lipidos significativamente inferiores a los tres sitios
restantes. Cuando se compara la peroxidacion lipidica medida en los sitios de bahia Ushuaia
con la de bahia Brown, puede observarse un incremento en zona industrial, en la semana 2, y
en planta Oridn y peninsula Ushuaia, en las semanas 2 y 4.

En el experimento de invierno de 2007 (Fig. 47B), al igual que en la branquia, se
encontrd interaccion significativa entre tiempos de exposicion y sitios (ANOVA 1I factores,
p<0,05). Al estudiar los efectos simples, en las tres semanas de exposicion se observd un
efecto espacial, siendo los resultados heterogéneos. En cuanto al efecto temporal, los
mejillones de zona industrial y caleta Aspirante fueron los tinicos que no se vieron afectados
por este factor. Al igual que con el primer factor, los resultados fueron diferentes en cada uno
de los casos. Solo en club Nautico en la semana 4 y en peninsula Ushuaia en la semana 6 los
niveles de malondialdehido fueron semejantes a los encontrados en bahia Brown, mientras
que en el resto de los casos de bahia Ushuaia los niveles se incrementaron.

En invierno de 2008 (Fig. 47C), el ANOVA de II factores reveld6 un efecto
significativo de los tiempos de experimentacion y los sitios sobre la peroxidacion de lipidos
(p<0,05), pero no la interaccion de dichos factores. Al igual que en la branquia, se registré un
incremento significativo en los niveles de peroxidacion en la semana 4. Con respecto al efecto
espacial, se hallaron en caleta aspirante los mayores niveles malondialdehido, seguido por los
registrados en peninsula Ushuaia; ambos casos fueron significativamente superiores a los
correspondientes a zona industrial, planta Orién y club Nautico. En concordancia con lo
hallado en la branquia, se encontr6 una disminucion del malondialdehido en zona industrial,
planta Orién y club Nautico en los tres tiempos de exposicion con respecto al tiempo cero

medido en bahia Brown.
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Figura 47. Niveles de malondialdehido en la glandula digestiva del mejillon M. edulis chilensis transplantado a
zona industrial (ZI), planta Orion (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) por
2y 4 en A) Invierno 2006 y por 2, 4 y 6 semanas en B) Invierno 2007 y C) Invierno 2008. Los resultados se
expresan como Media = DS para 5 determinaciones.
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4.4 Relacion entre pardmetros fisicos, quimicos y bioldgicos

Se realiz6 un analisis de componentes principales (ACP) con los datos de los inviernos
de 2007 y 2008. No se incluyeron los datos correspondientes al invierno de 2006 debido a que
no se cuenta con la totalidad de los parametros. El ACP revel6 que los cuatro primeros
componentes principales (CP) explican el 63,91 % de la varianza total. El aporte de las
variables originales en cada componente se presenta en la Tabla 17. El CPIl estuvo
representado por los biomarcadores con signo positivo; mientras que la ceniza, el Cu, Zn y Fe
en la branquia y la glandula digestiva con signo negativo. El CP2 mostré el aporte de los

nutrientes y la materia orgénica particulada, ambos con signo negativo. La salinidad y el Cd

Tabla 17. Analisis de componentes principales llevado a cabo con los datos correspondientes a los inviernos de
2007 y 2008. Aporte de las variables originales a los cuatro primeros componentes.
Branquia (B), Glandula digestiva (GD)

VARIABLES CP1 CP2 CP3 CP4

CATB 0,74 -0,05 -0,44 -0,04
CAT GD 0,84 -0,10 -0,31 -0,07
GSTB 0,81 -0,25 -0,37 -0,13
GST GD 0,87 -0,12 -0,27 -0,16
SOD B 0,78 -0,03 -0,14 -0,29
SOD GD -0,20 0,24 -0,34 -0,02
LPOB 0,82 -0,08 -0,22 -0,31
LPO GD 0,50 -0,16 0,03 -0,36
LIP M 0,21 0,13 -0,03 0,00
LIP GD 0,64 -0,23 -0,11 -0,06
[ndice Condicién 0,37 0,02 -0,32 0,03
Ceniza -0,71 0,07 -0,46 0,05
CuB -0,61 -0,40 -0,23 -0,44
Zn B -0,53 0,03 0,06 -0,46
FeB -0,60 -0,51 -0,10 -0,12
CdB 0,36 0,27 -0,03 0,37
CuGD -0,75 -0,38 -0,26 -0,31
Zn GD -0,63 -0,20 0,04 -0,37
Fe GD -0,78 -0,22 -0,22 -0,43
Cd GD -0,33 0,06 -0,60 0,34
Nitrito 0,16 -0,95 0,03 0,13
Nitrato -0,19 -0,72 -0,13 0,16
Fosfato 0,29 -0,88 0,08 0,06
Silicato 0,24 -0,92 -0,06 0,12
Amonio 0,40 -0,76 0,04 0,02
Clorofila 0,10 0,10 0,64 -0,31
MOP 0,02 -0,72 0,37 0,10
pH 0,57 0,39 0,35 -0,29
Temperatura -0,19 0,14 -0,45 -0,38
Oxigeno disuelto 0,54 0,49 -0,22 -0,31
Salinidad -0,32 0,16 -0,65 0,31
Eigenvalue 9,27 5,58 2,92 2,05
% Varianza total 29,89 17,99 9,42 6,01
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en la glandula digestiva (con signo negativo) y la clorofila (con signo positivo) explicaron el
CP3. El CP4 estuvo representado por el Cu y el Zn en la branquia y el Fe en la glandula
digestiva, todos con signo negativo.

La ubicacion de los sitios segin el ACP se muestra en la Figura 48. Se pudo observar
un desplazamiento de todos los sitios correspondientes a la semana 2 del experimento de 2007
sobre el lado positivo del eje 1, lo que indica que tuvieron mayores actividades de los
biomarcadores y menores concentraciones de metales pesados. En los experimentos de 2007 y
2008 se observo un desplazamiento de club Nautico (CN2, CN4, CN6) sobre la parte negativa
del eje 2. En este caso se asocia a las mayores concentraciones de nutrientes y de materia
organica particulada que recibe club Nautico desde el pluvial y la bahia Encerrada. El
posicionamiento de los sitios segin los ejes 3 y 4 mostraron poca variabilidad. Dos sitios
correspondientes al experimento de 2007 se separaron segun el eje 3: club Nautico en las
semanas 4 y 6 (en la parte positiva) presentd mayores concentraciones de clorofila y menores
salinidades, mientras que peninsula Ushuaia en la semana 2 (sobre la parte negativa) fue el

sitio donde los mejillones acumularon mayor cantidad de Cd en la glandula digestiva.
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Figura 48. Ubicacion de los sitios de muestreo segtin el analisis de componentes principales.

Se realizd un analisis de correlacion de Pearson con el fin de explorar asociaciones
entre las variables ambientales y los parametros fisicos y quimicos con una base estadistica.
Los resultados se presentan en la Tabla 18. Se hallaron numerosas correlaciones que
evidencian la complejidad del sistema en estudio, siendo de interés en el presente trabajo las

que se encuentran dentro del recuadro. Con la Unica excepcion de la enzima superdxido
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dismutasa en la glandula digestiva, se hallaron correlaciones positivas altamente significativas
(p<0,01) entre los biomarcadores enzimaticos entre si y con la peroxidacion lipidica en la
branquia y los lipidos totales en la glandula digestiva. Ademas se hallaron las siguientes
correlaciones significativas (p<0,05) entre:

e Las actividades enzimaticas y la peroxidacion lipidica con el oxigeno disuelto.

e Las actividades de catalasa y glutation-S-transferasa en la glandula digestiva
evidenciaron correlacion negativa con la concentracion de Cu, Zn y Fe en dicho 6rgano y con
el contenido de Zn en branquia.

e La actividad de superoxido dismutasa en la glandula digestiva solo evidencid
correlacion positiva con la concentracion de Cd en ese 6rgano.

e La peroxidacion lipidica presentd correlacion negativa con el contenido de Cu y Fe en
la branquia.

e La actividad de glutatiéon-S-transferasa y la peroxidacion de lipidos, en ambos 6rganos,
mostraron correlacion positiva con la concentracion de amonio.

e Las actividades de catalasa y glutation-S-transferasa en la glandula digestiva,
superoxido dismutasa en la branquia y la peroxidacion lipidica en ambos organos
correlacionaron positivamente con el pH.

e  Por ultimo, se hall6 que el contenido de ceniza correlaciond positivamente con los

metales.
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Resultados Transplantes de Verano

5.1 Determinaciones en agua

Para todas las variables medidas, los datos corresponden a bahia Brown a tiempo cero
y a cada uno de los sitios seleccionados dentro de bahia Ushuaia en las semanas 1, 3y 5 en
los veranos de 2007 y de 2008.

5.1.1 Pardmetros fisicos

pH. Los valores de pH mostraron una notable homogeneidad entre los sitios y a lo largo
del tiempo de duracion de cada experimento, resultando el valor promedio de 2008 (8,35 *
0,10) mas alto que el de 2007 (7,91 + 0,06) (Fig. 49). En 2008, este parametro tendié a

disminuir al incrementrase el periodo de experimentacion.

838

O Ver. 2007 @ Ver. 2008

Figura 49. pH medido en el agua de mar de bahia Brown (BB) a tiempo cero y de zona industrial (ZI), planta
Orién (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) en las semanas 1, 3y 5 en
Verano 2007 (celeste) y Verano 2008 (rojo).

Temperatura. La distribucion en el tiempo de la temperatura (°C) (Fig. 50) mostro
diferencias interanuales muy marcadas en las semanas 1 de muestreo resultando mas altas en
2007. Los incrementos observados fueron de 4,6 °C en zona industrial, 4,0 °C en planta Orion,
3,3 °C en club Nautico y 3,1 °C en caleta Aspirante, mientras que en bahia Brown y peninsula
Ushuaia la diferencia fue de 1 °C. Para la misma fecha, la estacion meteoroldgica del CADIC
(SIAG) midié variaciones en la temperatura del aire de 10 °C en menos de 24 hs, lo que da
cuenta de lo cambiante que puede ser el clima en el area bajo estudio. En la semana 3, en
promedio la temperatura fue parecida entre los sitios para cada afio pero levemente mayor en
2007 (0,8 °C). En la semana 5, pueden observarse valores de temperatura muy similares entre

sitios y en ambos afios. En 2007, se observo un gran descenso de la temperatura en todos los
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sitios de bahia Ushuaia en las semanas 3 y 5, siendo menos marcado en la peninsula Ushuaia.
Contrariamente, en 2008 se produjo un incremento de la temperatura en la semana 5 en todos
los sitios y también en la semana 3 en zona industrial.

14
13 A M
12 M
11~

O Ver. 2007 W Ver. 2008

Temperatura (°C)
S

t=0 | t=1| t=3 | t=5|t=1| t=3 | t=5|t=1 | t=3| t=5|t=1 | t=3| t=5| t=1 | t=3| t=5

BB ZI PO CN CA PU

Figura 50 Temperatura medida en el agua de mar de bahia Brown (BB) a tiempo cero y de zona industrial (ZI),
planta Orién (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) en las semanas 1, 3y 5
en Verano 2007 (celeste) y Verano 2008 (rojo).

Oxigeno disuelto. Este parametro mostro valores cercanos al de saturacion en ambos
muestreos en todos los sitios (Fig. 51). Los valores promedios obtenidos fueron mas altos y
maés variables en 2007 (11,09 + 0,64 mg/L) que en 2008 (9,43 + 0,37 mg/L). El sitio con
menor oxigeno disuelto fue club Nautico, principalmente en 2008 (8,87 + 0,06 mg/L).

14

O Ver. 2007 @ Ver. 2008
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12 —
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10 ~

Oz disuelto (mg/L)

t=0 | t=1| t=3 | t=5|t=1| t=3 | t=5 | t=1 | t=3| t=5|t=1 | t=3| t=5

BB VAl PO CN CA PU

Figura 51. Oxigeno disuelto medido en el agua de mar de bahia Brown (BB) a tiempo cero y de zona industrial
(Z1), planta Oridn (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) en las semanas 1, 3
y 5 en Verano 2007 (celeste) y Verano 2008 (rojo).
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Salinidad. La salinidad (g/L) present6 un comportamiento muy similar en ambos afios
de muestreo (Fig. 52), manteniéndose la concentracion en 31,34 + 1,54 g/L sin considerar
zona industrial en la semana 1 (23,60 g/L) en el experimento de 2008. Ese valor bajo de este
parametro evidencia un aporte de agua dulce de importancia desde los pluviales y/o del arroyo
Grande.
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Figura 52. Salinidad medida en el agua de mar de bahia Brown (BB) a tiempo cero y de zona industrial (ZI),
planta Orién (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) en las semanas 1, 3y 5
en Verano 2007 (celeste) y Verano 2008 (rojo).

5.1.2 Pardmetros quimicos
5.1.2.1 Nutrientes inorgdnicos disueltos

Nitrato. La Figura 53 muestra las variaciones de este parametro en escala logaritmica
para una mejor representacion gréafica. En club Nautico en 2008, se observaron valores muy
altos en las semanas 3 (155,1 uM) y 5 (240,0 puM), comparados con el resto de los sitios.
Igualmente, en zona industrial en la semana 3 se midié una concentracion de 238,0 uM. Esos
valores evidencian un impacto antropogénico en esos dos sitios. En general, las

concentraciones tendieron a ser mayores en 2008.
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3,0

Nitrato (log+1) (UM)

O Ver. 2007 m Ver. 2008

Figura 53. Concentracién de nitrato, en escala logaritmica, medido en el agua de mar de bahia Brown (BB) a
tiempo cero y de zona industrial (ZI), planta Orién (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula
Ushuaia (PU) en las semanas 1, 3y 5 en Verano 2007 (celeste) y Verano 2008 (rojo).

Nitrito. Las concentraciones mas elevadas de nitrito se registraron en el afio 2007,

principalmente en caleta Aspirante en la semana 3 (4,2 uM), en zona industrial en la semana 5

(2,1 uM) y en club Nautico en la semana 1 (1,8 uM). En el resto de los casos de 2007 y en

todas las muestras de 2008, el nitrito present valores menores a 1 uM (Fig. 54). En 2007, se

observé en club Nautico una disminucion gradual en la concentracion del nitrito al aumentar

el tiempo de experimentacion, mientras que en 2008 el mismo sitio presentd una tendencia de

aumento.
5
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Figura 54. Concentracion de nitrito medido en el agua de mar de bahia Brown (BB) a tiempo cero y de zona
industrial (Z1), planta Orién (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) en las

semanas 1, 3y 5 en Verano 2007 (celeste) y Verano 2008 (rojo).
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Amonio. La Figura 55 muestra la concentracion de amonio (UM) en escala
logaritmica. Se encontr6 que en los tres muestreos de 2007, club Nautico presentd
concentraciones de amonio entre 94,8 y 167,8 uM, mientras que en el resto de los sitios los
valores oscilaron entre no detectable y 1,6 M, como fue el caso de peninsula Ushuaia en la
semana 3. En el 2008, club Nautico registré6 un méximo en la semana 5 (141,0 uM), seguido
por zona industrial en la semana 3 donde la concentracion fue 11,0 uM. En los casos
restantes, las concentraciones fueron menores a 2 UM e incluso no detectables como en club
Nautico y caleta Aspirante en la semana 3 y en peninsula Ushuaia en la semana 1. De la
misma manera que para el nitrato, club Nautico y zona industrial han sido los sitios méas

afectadas por impacto antrépico.
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Figura 55. Concentracion de amonio, en escala logaritmica, medido en el agua de mar de bahia Brown (BB) a
tiempo cero y de zona industrial (ZI), planta Orién (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula
Ushuaia (PU) en las semanas 1, 3y 5 en Verano 2007 (celeste) y Verano 2008 (rojo).

Fosfato. La Figura 56 muestra las concentraciones observadas de fosfato en escala
logaritmica. Puede observase que en 2007 los valores méas elevados se encontraron en bahia
Brown (11,3 uM), club Nautico en la semana 1 (14,1 uM) y planta Orion en las semanas 3y 5
(12,1 y 5,0 uM, respectivamente). En el resto de los casos las concentraciones variaron entre
0,3y 0,8 uM. En 2008, comparando todos los sitios a lo largo de los tiempos de exposicion,
los valores fueron muy similares en el rango de 1,5 + 0,2 uM, excepto en club Nautico en la

semana 5 que se registré un maximo de 25,1 uM.
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Figura 56. Concentracion de fosfato, en escala logaritmica, medido en el agua de mar de bahia Brown (BB) a
tiempo cero y de zona industrial (Z1), planta Orién (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula
Ushuaia (PU) a las semanas 1, 3y 5 en Verano 2007 (celeste) y Verano 2008 (rojo).

Silicato. Los valores mas elevados de silicato se registraron en 2007 en club Nautico,
siendo el promedio de los tres tiempos de exposicion de 28,3 £ 5,9 uM. En el resto de los
sitios, en cambio, las concentraciones de silicato variaron entre 1,8 y 6,7 uM (Fig. 57). En el
2008, la mayor concentracion nuevamente se registré en club Nautico en la semana 5 (32,6
MM), seguida por una concentracion menor en zona industrial en la semana 1 (17,3 uM). En
concordancia con los resultados de los demas nutrientes, club Nautico evidenci6 la influencia

de efluentes urbanos y de la bahia Encerrada.
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Figura 57. Concentracion de silicato medido en el agua de mar de bahia Brown (BB) a tiempo cero y de zona

industrial (ZI), planta Orion (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) en las
semanas 1, 3y 5 en Verano 2007 (celeste) y Verano 2008 (rojo).
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5.1.2.2 Clorofila a

Las concentraciones de clorofila a encontradas variaron entre 0,09 y 0,73 pg/L en
2007 y entre 0,04 y 0,36 pg/L en 2008. Las concentraciones mas altas se registraron en 2007
en caleta Aspirante en las semanas 1y 5 (0,73 y 0,60 pg/L respectivamente) (Fig. 58).
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Figura 58. Concentracion de clorofila a medida en el agua de mar de bahia Brown (BB) a tiempo cero y de
zona industrial (Z1), planta Orién (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) en
las semanas 1, 3y 5 en Verano 2007 (celeste) y Verano 2008 (rojo).

5.1.2.3 Materia orgdnica particulada
Los valores de materia organica particulada oscilaron en un rango de concentraciones
parecidos en los afios analizados: 630,0 - 2155,5 mg/m® en 2007 y 423,1 - 2265,9 mg/m° en

2008. Club Nautico presentd los valores mas altos en cada semana de muestreo, tanto en 2007

como en 2008 (Fig. 59).
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Figura 59. Concentracion de materia organica particulada medida en el agua de mar de bahia Brown (BB) a
tiempo cero y de zona industrial (ZI), planta Orion (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula
Ushuaia (PU) en las semanas 1, 3y 5 en Verano 2007 (celeste) y Verano 2008 (rojo).
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5.2 Determinaciones en sedimento

5.2.1 Granulometria del sedimento

La Figura 60 muestra la granulometria de los sedimentos de los diferentes sitios de
estudio. Tanto en 2007 como en 2008, bahia Brown fue el sitio con mayor proporcion de
grava (>70 %) en su composicion granulométrica y el menor contenido de fango (<0,3 %).
Los sedimentos de zona industrial y peninsula Ushuaia estuvieron caracterizados
principalmente por arena, los de planta Oridn y caleta Aspirante se caracterizaron por arena y
grava en proporciones variables en los dos afios estudiados. Los sedimentos de club Nautico

presentaron mayormente arena, pero fue el sitio con mayor proporcion de fango (>29 %).
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Figura 60. Porcentaje de fracciones granulométricas (fango, arena y grava) de los sedimentos de bahia Brown
(BB) a tiempo cero y de zona industrial (ZI), planta Orién (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y
peninsula Ushuaia (PU) en las semanas 1 y 5 del experimento A) Verano 2007 y B) Verano 2008.
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Con la finalidad de agrupar la informacion, se calculé el promedio de cada fraccién
granulométrica obtenida en los dos afios de experimentacion para cada sitio de estudio (Tabla
19). Bahia Brown present6 la mayor proporcion de grava y el menor contenido de fango. Los
sedimentos de club NA&utico se caracterizaron por alto contenido de arena y la mayor
proporcion de fango. Zona industrial y peninsula Ushuaia se caracterizaron por alto contenido
de arena en sus sedimentos, mientras que planta Orién y caleta Aspirante presentaron
proporciones similares de grava y arena. Estos dos ultimos sitios fueron los que presentaron

mayor variacion interanual.

Tabla 19. Media y desvio estandar de las fracciones granulométricas de los tres afios de experimentacion y los
diferentes tiempos analizados de los sedimentos de los sitios estudiados.

Sitio Grava (%) Arena(%) Fango (%)

Bahia Brown 75,84 £8,17 23,83+8,20 0,27+0,04
Zona Industrial 6,21+£421 8950+£506 4,29+237
Planta Orién 52,17 £ 15,78 42,23 +17,45 5,60+ 1,88
Club Nautico 794+578 58,38+3,11 33,67+4,25
Caleta Aspirante 51,02 +17,90 47,03+18,14 1,95+0,74
Peninsula Ushuaia 21,43 +6,40 76,25+6,58 2,32+ 0,66

5.2.2 Metales pesados totales en sedimentos

En la Figura 61 se presentan las concentraciones totales de los metales pesados Cu,
Zn, Cd y Pb expresada en pg/g (peso seco) y Fe en mg/g (peso seco), en la fraccion <62um
del sedimento de todos los sitios estudiados en los veranos de 2007 y 2008.

En cuanto a la distribucion espacial, bahia Brown present6 las concentraciones mas
altas de Cu, Zn y Fe. El promedio de ambos afios de muestreo fue de 85,91 pg/g para Cu,
166,38 pg/g para Zn, 1,41 pg/g para Cd, 19,75 para Pb y 30,11 mg/g para Fe. En este sitio el
Cu fue el anico metal cuya concentracion disminuyd de un afio a otro (30 %). Por su parte, los
metales que aumentaron de 2007 a 2008 fueron Zn en un 33 %, Pb en un 54 %, Cd en un 300
%, mientras que el Fe se mantuvo constante.

Cobre. Comparando las concentraciones de este metal en los sitios de bahia Ushuaia,
se encontrd que en zona industrial se mantuvo estable en los dos afios (11,48 + 0,10 ug/g).
Planta Orién y club Nautico presentaron valores similares de este metal en 2007 (12,27 y
12,99 ug/g, respectivamente), y disminuyeron en un 24 y 27 % respectivamente en 2008. En

caleta Aspirante y peninsula Ushuaia se registraron los valores mas bajos de Cu en ambos
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afos (<5,53 pg/g) y también presentaron una disminucién de 70 y 55 % respectivamente en el
2008 respecto del afio anterior.

Zinc. Considerando todos los sitios de bahia Ushuaia, este metal presentd la mayor
concentracion en club Nautico en 2007 (99,09 ug/g) y en 2008 (125,97 ug/g), mientras que las
menores concentraciones en 2007 y 2008 se registraron en peninsula Ushuaia siendo 31,25
ug/gy 47,79 ug/g, respectivamente. En club Nautico, caleta Aspirante y peninsula Ushuaia se
registraron incrementos de 2007 a 2008 que fueron de 25, 18 y 52 % respectivamente. En
zona industrial y planta Oridn las concentraciones interanuales de Zn se mantuvieron estables

en 67,41+ 1,79y 74,49 £ 0,62 ug/g, respectivamente.
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Figura 61. Concentracion de Cu, Zn, Cd, Pb y Fe en la fraccion fina (<62um) del sedimento para cada uno de
los sitios en estudio en Verano de 2007 (azul) y Verano de 2008 (rojo) al inicio del experimento (semana 1). Los
resultados estan expresados en pg/g, excepto el hierro en mg/g.

Cadmio. Evaluando los sitios de bahia Ushuaia, en 2007 el Cd s6lo fue detectable en
caleta Aspirante presentando una concentracion de 0,62 pg/g. En 2008, en todos los sitios se
registraron concentraciones por encima del limite de deteccion. Las mayores concentraciones

se registraron en caleta Aspirante (1,46 pg/g) y en peninsula Ushuaia (1,11 ug/g), mientras
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que los tres sitios restantes presentaron valores muy similares entre si (0,71 = 0,04 pg/g). En
todos los sitios se registraron incrementos de 2007 a 2008.

Plomo. Este metal se mantuvo con muy poca variacion en los dos muestreos y se
acumuld en mayor proporcion en los sedimentos de club Nautico (27,29 + 0,94 ug/g), planta
Oriodn (23,55 + 1,07 pg/g) y zona industrial (18,76 £ 1,58 ug/g). Caleta Aspirante y peninsula
Ushuaia presentaron las menores concentraciones de este metal, las cuales disminuyeron de
2007 a 2008 en un 22 %.

Hierro. Como era de esperar, el Fe fue el metal mas abundante en todos los sitios.
Zona industrial registré la mayor concentracion (22,24 + 1,17 mg/g) que fue 53 % mas alta
que el promedio de los sitios restantes de bahia Ushuaia. Planta Orion, club Nautico, caleta
Aspirante y peninsula Ushuaia presentaron valores semejantes entre si (14,52 + 2,26 mg/g),

con diferencias en general menores a 16 %.

5.2.2.1 Factores de enriquecimiento

Los factores de enriquecimiento para el Cu, Zn, Cd y Pb se muestran en la Figura 62.
En verano de 2007 (Fig. 62A) el factor mas elevado para el Cu se registro en bahia Brown
siendo de 4,31, mientras que en los cinco sitios de bahia Ushuaia los factores fueron mucho
mas bajos oscilando entre 0,42 y 1,03. Contrariamente, para el caso del Pb, bahia Brown fue
el sitio con el menor factor de enriquecimiento (1,33). Para el Zn los factores resultaron muy
semejantes en todos los sitios, incluyendo bahia Brown, estando entre 0,79 y 1,81. Para el Cd
s6lo se pudo calcular este factor para caleta Aspirante (7,77) y bahia Brown (3,85) ya que en
los casos restantes este metal se hall6 por debajo del limite de deteccion.

En verano de 2008 (Fig. 62B), nuevamente en bahia Brown se hall6 el factor de
enriquecimiento para Cu més elevado (3,01) en comparacion con los sitios de bahia Ushuaia,
los cuales variaron entre 0,16 y 1,14. Para el caso del Zn y el Pb, club Nautico presenté los
mayores factores siendo de 3,81 y 6,39, respectivamente. EI Cd presentd factores
notablemente mas altos que los otros metales, siendo el menor el registrado en zona industrial
(5,94). Los demaés sitios, incluyendo bahia Brown, variaron entre 11,03 y 18,85 lo cual

evidenciaria el ingreso de este metal desde alguna fuente antrdpica o natural.
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Figura 62. Factores de enriquecimiento de Cu, Zn, Cd y Pb para los sedimentos de bahia Brown (BB), zona
industrial (ZI), planta Orion (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) en los
experimentos de A) Verano 2007 y B) Verano 2008.

5.3 Determinaciones en organismos

Para evaluar el estado general de los mejillones de bahia Brown y de aquéllos
transplantados a los cinco sitios dentro de bahia Ushuaia, se monitorearon varios pardmetros
fisioldgicos y bioguimicos cuyos resultados se detallan en los parrafos siguientes. El largo de
los mejillones empleados fue de 57,89 + 6,15 mm. Lamentablemente en la semana 6 de
exposicion de verano 2008 no se hallo el dispositivo en peninsula Ushuaia, por lo cual no hay

informacion bioldgica de ese sitio para ese periodo de exposicion.

5.3.1 Contenido de agua, ceniza y materia orgdnica

Los porcentajes de agua, ceniza y materia organica de los mejillones de bahia Brown,
promediando los afios 2007 y 2008, fueron de 73,15 £ 2,25 %, 1,87 £ 0,10 % y 24,98 + 2,15
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%, respectivamente. En 2008, la ceniza y la materia organica aumentaron un 7,8 'y 12,9 %
respectivamente, contrariamente el contenido de agua descendi6 un 4,2 %.

El contenido de agua, ceniza y materia organica se midid en todos los sitios con la
misma frecuencia de muestreo, es decir, en las semanas 2, 4 y 6. El porcentaje de agua, a lo
largo de los dos afios y en todos los muestreos de los diferentes sitios, se encontré en el orden
del 72 £ 2 % (Fig. 63). Mediante ANOVA de Il factores se encontro que en 2007 el contenido
de agua dependid de los tiempos de exposicion y de los sitios (p<0,05). Club Néautico, planta
Orion y peninsula Ushuaia presentaron porcentajes de agua mas altos que zona industrial.
Respecto al efecto temporal, se halld6 un incremento significativo en la semana 6 de
experimentacion. En 2008, solamente el tiempo de exposicion ejercid un efecto significativo
sobre este pardmetro, registrandose un descenso en la semana 4 (ANOVA Il factores,
p<0,05). Al comparar los sitios de bahia Ushuaia para cada tiempo de exposicion, sélo se
hallaron diferencias significativas en la semana 6, presentando zona industrial y planta Orion
valores de agua significativamente mas altos que club Nautico y caleta Aspirante (ANOVA |
via, p<0,05).
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Figura 63. Contenido de agua expresado en porcentaje en el mejillon M. edulis chilensis de bahia Brown (BB) a
tiempo cero y de los transplantados a zona industrial (ZI), planta Orion (PO), club Nautico (CN), caleta
Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) promediando afios y tiempos de exposicién. Los resultados se
expresan como la Media + DS.

Analizando el conjunto de los sitios y los tiempos, el porcentaje de ceniza fue
levemente més alto y més variable en 2007 (3,01 + 1,12 %) respecto de 2008 (2,18 £ 0,23 %).

En 2007, se encontré un efecto significativo del tiempo de exposicién y los sitios sobre el
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contenido de ceniza (ANOVA 11 factores, p<0,05). En todos los sitios se registrd un descenso
significativo en la semana 6 (Fig. 64). Peninsula Ushuaia, club N&utico y zona industrial
presentaron porcentajes de ceniza significativamente mas altos que planta Oridn y caleta
Aspirante. En 2008 no se hallaron variaciones significativas (ANOVA Il factores, p<0,05).
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Figura 64. Contenido de ceniza expresado en porcentaje en el mejillon M. edulis chilensis de bahia Brown (BB)
a tiempo cero y de los transplantados a zona industrial (ZI), planta Orién (PO), club Nautico (CN), caleta
Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) por 2, 4 y 6 semanas en Verano 2007. Los resultados se expresan
como la Media + DS para 5 determinaciones.

La materia organica mostrd porcentajes del orden del 25 + 2 %. En el experimento de
2007 se encontraron diferencias entre los sitios, presentando los mejillones de caleta
Aspirante y zona industrial mayor proporcién de materia orgénica que los de peninsula
Ushuaia y club Nautico (ANOVA 11 factores, p<0,05). En 2008, solo se registré un efecto del
tiempo con un aumento significativo en la semana 4 respecto de la semana 2 (ANOVA I
factores, p<0,05). En la Figura 65 se presenta el promedio de materia organica de los tres

tiempos de exposicion para cada sitio y para cada afio.
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Figura 65. Contenido de materia orgéanica expresado en porcentaje en el mejillon M. edulis chilensis de bahia
Brown (BB) a tiempo cero y de los transplantados a zona industrial (ZI), planta Orién (PO), club Nautico (CN),
caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) promediando los tres tiempos en Verano 2007 (celeste) y
Verano 2008 (rojo). Los resultados se expresan como la Media + DS.

Diferencias espacio-temporales en el contenido de agua, ceniza y materia organica
fueron encontradas en ambos experimentos. Sin embargo, luego de integrar la informacion
correspondiente a cada lugar descartando como variable el factor tiempo, los porcentajes de
agua, ceniza y materia organica resultaron muy homogéneos sin diferenciarse entre sitios
(Tabla 20). Las variaciones entre sitios fueron pequefias, sin importancia relativa desde el

punto de vista bioldgico.

Tabla 20. Media y desvio estandar de las fracciones granulométricas del sedimento correspondiente a los tres
analizados para cada sitio estudiado.

Sitio Agua Ceniza Materia
(%) (%) organica (%)
Bahia Brown 73,15+2,25 1,87 £0,10 24,98 £ 2,15
Zona Industrial 72,15+ 0,84 2,77 +1,17 25,08 £ 0,38
Planta Orién 72,75+1,12 2,39+£0,34 24,86 + 0,98
Club Nautico 72,50 + 1,59 2,75+ 1,09 24,76 £ 2,54
Caleta Aspirante 71,82 £ 1,41 2,19+0,37 26,00 £ 1,25
Peninsula Ushuaia 72,86 + 1,78 3,03+1,31 24,11 £ 2,04
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5.3.2 Lipidos totales

El contenido de lipidos totales en bahia Brown, a tiempo cero, en verano de 2007 y de
2008 en manto fue muy similar (12,55 £ 2,57 y 1530 + 4,64 mg/g tejido fresco,
respectivamente). La concentracion en la glandula digestiva tampoco vario considerablemente
entre los dos afios muestreados, siendo en promedio de 81,00 + 4,57 mg/g (tejido fresco) en
2007 y 76,75 = 14,62 mg/g (tejido fresco) en 2008. En los dos veranos, el contenido total de
lipidos en manto fue 82-84 % menor que el de la glandula digestiva. Los resultados
correspondientes al experimento de 2008, de ambos dérganos, presentaron mayor variacion
que los de 2007.

Manto. El contenido de lipidos totales en manto se muestra en la Figura 66. En 2007
(Fig. 66A), la interaccion entre los tiempos de exposicion y los sitios tuvieron un efecto
significativo sobre este pardmetro (ANOVA Il factores, p<0,05). Al evaluar los efectos
simples se encontrd en las semanas 2 y 4 que los mejillones transplantados a club Nautico
presentaron la mayor concentracion de lipidos en el manto. En la semana 6, se hallé un
contenido de lipidos mas elevado en los mejillones de planta Oridn, en comparacion con los
de club Nautico y caleta Aspirante. Un efecto temporal se hall6 en los mejillones de zona
industrial, planta Orién y club Nautico, siendo los resultados diferentes en cada uno de los
casos. En comparacion con el valor inicial de lipidos totales medido en bahia Brown, sélo el
de zona industrial y planta Orion en la semana 6 como el de club Nautico en la semana 4
resultaron mayores.

En verano de 2008 (Fig. 66B), solo se encontrd un efecto significativo de los sitios
sobre los niveles de lipidos totales en el manto (ANOVA Il factores, p<0,05). El contenido de
lipidos totales en los mejillones de caleta Aspirante fue mayor que en zona industrial, club
Nautico y peninsula Ushuaia, y en planta Orion mayor que en club N&utico. Los valores
medidos en todos los sitios de bahia Ushuaia fueron de la misma magnitud que el de bahia

Brown, resultando menos variables en 2008 que en 2007.
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Figura 66. Contenido de lipidos totales en el manto del mejillon M. edulis chilensis transplantado a zona
industrial (ZI), planta Ori6én (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) por 2, 4y
6 semanas en A) Verano 2007 y B) Verano 2008. Los resultados se expresan como Media + DS para 4
determinaciones.

Glandula digestiva. El contenido de lipidos totales en la glandula digestiva (Fig. 67)
fue tres veces mayor que en manto y la respuesta resultdé muy heterogénea en el verano de
2007 (Fig. 67A). En concordancia con los datos correspondientes a la branquia, los niveles de
lipidos estuvieron afectados por la interaccion de los factores estudiados (ANOVA 11 factores,
p<0,05). En el caso del efecto de los sitios en la semana 2, los lipidos totales medidos en

planta Orion fueron significativamente mayores que en zona industrial; en la semana 4, en
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club Nautico fueron significativamente menores que en peninsula Ushuaia, zona industrial y
planta Oridn; mientras que en la semana 6, en caleta Aspirante se registr6 un contenido
significativamente mayor que en peninsula Ushuaia. Con respecto al tiempo de exposicion, se
hallé un efecto diferente en cada uno de los cinco sitios estudiados. Los lipidos totales
medidos en zona industrial (semana 2), club Nautico (semana 4), peninsula Ushuaia (semana
6), planta Orion (semanas 4 y 6) y caleta Aspirante (semanas 2 y 4) descendieron respecto de
la condicion inicial en el tiempo cero.

En verano de 2008 el contenido de lipidos totales fue menos variable a lo largo del
experimento en comparacion con el 2007 (Fig. 67B). El Gnico efecto significativo encontrado
fue el de los sitios (ANOVA 1l factores, p<0,05), en concordancia con los resultados
reportados para la branquia. Con respecto a dicho efecto, se encontré en los mejillones de
peninsula Ushuaia mayor contenido de lipidos totales que en planta Orion, club Nautico y
zona industrial. Al comparar los lipidos totales medidos en bahia Ushuaia con el valor medido
en bahia Brown, se encontré que fueron menores en zona industrial en la semana 4, caleta
Aspirante en la semana 6, planta Orion en las semanas 2 'y 4 y en club Nautico en las semanas
2Yy6.
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Figura 67. Contenido de lipidos totales en glandula digestiva del mejilldn M. edulis chilensis transplantado a
zona industrial (ZI), planta Orion (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) por
2, 4y 6 semanas en A) Verano 2007 y B) Verano 2008. Los resultados se expresan como Media + DS para 4
determinaciones.

5.3.3 Bioacumulacion de metales pesados

Cobre. La Figura 68 muestra la concentracion de Cu (ug/g) en la branquia y la
glandula digestiva del mejillon Mytilus edulis chilensis. Este metal presentd poca oscilacion
espacio-temporal en los dos tejidos en el experimento de 2007. Con respecto a la acumulacion
en la branquia en 2007, en planta Orién se hallaron las mayores concentraciones que,

promediando los tres tiempos de exposicién, fueron 3,86 + 0,69 ug/g; mientras que los
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valores mas bajos se encontraron en caleta Aspirante (2,39 = 0,47 ug/g). En la semana 2 del
experimento de 2008, las concentraciones fueron muy parecidas entre los sitios (3,03 £ 0,33
Mg/g). Se registraron incrementos de mas del 200 % en la semana 4 en todos los sitios y
posteriores descensos en la semana 6, hasta valores superiores a los iniciales siendo esos
valores mayores a los de 2007.

Los niveles de Cu en la glandula digestiva en verano de 2007 presentaron poca
variacion espacio-temporal, siendo club Nautico el sitio con mayor concentracion en los tres
tiempos de exposicion (4,83 + 0,51 pg/g). En el 2008, se observd un incremento de mas del
200 % en la semana 4 en todos los sitios, seguido de una disminucién hasta valores mayores a
los de la semana 2, en concordancia con los resultados encontrados en la branquia. En los tres
tiempos, en caleta Aspirante se midieron las menores concentraciones de Cu. No se observo

preferencia en la acumulacién de este metal segln los 6rganos analizado.
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Figura 68. Concentracion de Cu expresada en pg/g en branquia y glandula digestiva del mejillon Mytilus edulis
chilensis de bahia Brown (BB) a tiempo cero y de los transplantados a zona industrial (ZI), planta Orién (PO),
club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) por 2, 4 y 6 semanas en Verano 2007
(celeste) y Verano 2008 (rojo).
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Zinc. La bioacumulacién de Zn en la branquia y la glandula digestiva se presenta en la
Figura 69. Las concentraciones medidas en la branquia, en el verano de 2007, resultaron
homogéneas a lo largo del tiempo de exposicion y entre los sitios. En caleta Aspirante se
registrd una disminucion en la semana 2 respecto del estado inicial, pero aument6 en las
semanas siguientes igualando la concentracion medida en el tiempo cero. En 2008, las
concentraciones tendieron a ser mayores que en el experimento del afio anterior. Incrementos

del 125 % se registraron en club Nautico y en caleta Aspirante en la semana 6.
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Figura 69. Concentracion de Zn expresada en pg/g en branquia y glandula digestiva del mejillon Mytilus edulis
chilensis de bahia Brown (BB) a tiempo cero y de los transplantados a zona industrial (ZI), planta Orién (PO),
club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) por 2, 4 y 6 semanas en Verano 2007
(celeste) y Verano 2008 (rojo).

Con respecto al Zn en la glandula digestiva, las concentraciones fueron entre dos y
diez veces menor que la medida en la branquia. En concordancia con los resultados obtenidos
en la branquia, en el experimento de 2007 las concentraciones en la glandula digestiva fueron
similares en tiempo y espacio siendo el promedio de todos los sitios y tiempos de 43,60 +

3,94 ug/g. En el experimento de 2008, un incremento de Zn se produjo en la semana 4 en los
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cinco sitios de bahia Ushuaia, siendo las mayores concentraciones las registradas en zona
industrial (91,89 pg/g), planta Orion (74,80 pg/g) y club Nautico (106,45 pg/g).

Hierro. La concentracion de Fe en la branquia y la glandula digestiva del mejillon M.
edulis chilensis se presenta en la Figura 70. En 2007, considerando los cinco sitios de bahia
Ushuaia, la concentracion de este metal en la branquia se mantuvo con poca variacion en la
semana 2 (65,92 + 5,03 pg/g) y resulté semejante al valor registrado en bahia Brown (73,94
Mg/g). En las semanas 4 y 6, se registraron las mayores concentraciones en zona industrial
(140,34 y 148,53 pg/g) y en club Nautico (120,42 y 127,20 ug/g). Con la Unica excepcion de
la acumulacién en la branquia de los mejillones transplantados a zona industrial por 6
semanas, las concentraciones en 2008 fueron mayores que las del afio anterior. Las maximas
acumulaciones se produjeron en club Nautico (561,90 — 367,14 ug/g), las cuales descendieron

a medida que se incremento el tiempo de exposicion.
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Figura 70. Concentracion de Fe expresada en pg/g en branquia y glandula digestiva del mejillon Mytilus edulis
chilensis de bahia Brown (BB) a tiempo cero y de los transplantados a zona industrial (Z1), planta Orion (PO),
club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) por 2, 4 y 6 semanas en Verano 2007
(celeste) y Verano 2008 (rojo).
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Variaciones interanuales en la concentracion de Fe en la glandula digestiva se
observaron en club Nautico (semanas 4 y 6) y en caleta Aspirante (semana 4), resultando
notablemente mayores en 2007 y constituyendo esos casos los maximos registrados (515,64 —
601,64 pg/g). Con la excepcién de algunos casos en 2008, la concentracion de este metal en la

glandula digestiva resulto entre dos y cinco veces mayor a la registrada en la branquia.

Cadmio. Las concentraciones de Cd en la branquia, incluyendo los dos afios de
experimentacion, variaron entre 0,72 y 2,76 pg/g en la branquia y entre 0,80 y 1,79 pg/g en la
glandula digestiva (Fig. 71). Dicha informacion evidencia que este metal no se acumuld
diferencialmente segln alguno de los érganos analizados. En 2007, las méximas acumulaciones
en la branquia se midieron en planta Oridn en las semanas 2 (2,76 pg/g) y 4 (2,21 pg/g) y en
caleta Aspirante en la semana 6 (2,14 pg/g). En el experimento de 2008, las concentraciones
fueron menores que las de 2007, registrdndose los mayores valores en caleta Aspirante en la
semana 6 (1,95 pg/g), en club Nautico en las semanas 2 y 4 (1,66 + 0,02) y en zona industrial
en la semana 4 (1,59 pg/g).

Los niveles de Cd en la glandula digestiva fueron muy variables en tiempo y espacio.
En 2007, las maximas concentraciones se registraron en club Nautico en las semanas 2 y 6
(1,78 pg/g) y en caleta Aspirante en la semana 2 (1,73 pg/g). En 2008, al igual que en la
branquia, las concentraciones igualaron o resultaron menores a las medidas en 2007 y variaron
entre 0,80 y 1,50 pg/g.
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Figura 71. Concentracion de Cd expresada en pg/g en branquia y glandula digestiva del mejillon Mytilus edulis
chilensis de bahia Brown (BB) a tiempo cero y de los transplantados a zona industrial (ZI), planta Orién (PO),
club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) por 2, 4 y 6 semanas en Verano 2007
(celeste) y Verano 2008 (rojo).

Plomo. Los niveles de Pb fueron no detectables (<2,15 pg/g) en la mayoria de los casos
en los dos afios de experimentacion, tanto en la branquia como en la glandula digestiva, por lo
cual no se presentan resultados graficos. S6lo se encontraron valores superiores al limite de
deteccion en la branquia en el experimento de 2007 en bahia Brown (3,25 ug/g), caleta

Aspirante en la semana 4 (2,56 pg/g) y zona industrial en la semana 6 (3,48 ug/g).

5.3.3.1 Bioconcentracion de metales pesados

La bioconcentracion de Cu, Zn, Fe 'y Cd en la branquia y glandula digestiva del mejillon
M. edulis chilensis se presenta en la Tabla 21. Aquéllos casos en donde la concentracién del
Cd result6 no detectable en el sedimento, no se pudieron calcular factores de bioconcentracion.
En general, el Zn fue el metal méas bioconcentrado particularmente en la branquia. EI Cd fue el
metal que le siguio, el cual se bioconcentrd en proporciones semejantes en ambos 6rganos en

2007 y 2008 pero presentando factores mas bajos en 2008. EI Cu se bioconcentrd en mayor
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proporcién en ambos tejidos en relacion con el sedimento en los mejillones de caleta Aspirante
y peninsula Ushuaia en el experimento de 2008. ElI Fe resultd ser el metal menos
bioconcentrado, presentando en todos los casos factores uno o dos drdenes de magnitud
menores que para los metales restantes. Para todos los metales, todos los sitios de bahia
Ushuaia presentaron factores méas altos que el de bahia Brown en ambos afios de

experimentacion.

Tabla 21. Factores de bioconcentracién en branquia y glandula digestiva de M. edulis chilensis proveniente de
bahia Brown (BB) y de los cinco sitios de bahia Ushuaia (BU): zona industrial (ZI), planta Orién (PO), club
Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia. Promedio de los tres tiempos con su desvio para los
sitios de BU.

Sitio Cu Zn Fe Cd
2007 2008 2007 2008 2007 2008 2007 2008
Branquia
BB 0,03 0,04 1,54 0,93 0,002 0,004 2,63 0,32
Zl 0,32+0,03 0,47+0,27| 3,42+ 0,47 3,73%0,61] 0,006+ 0,002 0,006+ 0,001 === 1,96+ 0,36
PO 0,31+0,06 0,80+0,39] 2,99+0,09 3,62%+0,31]0,005% 0,000 0,014+ 0,005 1,99+0,31
CN 0,25+0,03 0,63+0,37| 2,00+0,14 2,60%0,96] 0,006+ 0,002 0,043% 0,009 2,15+ 0,30
CA 0,43+0,09 2,63+0,96] 3,76+0,63 5,20%2,23|0,005% 0,002 0,009+ 0,004 2,89+ 0,52 1,01£0,30
PU 0,72+0,10 2,49+ 1,48] 6,33+0,23 5,12+0,99] 0,007+ 0,002 0,007+ 0,007 1,15+ 0,03
Glandula digestiva
BB 0,03 0,05 0,29 0,30 0,007 0,007 1,55 0,43
Z1 0,34+0,02 0,60+0,30| 0,68+0,08 0,87+0,41]0,018+ 0,003 0,017+ 0,005 1,56+0,19
PO 0,33+0,05 1,12+0,49] 0,59+0,05 0,70%0,28] 0,023+ 0,002 0,028+ 0,007} 1,86+ 0,47
CN 0,37+0,04 0,80+0,36] 0,43+0,05 0,55%+0,26] 0,026+ 0,007 0,034+ 0,001 1,29+0,21
CA 0,61+0,04 3,21+1,21] 0,83+0,10 0,81+0,20| 0,021+ 0,014 0,015+ 0,004 2,62+0,17 0,80£0,10
PU 0,86+0,08 3,69+181| 1,41+0,13 1,02+0,33] 0,031+ 0,004 0,017+ 0,015 1,00+ 0,03
5.3.4 Indice de Condicién

Para analizar el estado general de salud de los mejillones transplantados se midié el
indice de condicidn. El indice de los mejillones provenientes de bahia Brown, a tiempo cero,
practicamente no vario entre los afios de muestreo: 0,21 + 0,06 en 2007 y 0,29 £ 0,02 en 2008
expresados en g tejido seco/g valva seca.

En verano de 2007 (Fig. 72A), promediando los tres tiempos de exposicion, zona
industrial presento las medias mas altas (0,27 £ 0,03 g tejido seco/g valva seca) de este indice
evidenciando un mejor estado de salud. En contraposicion, club Nautico y peninsula Ushuaia
resultaron ser los sitios con los menores valores del indice de condicion (0,19 + 0,03 g tejido
seco/g valva seca para ambos lugares). Solamente se hall6 un efecto significativo de los sitios
sobre este indice (ANOVA 1l factores, p<0,05), siendo los valores medidos en zona industrial
significativamente mayores que los de club Nautico. Los indices medidos en todos los sitios

de bahia Ushuaia no resultaron diferentes del medido en bahia Brown.
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Figura 72. Valores de los indices de condicion calculados para el mejilion M. edulis chilensis transplantado a
zona industrial (ZI), planta Orion (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) por
2, 4 y 6 semanas en A) Verano 2007 y B) Verano 2008. Los resultados se expresan como Media + DS para 5
determinaciones.

Los valores medios de los indices de condicion de verano de 2008 (Fig. 72B), también
se vieron afectados por los sitios unicamente (ANOVA |1 factores, p<0,05). Se encontré un
mayor indice en los mejillones transplantados a club Nautico en relacién a aquéllos de caleta
Aspirante. Solo en caleta Aspirante, en la semana 2, se observo una disminucion de este
indice respecto al tiempo cero, mientras que los demas casos de bahia Ushuaia no variaron

respecto de bahia Brown.
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5.3.5 Biomarcadores
5.3.5.1 Superoxido dismutasa

La actividad de superdxido dismutasa en bahia Brown, a tiempo cero, en verano de
2007 en la branquia fue de 13,07 £ 3,32 U/mg prot., mientras que en 2008 fue de 4,04 + 0,35
U/mg prot. La actividad en la glandula digestiva en 2007 fue 24,25 + 2,91 U/mg prot.,
mientras que en el mismo o6rgano en el afio 2008 fue 0,79 * 0,35 U/mg prot. Se observo una
disminucién de la actividad en ambos 6rganos en el 2008, en referencia al 2007; siendo en la
branquia de 69 % mientras que en glandula digestiva fue de 97 %.

Branquia. La actividad de superdxido dismutasa en branquia se presenta en la Figura
73. La actividad en el verano de 2007 (Fig. 73A), promediando todos los sitios y todos los
tiempos fue de 1,12 £ 0,71 U/mg prot., un orden de magnitud menor que la registrada en
bahia Brown. Se hallé un efecto significativo de los tiempos de exposicion y de los sitios
sobre la actividad de la superdxido dismutasa (ANOVA |l factores, p<0,05), no
encontrandose interaccion entre los mismos (p>0,05). En relacién a los tiempos de
experimentacion, se registrd un descenso significativo en la semana 4 respecto de la semana
2, produciéndose un posterior aumento hasta niveles semejantes a los de la semana 2. En
cuanto a los sitios, la actividad medida en los mejillones transplantados a zona industrial fue
mayor a la registrada en peninsula Ushuaia, caleta Aspirante y planta Orion; mientras que en
club Néautico fue mayor que en planta Oridn.

En verano de 2008 (Fig. 73B) la actividad de superoxido dismutasa en la branquia
tendi6 a ser mas alta que en 2007, llegando a duplicar la actividad en varios casos. La
interaccion de los tiempos de exposicion y los sitios resulto significativa sobre esta enzima
(ANOVA 1l factores, p<0,05). Excepto en peninsula Ushuaia, la actividad de la superdxido
dismutasa estuvo influenciada por los tiempos de exposicion, encontrandose en los cuatro
sitios diferente tipo de respuesta. Los sitios afectaron significativamente la actividad en los
tres tiempos experimentales. En la semana 2, la actividad medida en los mejillones de
peninsula Ushuaia y zona industrial fue superior a la medida en club Nautico y planta Orién.
En la semana 4, se registrd menor actividad en los mejillones de caleta Aspirante y planta
Orion que en el resto de los sitios. En la semana 6, en club Nautico se encontr6é la minima
actividad de superoxido dismutasa. Comparando la actividad medida en bahia Ushuaia
respecto de la de bahia Brown se observé menor actividad en planta Orion (semana 2), club
Nautico (semanas 2 y 6) y en caleta Aspirante (semanas 2 y 4), mientras que en la semana 6

en planta Oridn la actividad se incremento.
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Figura 73. Actividad de superdxido dismutasa en la branquia del mejillén M. edulis chilensis transplantado a
zona industrial (ZI), planta Orion (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) por
2, 4 y 6 semanas en A) Verano 2007 y B) Verano 2008. Los resultados se expresan como Media + DS para 5
determinaciones.

Glandula digestiva. La actividad de la enzima superdxido dismutasa en glandula
digestiva se muestra en la Figura 74. Promediando todos los sitios y los tres tiempos de
exposicion en 2007 (Fig. 74A) la actividad fue de 1,38 + 0,75 U/mg prot., 94 % menor a la
registrada en bahia Brown. Al igual que en la branquia, se hallé un efecto significativo de los
tiempos de exposicion y los sitios sobre la actividad de esta enzima (ANOVA I factores,

p<0,05). Los mejillones transplantados a caleta Aspirante y planta Orion presentaron una
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menor actividad que los de peninsula Ushuaia y club Nautico. La actividad registrada en
caleta Aspirante fue también a la medida en zona industrial. Con respecto al efecto del

tiempo, se observo una disminucion significativa en la semana 6, respecto de la semana 4.
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Figura 74. Actividad de superdxido dismutasa en la glandula digestiva del mejillén M. edulis chilensis

transplantado a zona industrial (ZI), planta Orién (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula
Ushuaia (PU) por 2, 4 y 6 semanas en A) Verano 2007 y B) Verano 2008. Los resultados se expresan como

Media £ DS para 5 determinaciones.

En 2008 (Fig. 74B) la actividad en glandula digestiva fue del mismo orden de
magnitud que en 2007 y tendio a ser menor a la medida en la branquia. La actividad de esta

enzima estuvo influenciada por la interaccion de los tiempos de exposicion y los sitios
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(ANOVA 1l factores, p<0,05). En los cinco sitios estudiados se encontrd un efecto
significativo del tiempo de experimentaciéon. En zona industrial, planta Orién y Club Nautico
se hall6 un incremento significativo en las semanas 4 y 6 respecto de la semana 2. En caleta
Aspirante el aumento se produjo en la semana 6, mientras que en peninsula Ushuaia fue en la
semana 4. Los sitios tuvieron efectos en todas las semanas de exposicion, variando la
respuesta en cada uno de los casos. En la semana 2, se registré en planta Orion la menor
actividad de superdxido dismutasa. Ademas en zona industrial y club Nautico, la actividad
resulto menor a la medida en los mejillones de caleta Aspirante. En la semana 4, los
mejillones de caleta Aspirante presentaron actividad significativamente menor que en los

demas sitios. En la semana 6, la actividad en club Nautico fue menor que en caleta Aspirante.

5.3.5.2 Catalasa

La actividad estival de catalasa en bahia Brown, a tiempo cero, en la branquia fue de
17,17 £ 1,24 U/mg prot. en 2007 y 2,10 = 0,88 U/mg prot. en 2008. La actividad en la
glandula digestiva en 2007 fue 30,16 + 2,88 U/mg prot., mientras que en el mismo érgano en
el afio 2008 fue 3,25 + 1,54 U/mg prot. Tanto en la branquia como en la glandula digestiva, la
actividad de catalasa en 2008 fue 88 % menor que la medida en 2007.

Branquia. En la Figura 75 se muestra la actividad de catalasa en la branquia. En 2007
(Fig. 75A) se encontro la actividad de dicha enzima dependia de los tiempos de exposicion
como de los sitios (ANOVA Il factores, p<0,05). Con respecto al tiempo, se registré un
incremento significativo en la semana 4, con un posterior descenso hasta niveles inferiores a
los de la semana 2. En cuanto a los sitios, la actividad medida en zona industrial resulté ser
significativamente la mas alta. Los mejillones de club N&utico y peninsula Ushuaia
presentaron mayor actividad de catalasa que los de planta Orién. La actividad medida en
todos los sitios de bahia Ushuaia fue notablemente menor a la correspondiente a tiempo cero
en bahia Brown.

En verano de 2008 (Fig. 75B), solamente el tiempo de exposicion tuvo un impacto
significativo sobre la actividad de la catalasa (ANOVA 11 factores, p<0,05). Se encontré un
descenso progresivo al incrementarse el periodo de exposicion. La magnitud de la actividad
en 2008 fue del mismo orden que en el afio anterior, sin considerar el pico méximo de zona
industrial en el 2007, y mayor que la actividad correspondiente al tiempo cero en bahia

Brown.
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Figura 75. Actividad de catalasa en la branquia del mejillon M. edulis chilensis transplantado a zona industrial
(ZI), planta Orion (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) por 2, 4y 6
semanas en A) Verano 2007 y B) Verano 2008. Los resultados se expresan como Media + DS para 5
determinaciones.

Glandula digestiva. La actividad de catalasa en la glandula digestiva en ambos
veranos (Fig. 76) tendid a duplicar la actividad medida en la branquia. En 2007 (Fig. 76A), el
ANOVA de Il factores revelo un efecto significativo de los tiempos de exposicion y de los
sitios sobre la catalasa. Al igual que en la branquia, la mayor actividad de midio en los
mejillones transplantados a zona industrial. La actividad medida en los organismos

transplantados a peninsula Ushuaia fue mayor que la que presentaron los organismos de club
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Nautico y planta Oridn. La respuesta temporal en la glandula digestiva fue igual que en la
branquia: un aumento significativo en la semana 4, seguido de un descenso en la semana 6
hasta niveles menores a los registrados en la semana 2. Sin considerar el pico de actividad
medido en zona industrial, la actividad de catalasa registrada en bahia Ushuaia fue mucho

menor a la de bahia Brown.
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Figura 76. Actividad de catalasa en la glandula digestiva del mejillon M. edulis chilensis transplantado a zona
industrial (ZI), planta Orién (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) por 2, 4
y 6 semanas en A) Verano 2007 y B) Verano 2008. Los resultados se expresan como Media + DS para 5
determinaciones.

En verano de 2008 (Fig. 76B), también se hall6 un efecto significativo del tiempo

sobre la actividad de la catalasa. En la semana 6 se registrd una disminucion significativa en
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la actividad de dicha enzima, con respecto a las semanas 2 y 4. Las actividades medidas en los

cinco sitios estudiados, en las semanas 2 y 4, fueron superiores a la de bahia Brown.

5.3.5.3 Glutation-S-transferasa

La actividad de glutation-S-transferasa en bahia Brown, a tiempo cero, en 2007 en la
branquia fue de 0,96 + 0,16 U/mg prot., mientras que en 2008 fue de 0,14 + 0,02 U/mg prot.
La actividad en la glandula digestiva en 2007 fue 0,41 + 0,09 U/mg prot., mientras que en el
mismo 6rgano en el afio 2008 fue 0,08 + 0,03 U/mg prot. En la branquia como en la glandula
digestiva, la actividad de glutation-S-transferasa fue menor en 2008 en un 85 y 81 %
respectivamente. En ambos afios de experimentacion, la actividad de glutation-S-transferasa
en la branquia fue mayor que en la glandula digestiva.

Branquia. La Figura 77 muestra la actividad de la enzima glutation-S-transferasa en
la branquia. En el afio 2007 (Fig. 77A), se pudo observar que los tiempos de exposicién y los
sitios afectaron la actividad de esta enzima (ANOVA 1l factores, p<0,05). Al igual que en la
catalasa, se encontrd en los mejillones transplantados a zona industrial mayor actividad que en
sitios restantes. La actividad medida en club Nautico resultd superior a la de planta Orién. En
cuanto al efecto temporal, se registrd un incremento significativo en la semana 4, que estuvo
seguido de una disminucidn significativa, siendo ambas actividades mayores a la
correspondiente a la semana 2. Todos los sitios de bahia Ushuaia mostraron actividad de
glutation-S-transferasa notablemente menores a la de tiempo cero en bahia Brown.

En el afio 2008 (Fig. 77B), la actividad de glutation-S-transferasa estuvo afectada por
los tiempos de exposicion y por los sitios (ANOVA 1l factores, p<0,05). Respecto al factor
temporal, se registré un aumento significativo de la actividad enzimética en la semana 4 que
estuvo seguido por una disminucion hasta valores significativamente superiores a los de la
semana 2. En cuanto a los sitios, los mejillones transplantados a club Nautico presentaron la
menor actividad. Contrariamente, los organismos de zona industrial y planta Orion mostraron
actividades significativamente méas altas que los provenientes de los tres sitios restantes. Al
momento de comparar las actividades medidas en bahia Ushuaia con la de bahia Brown,
diferencias se encontraron en club Nautico en las semanas 2 y 6 donde hubo un descenso,
mientras que en zona industrial (semanas 4 y 6) y en planta Orion (semana 4) la actividad se

incremento.
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Figura 77. Actividad de glutation-S-transferasa en la branquia del mejillon M. edulis chilensis transplantado a
zona industrial (ZI), planta Orion (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) por

2, 4 y 6 semanas en A) Verano 2007 y B) Verano 2008. Los resultados se expresan como Media + DS para 5
determinaciones.

Glandula digestiva. La actividad de glutation-S-transferasa en la glandula digestiva
(Fig. 78) fue mucho menor que la medida en la branquia en todos los sitios. En 2007 (Fig.
78A), se encontrd una interaccion significativa entre los tiempos de experimentacion y los
sitios (ANOVA 11 factores, p<0,05). Con la Unica excepcion de los mejillones transplantados
a club Nautico, en el resto de los casos se hallé un efecto significativo del tiempo sobre la

actividad de esta enzima. La tendencia fue de mayor actividad en la semana 4, excepto en
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peninsula Ushuaia, donde la actividad en la semana 6 fue mayor a la registrada en las semanas
anteriores. En cuanto a los sitios, se observo el mismo tipo de respuesta en las semanas 2 y 4:
la mayor actividad en los mejillones de zona industrial y la menor, en caleta Aspirante y
peninsula Ushuaia. No se hall6 efecto de los sitios en la actividad medida en la semana 6. En
concordancia con los resultados correspondientes a la branquia, la actividad en glandula
digestiva de todos los sitios de bahia Ushuaia resultaron menores a la de bahia Brown.
A)

024 E] Semana 2

o=l = ot

0,18

0,15t
0,12 }}

0,09t

GST (U/mg prot.)

0,06

0,03t

0,00
ZI PO CN CA PU

Estacién
B)
0,24

0,21}
0,18}
0,15
0,12}

0,09 | { —1[
0,06 |

0,03 ’f‘

0,00
ZI PO CN CA PU
Estacion

GST (U/mg prot.)

Figura 78. Actividad de glutation-S-transferasa en la glandula digestiva del mejillén M. edulis chilensis
transplantado a zona industrial (ZI), planta Orién (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula
Ushuaia (PU) por 2, 4 y 6 semanas en A) Verano 2007 y B) Verano 2008. Los resultados se expresan como
Media + DS para 5 determinaciones.
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En 2008 (Fig. 78B) la actividad de glutation-S-transferasa fue menor que en 2007, en
concordancia con los resultados obtenidos en la branquia. EI tiempo de exposicion fue el
unico factor que ejercid un efecto significativo sobre esta enzima (ANOVA Il factores,
p<0,05). En las semanas 4 y 6 se produjo un incremento significativo de la actividad de
glutation-S-transferasa, en comparacion con la semana 2 de exposicion. Con la Unica
excepcion de la actividad medida en planta Oridn en la semana 2, que resultd menor a la de

bahia Brown, el resto de los sitios de bahia Ushuaia no se diferenciaron del tiempo cero.

5.3.5.4 ®eroxidacion de lipidos

En bahia Brown, a tiempo cero, los niveles de peroxidacion lipidica en la branquia en
verano de 2007 fueron de 13,33 £ 2,06 pmol/mg prot., mientras que en 2008 fueron de 5,34 +
1,33 umol/mg prot. En la glandula digestiva, la peroxidacion registrada en 2007 fue 4,25 +
0,40 pmol/mg prot., mientras que en 2008 fue 5,88 + 1,25 umol/mg prot. En la branquia, se
registrd un descenso del 60 % en este parametro en 2008 en relacion al 2007. En la glandula
digestiva se registr6 un aumento del 38 % en 2008, respecto del 2007. La peroxidacion
lipidica fue mayor en la branquia que en la glandula digestiva en 2007, mientras que en 2008
no hubo diferencias.

Branquia. En la Figura 79 se presentan los resultados de peroxidacién lipidica en la
branquia. En verano de 2007 (Fig. 79A), se hall6 un efecto significativo de la interaccion
entre tiempos y sitios sobre este parametro. El efecto del tiempo fue significativo en los
mejillones transplantados a club NAautico y caleta Aspirante. En el primer caso, hubo un
aumento significativo en la semana 4 respecto de la semana 2. En el segundo caso, el aumento
se produjo en la semana 6, siendo los niveles mayores a los medidos en las semanas 2 y 4. El
efecto de los sitios fue significativo en los tres tiempos pautados. En la semana 2, los niveles
mas bajos de malondialdehido se midieron en los mejillones de zona industrial. Los niveles de
peroxidacion lipidica medidos en peninsula Ushuaia resultaron mayores a los de planta Orion.
En la semana 4, también se midieron los menores niveles de peroxidacion de lipidos en zona
industrial. Los niveles de malondialdehido medidos en club Nautico fueron superiores a los
correspondientes a caleta Aspirante y planta Orién. En la semana 6, la peroxidacion lipidica
medida en zona industrial fue menor a la medida en caleta Aspirante, club Nautico y
peninsula Ushuaia. La peroxidacion lipidica medida en todos los sitios de bahia Ushuaia fue

menor en comparacion con el valor de bahia Brown.
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Figura 79. Niveles de malondialdehido en la branquia del mejillon M. edulis chilensis transplantado a zona
industrial (ZI), planta Orién (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) por 2, 4y
6 semanas en A) Verano 2007 y B) Verano 2008. Los resultados se expresan como Media + DS para 5
determinaciones.

En verano de 2008 (Fig. 79B) los niveles de peroxidacion lipidica estuvieron en el
mismo orden de magnitud que en 2007. EI ANOVA de Il factores evidencio un efecto
significativo de los tiempos como de los sitios (p<0,05) sobre este pardmetro. En cuanto al
factor temporal, se hallé una disminucion significativa en los niveles de malondialdehido en
los mejillones transplantados a planta Oridn, en comparacion con los de zona industrial y club

Nautico. En cuanto al efecto de los tiempos de experimentacion, se registré una disminucion
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significativa de la peroxidacion lipidica en la semana 6, respecto de las semanas 2 y 4. Al
comparar la peroxidacion lipidica registrada en bahia Ushuaia con la de bahia Brown, se
observo un descenso de la concentracion de malondialdehido en zona industrial y caleta

Aspirante en la semana 6 y en club Nautico en la semana 2.

Glandula digestiva. La Figura 80 muestra los niveles de peroxidacion de lipidos en
la glandula digestiva. En 2007 (Fig. 80A), al igual que en la branquia, se encontro una efecto
significativo de la interaccion entre los tiempos y los sitios (ANOVA 11 factores, p<0,05). En
los mejillones de zona industrial fue el Unico caso donde no se hall6 efecto del tiempo sobre
la peroxidacion. En los cuatro casos restantes, la respuesta no mostrd una tendencia definida.
Con respecto a los sitios, el efecto fue significativo en las semanas 2 y 4. En la semana 2, los
niveles de peroxidacion medidos en planta Orion fueron mayores a los cuatro sitios restantes.
La peroxidacion medida en los mejillones de peninsula Ushuaia y club Nautico fue superior a
al valor registrado en zona industrial. En la semana 4, los mejillones de zona industrial
presentaron los menores niveles de malondialdehido. En peninsula Ushuaia se encontraron
mayores niveles de peroxidacion de lipidos que en caleta Aspirante. Cuando se compararon
los resultados obtenidos en bahia Ushuaia con el correspondiente a bahia Brown, se observé
que en zona industrial (semanas 2, 4 y 6) y en club Nautico (semana 6) las concentraciones de
malondialdehido disminuyeron. Sin embargo, en planta Orion, club Nautico y peninsula
Ushuaia (semana 4) y en planta Orién (semana 2), los niveles de peroxidacion resultaron
mayores al tiempo cero.

En cuanto a los resultados obtenidos en glandula digestiva en 2008 (Fig. 80B), se
encontré un efecto significativo de los tiempos de exposicion y de los sitios sobre la
peroxidacion de lipidos (ANOVA 11 factores, p<0,05). Con respecto al tiempo, se observo un
incremento significativo en la semana 4, seguido de un gran descenso en la semana 6, hasta
valores menores a los de la semana 2. En cuanto a los sitios, en los mejillones transplantados
a club Nautico se midieron los niveles mas bajos de malondialdehido; contrariamente, en
peninsula Ushuaia se registraron los valores mas altos. Cuando se comparan los niveles de
peroxidacion lipidica medidos en bahia Ushuaia con los de bahia Brown, en la mayoria de los
casos se observé un descenso, aumentando sélo en peninsula Ushuaia en la semana 4.
Comparando los resultados obtenidos en ambos afios de muestreo en la branquia y la glandula

digestiva, los valores de malondialdehido fueron del mismo orden de magnitud.
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Figura 80. Niveles de malondialdehido en la glandula digestiva del mejillon M. edulis chilensis transplantado a
zona industrial (ZI), planta Orion (PO), club Nautico (CN), caleta Aspirante (CA) y peninsula Ushuaia (PU) por
2, 4 y 6 semanas en A) Verano 2007 y B) Verano 2008. Los resultados se expresan como Media + DS para 5
determinaciones.

5.4 Relacion entre pardmetros fisicos, quimicos y bioldgicos

Un analisis de componentes principales (ACP) revel6 que los cuatro primeros
componentes explican el 60,43 % de la varianza total. La Tabla 22 contiene el aporte de las
variables originales a cada componente. El CP1 estuvo representado, con signo negativo, por:
el pH, el indice de condicidn, el contenido de Cu (en la branquia y la gldndula digestiva) y el

Fe (en la branquia); y con signo positivo, por el oxigeno disuelto. EI CP2 estuvo explicado

152



Resultados Transplantes de Verano

por los biomarcadores, con signo positivo. EI CP3 estuvo representado por el fosfato, silicato,
amonio y materia organica particulada, con signo positivo. La clorofila, con signo negativo,
explico el CP4.

Tabla 22. Anélisis de componentes principales llevado a cabo con los datos correspondientes a los inviernos de

2007 y 2008. Aporte de las variables originales a los cuatro primeros componentes.
Branquia (B), Glandula digestiva (GD)

VARIABLES CP1 CP2 CP3 CP4

CATB 0,22 0,89 0,10 0,11
CAT GD 0,27 0,70 0,12 -0,13
GSTB 0,44 0,75 0,11 -0,06
GST GD 0,45 0,77 0,26 -0,10
SOD B -0,15 0,82 0,02 0,06
SOD GD 0,26 0,89 0,17 -0,02
LPOB 0,35 0,68 0,13 0,21
LPO GD 0,22 0,04 -0,14 -0,01
LIPM 0,19 -0,25 0,16 0,39
LIP GD 0,54 0,29 -0,21 -0,21
indice Condicién  -0,79 0,12 -0,11 -0,11
Ceniza 0,35 -0,18 0,23 -0,08
CuB -0,71 0,21 0,06 -0,49
ZnB -0,56 0,02 0,29 -0,06
FeB -0,71 0,08 0,20 -0,07
CdB 0,34 -0,29 0,29 -0,43
CuGD -0,77 0,17 0,09 -0,34
Zn GD -0,66 0,23 0,07 -0,49
Fe GD -0,03 -0,17 0,31 0,01
CdGD 0,56 -0,49 0,02 -0,18
Nitrito 0,27 -0,21 0,32 0,02
Nitrato -0,63 0,08 0,51 -0,26
Fosfato -0,07 0,18 0,69 0,13
Silicato -0,07 -0,22 0,84 0,39
Amonio 0,04 -0,22 0,88 0,26
Clorofila 0,37 -0,27 0,00 -0,65
MOP -0,09 -0,03 0,84 -0,20
pH -0,85 0,13 -0,22 0,18
Temperatura 0,44 -0,34 0,40 -0,41
Oxigeno disuelto 0,85 -0,07 0,04 -0,22
Salinidad 0,34 0,09 -0,05 -0,46
Eigenvalue 7,05 5,46 3,87 2,35

% Varianza total 22,74 17,60 12,49 7,59

En la Figura 81 puede observarse la ubicacion de los sitios de estudio segun el
ordenamiento del ACP. Considerando los ejes 1 y 2, en el experimento de 2007 se separ0
bahia Brown del resto de los casos con mayor actividad de los biomarcadores y con valores de
oxigeno disuelto levemente mayores. Los demas casos se presentaron relativamente
agrupados para cada experimento sin alejarse del promedio. Segun el eje 3, pudo observarse

que club Nautico se alejo del resto de los sitios por las mayores concentraciones de fosfato,
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silicato, amonio y materia organica. Segun el eje 4, se observé el desplazamiento de zona
industrial y club Nautico por la minima salinidad presentada en el experimento de 2008. Estos
dos ultimos ejes evidencian el aporte de agua dulce desde los pluviales, el arroyo Grande y la
bahia Encerrada.
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Figura 81. Ubicacion de los sitios de muestreo segin el analisis de componentes principales.
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Se efectud un analisis de correlacion de Pearson con el fin de detectar relaciones entre
las variables ambientales y los pardmetros fisicos y quimicos con una base estadistica. En la
Tabla 23 se presentan los coeficientes de correlacion, siendo de especial interés en este
estudio los que se encuentran dentro del recuadro. Correlaciones altamente positivas se
encontraron en los biomarcadores enzimaticos entre si y con la peroxidacion lipidica en la
branquia. La enzima glutation-S-transferasa, en ambos 6rganos, correlaciond positivamente
con los niveles de lipidos en la glandula digestiva y con el oxigeno disuelto y, de manera
negativa, con el pH. El indice de condicion presento correlaciones negativas con la mayoria
de los metales pesados y con el oxigeno disuelto, y correlaciones positivas, con el pH vy el
nitrito.
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Resultados Transplantes Intensivos

Considerando que en el experimento de verano de 2007 se observé una disminucion
de todos los biomarcadores en la semana 2 respecto de la condicion inicial, se decidi6 incluir
ademés del experimento de 6 semanas de duracion correspondiente al invierno de 2007,
muestreos en los dias 2, 5, 8 y 11 para explorar qué ocurria en tiempos mas cortos de
exposicion. Los mismos fueron denominados “transplantes intensivos”. Se acoto el monitoreo
a tres sitios de bahia Ushuaia y en las muestras se determin0 actividad enzimética y
peroxidacion lipidica. En el verano de 2008, se repitio el transplante intensivo. El largo

promedio de los individuos empleados fue de 56,72 + 5,15 mm.

6.1 Determinaciones en agua

Para todas las variables medidas, los datos corresponden a bahia Brown a tiempo cero
y a tres sitios seleccionados dentro de bahia Ushuaia: zona industrial, planta Orion y club

Nautico a 2, 5, 8 y 11 dias de transplantados, en invierno de 2007 y en verano de 2008.

6.1.1 Pardmetros fisicos
pH. La Figura 82 muestra los datos de pH. En bahia Brown el pH fue de 7,87 en

invierno y 8,46 en verano. Puede observarse una notable homogeneidad entre los sitios de
bahia Ushuaia y a lo largo del tiempo de duraciéon de cada experimento: 7,82 + 0,07 en
invierno y 8,37 = 0,05 en verano. En ambos experimentos, en club Nautico se registraron
valores levemente mas bajos de pH. La diferencia entre 0,42 y 0,65 unidades de pH entre

verano e invierno, puede deberse a la mayor actividad fotosintética en verano en esta zona.

8,8 -
B Invierno 2007

8,6 [ Verano 2008

8,4 1 ]

8,2

pH

8 |
7,8 1 i
7,6

74 - y
t=0 | t=2 | t=5 | t=8 | t=11| t=2 | t=5 | t=8 | t=11| t=2 | t=5 | t=8 | t=11

BB ZI PO CN

Figura 82. pH medido en el agua de mar de bahia Brown (BB) a tiempo cero y en zona industrial (ZI), planta
Orion (PO) y club Nautico (CN) en los dias 2, 5, 8 y 11 en Invierno 2007 (violeta) y Verano 2008 (naranja).
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Temperatura. La distribucion en el tiempo de la temperatura (°C) se muestra en la
Figura 83. Pueden observarse marcadas diferencias entre verano (8,5 = 1,0 °C) e invierno (4,9
+ 0,4 °C). En el experimento de verano, se registré un incremento de temperatura en los tres
sitios de bahia Ushuaia de mas de 2 °C desde el dia 5 al dia 11 del experimento. En invierno,
se observo un aumento leve y gradual de la temperatura en la zona industrial, mientras que en

planta Oridn y club Nautico se mantuvo casi constante.

2 W Invierno 2007

1 [] Verano 2008
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Figura 83. Temperatura medida en el agua de mar de bahia Brown (BB) a tiempo cero y en zona industrial (ZI),
planta Orién (PO) y club Nautico (CN) en los dias 2, 5, 8 y 11 en Invierno 2007 (violeta) y Verano 2008
(naranja).

Oxigeno disuelto. El oxigeno disuelto (mg/L) mostrd valores cercanos al de saturacion,
en ambos muestreos en todos los sitios (Fig. 84), resultando los valores mas altos en el
experimento de invierno. En ambos experimentos, las maximas concentraciones de oxigeno
disuelto se midieron en bahia Brown: 11,93 mg/L en invierno y 10,33 mg/L en verano. Los
valores promediados de los tres sitios de bahia Ushuaia fueron 10,41 + 0,75 mg/L en invierno
y 9,21 + 0,51 mg/L en verano. Club Nautico fue el lugar con menor oxigeno disuelto en

ambos experimentos: 9,63 £ 0,17 mg/L en invierno y 8,74 + 0,40 mg/L en verano.
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Figura 84. Oxigeno disuelto medido en el agua de mar de bahia Brown (BB) a tiempo cero y en zona industrial
(21), planta Orién (PO) y club Nautico (CN) en los dias 2, 5, 8 y 11 en Invierno 2007 (violeta) y Verano 2008
(naranja).

Salinidad. La Figura 85 muestra los valores de salinidad (g/L). Se encontraron valores
similares en cada experimento en todos los sitios, levemente mas altos en invierno (32,42
0,44 g/L) en comparacion con los de verano (30,75 + 0,96 g/L). Valores de salinidad de entre
2,5y 3,4 g/L méas bajos en verano pudieron registrarse en bahia Brown y en club Nautico en
los dias 5 y 11 respectivamente. Tal disminucion puede deberse a un mayor aporte de agua
dulce proveniente de deshielo y, en el caso particular de club Nautico, por el incremento de
caudal del pluvial que desemboca alli.

M Invierno 2007
4 [ Verano 2008 |

Salinidad (g/L)

Figura 85. Salinidad medida en el agua de mar de bahia Brown (BB) a tiempo cero y en zona industrial (ZI),
planta Orién (PO) y club Nautico (CN) en los dias 2, 5, 8 y 11 en Invierno 2007 (violeta) y Verano 2008
(naranja).
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6.2 Determinaciones en organismos

6.2.1 Biomarcadores
6.2.1.1 Superdxido dismutasa

La actividad de superoxido dismutasa en bahia Brown, a tiempo cero, en la branquia
fue: 9,21 + 1,03 U SOD/mg prot. en invierno y 1,75 + 0,25 U SOD/mg prot. en verano; es
decir, unas cinco veces mayor en la estacion invernal. La actividad de esta enzima en la
glandula digestiva en invierno fue 6,47 £ 1,68 U SOD/mg prot., mientras que en verano fue
9,99 + 2,20 U SOD/mg prot, no evidenciando una marcada variacion estacional. La actividad
de la enzima superoxido dismutasa fue mas alta en la glandula digestiva que en la branquia en
el experimento de verano, mientras que en el experimento de invierno ocurri6 lo contrario.

Branquia. En la Figura 86 se presentan los resultados correspondientes a la actividad
de la enzima superdxido dismutasa en la branquia. En invierno (Fig. 86A), se hall6 sélo un
efecto significativo del tiempo de exposicion sobre esta enzima (ANOVA 11 factores, p<0,05).
En los dias 8 y 11, se registr6 un incremento significativo de la superdxido dismutasa, en
relacion a la actividad medida el dia 2. Cuando se compar6 lo actividad medida en bahia
Ushuaia con la de bahia Brown, se observé un descenso en los dias 5y 11 en zona industrial,
2y 5 en planta Oridén, 2 y 11 en club Nautico, mientras que en el dia 11 en planta Orion se
registro el Unico caso de incremento.

La actividad de superoxido dismutasa en la branquia medida en verano se presenta en
la Figura 86B. Al igual que en el experimento de invierno, se hallé Gnicamente efecto de los
dias de exposicion (ANOVA 11 factores, p<0,05) sobre esta enzima. En este caso, se registrd
un incremento significativo de la superoxido dismutasa el dia 11, respecto de los tres tiempos
anteriores. Solamente la actividad medida el dia 8 en club Nautico se diferenci6 de la medida
en tiempo cero en bahia Brown, por un leve descenso. Al igual que en bahia Brown, la

actividad en invierno tendio a ser mayor que en verano.
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Figura 86. Actividad de superdxido dismutasa en la branquia del mejilléon M. edulis chilensis transplantado a
zona industrial (ZI), planta Orion (PO) y club Nautico (CN) por 2, 5, 8 y 11 dias en A) Invierno 2007 y B)
Verano 2008. Los resultados se expresan como Media + DS para 5 determinaciones.

Glandula digestiva. La actividad de superoxido dismutasa en la glandula digestiva se
presenta en la Figura 87. En invierno (Fig. 87A), se encontrd un efecto significativo de la
interaccion entre los dias de exposicion y los sitios (ANOVA 11 factores, p<0,05). En relacion
al efecto temporal, fue diferente en cada sitio. En zona industrial, se midié un incremento en
los dias 8 y 11, respecto de los dias 2 y 5. En planta Orion, el incremento se registro en los

dias 5y 11. Por el contrario, en club Nautico se encontr6 un descenso significativo en los dias
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5y 11 de exposicion. El efecto de los sitios, fue significativo en los cuatro tiempos
monitoreados. En los dias 5 y 11 se encontrd la misma respuesta, mayor actividad en los
mejillones transplantados a planta Orién que en club Nautico y zona industrial. En el dia 2 de
exposicion, se midio la maxima actividad en los mejillones de club Nautico, seguido por la de
de planta Orién y, en menor medida, la de zona industrial. En cuanto al dia 8, la actividad de
superéxido dismutasa medida en los organismos transplantados a club Nautico, fue
significativamente mayor que la correspondiente a planta Orion. Al momento de comparar la
actividad registrada en los sitios de bahia Ushuaia con la de bahia Brown, excepto en zona
industrial en los dias 2 y 5y en club Nautico en el dia 5 donde los valores resultaron
semejantes, en los casos restantes la actividad en bahia Ushuaia fue superior.

En la Figura 87B se muestra la actividad de superoxido dismutasa en la glandula
digestiva correspondiente al experimento de verano. En concordancia con los resultados de
invierno, se encontré un efecto significativo de los dias de experimentacién y de los sitios
(ANOVA 1l factores, p<0,05). La actividad enzimatica sufrié una disminucion significativa
en los dias 5, 8 y 11 de exposicion, respecto del dia 2. Asimismo, las actividades medidas en
los dias 8 y 11, fue menor a la correspondiente al dia 5. En cuanto al efecto espacial, la
actividad medida en los mejillones transplantados a planta Orion fue significativamente
mayor que la medida en club Nautico y zona industrial. Al igual que en la branquia, la
actividad de superdxido dismutasa en la glandula digestiva tendid a ser mas elevada en el
experimento de invierno. La actividad registrada en planta Orion el dia 2 fue mayor que el
valor medido en bahia Brown; contrariamente en club Nautico, en los dias 8 y 11, la actividad

resulté menor.
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Figura 87. Actividad de superdxido dismutasa en la glandula digestiva del mejillon M. edulis chilensis
transplantado a zona industrial (ZI), planta Orion (PO) y club Nautico (CN) por 2, 5, 8 y 11 dias en A) Invierno
2007 y B) Verano 2008. Los resultados se expresan como Media + DS para 5 determinaciones.

6.2.1.2 Catalasa

La actividad de catalasa en bahia Brown, en tiempo cero, en la branquia fue: 0,35 +
0,21 U CAT/mg prot. en invierno y 1,04 + 0,19 U CAT/mg prot. en verano. En la glandula
digestiva, en invierno fue 0,38 + 0,12 U CAT/mg prot. y en verano fue 1,33 + 0,23 U
CAT/mg prot. La actividad de catalasa fue mas alta en verano y no se observaron diferencias

entre rganos para ninguno de los experimentos.
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Branquia. La Figura 88 muestra la actividad de catalasa en la branquia en los tres
sitios de bahia Ushuaia. En invierno (Fig. 88A), se encontr6 que la interaccion entre los dias
de exposicién y los sitios ejercieron un efecto significativo sobre esta enzima (ANOVA Il
factores, p<0,05). Cuando se evallo el efecto del tiempo, en los mejillones de zona industrial
y planta Oridn se registré una disminucion significativa de la catalasa en los dias 5y 11. En
club Nautico se encontrd una disminucion el dia 11 respecto del dia 5. En cuanto al efecto de
los sitios, solo fue significativo el dia 5 de exposicion, siendo la actividad medida en club
Néautico mayor que en los dos sitios restantes. La actividad de catalasa en planta Orion (dias 2
y 8) y en club Nautico (dia 5) fue mayor que la medida en bahia Brown, mientras que los
casos restantes de bahia Ushuaia no se diferenciaron del tiempo cero.

En verano (Fig. 88B), el ANOVA de Il factores (p<0,05) revel6 un efecto significativo
del tiempo de exposicion sobre la actividad de la catalasa. Se registr6 un descenso
significativo de la actividad enzimatica en los dias 8 y 11, respecto del dia 5. Solo las
actividades medidas en zona industrial (dia 2) y, en planta Orion y club Nautico (dia 5) se
diferenciaron de bahia Brown superando el valor alli registrado. La poca variacion encontrada
en esta enzima en la branquia dentro de los 11 dias de exposicion, aunque con mayor
desviacién que en 2007, indica que no manifiesta una respuesta tan rapida como, por ejemplo,

la enzima superoxido dismutasa.
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Figura 88. Actividad de catalasa en la branquia del mejilldn M. edulis chilensis transplantado a zona industrial
(21), planta Orién (PO) y club Nautico (CN) por 2, 5, 8 y 11 dias en A) Invierno 2007 y B) Verano 2008. Los
resultados se expresan como Media + DS para 5 determinaciones.

Glandula digestiva. La actividad de catalasa en la glandula digestiva se presenta en la
Figura 89. En el experimento de invierno (Fig. 89A), en concordancia con los resultados
encontrados en la branquia, se hallé un efecto significativo de la interaccion entre los dias de
exposicion y los sitios (ANOVA Il factores, p<0,05) sobre la actividad de esta enzima. En
cuanto al efecto temporal, se registré en zona industrial un descenso significativo de la

actividad el dia 8 en relacion al dia 2. En club Nautico y planta Oridn, se midi6 una actividad
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mayor que en el resto de los tiempos en los dias 5 y 8, respectivamente. El efecto de los sitios
fue significativo en los dias 2, 5 y 8 de experimentacion. En el dia 2, la actividad medida en
los mejillones de zona industrial fue superior a la de planta Orién. En el dia 5, se registro en
club Nautico mayor actividad que en zona industrial y planta Oridn. Por ultimo, en el dia 8, la
actividad de catalasa en los organismos transplantados a zona industrial fue
significativamente menor que en los dos sitios restantes. Las actividades medidas en todos los
tiempos en club Nautico, en los dias 2 y 5 en zona industrial y en los dias 8 y 11 en planta
Orion fueron superiores al valor correspondiente al tiempo cero en bahia Brown.

En verano (Fig. 89B), se hall6 un efecto significativo del tiempo de exposicion
(ANOVA I factores, p<0,05). Al igual que en la branquia, se encontré una disminucion
significativa de la actividad de la enzima catalasa en los dias 8 y 11, en relacion al dia 5. En
varios casos se hallé un incremento de la catalasa, en comparacién con los valores observados
en bahia Brown: en los dias 2 y 5 en zona industrial, en el dia 5 en planta Orién y en los dias
5, 8 y 11 en club Nautico. En concordancia con los resultados correspondientes a la branquia
en el mismo periodo, practicamente no se encontraron variaciones en la actividad de esta
enzima. Ello probablemente se deba a la dispersion de los datos.

En los sitios de bahia Ushuaia, al igual que en bahia Brown, no se encontr6 una
actividad diferencial de la catalasa segun alguno de los érganos analizados. La actividad de
esta enzima, en branquia y en glandula digestiva, resulté mas variable en el verano que en
invierno. Se hallé en la branquia, una respuesta diferencial entre invierno y verano, llegando a
ser la actividad en el verano hasta cuatro veces mayor que la medida en invierno. En la
glandula digestiva, s6lo en algunos casos, se observo mayor actividad de esta enzima en el

periodo estival.
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Figura 89. Actividad de catalasa en la glandula digestiva del mejillon M. edulis chilensis transplantado a zona
industrial (ZI), planta Orién (PO) y club Nautico (CN) por 2, 5, 8 y 11 dias en A) Invierno 2007 y B) Verano
2008. Los resultados se expresan como Media + DS para 5 determinaciones.

6.2.1.3 Glutation-S-transferasa

La actividad de glutation-S-transferasa en bahia Brown, a tiempo cero, en la branquia
fue: 0,13 + 0,02 U GST/mg prot. en invierno y 0,16 + 0,02 U GST/mg prot. en verano. En la
glandula digestiva, en invierno, la actividad fue 0,043 + 0,013 U GST/mg prot. y, en verano,

fue 0,022 £+ 0,010 U GST/mg prot. La actividad de esta enzima fue notablemente més alta en
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la branquia en ambos experimentos, mientras que no se observaron diferencias entre invierno
y verano para ninguno de los dos érganos estudiados.

Branquia. La Figura 90 muestra la actividad de glutation-S-transferasa en la
branquia. En el experimento de invierno (Fig. 90A), el tiempo de exposicion y los sitios
ejercieron un efecto significativo sobre esta enzima (ANOVA Il factores, p<0,05). Se registro
un ascenso significativo de la actividad de glutation-S-transferasa en los dias 5, 8 y 11,
respecto del dia 2. En el dia 8, la actividad también super6 a la medida en los dias 5y 11. En
cuanto a los sitios, los mejillones transplantados a club N&utico presentaron actividades
mayores que los de planta Orion. Los picos de actividad medidos el dia 8, en planta Orion y
club Nautico, fueron los Unicos casos que superaron la actividad de glutation-S-transferasa
correspondiente al valor encontrado en bahia Brown.

La actividad de glutation-S-transferasa en la branquia, medida en el experimento de
verano se presenta en la Figura 90B. Al igual que los resultados hallados en el invierno, la
actividad de esta enzima estuvo influenciada por los dias de exposicion (ANOVA 11 factores,
p<0,05). También se hallé un incremento significativo en los dias 5, 8 y 11, respecto del dia 2.
Incluso en el dia 11, la actividad fue mayor a la medida en los dias 5 y 8. En comparacion con
la actividad registrada en tiempo cero (bahia Brown), la actividad medida en club Nautico el

dia 2 descendid, mientras que el dia 11 aument6 en ese mismo sitio.
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Figura 90. Actividad de glutatién-S-transferasa en la branquia del mejillon M. edulis chilensis transplantado a
zona industrial (ZI), planta Orion (PO) y club Nautico (CN) por 2, 5, 8 y 11 dias en A) Invierno 2007 y B)
Verano 2008. Los resultados se expresan como Media + DS para 5 determinaciones.

Glandula digestiva. La actividad de glutation-S-transferasa en la glandula digestiva
se muestra en la Figura 91. En invierno (Fig. 91A), se encontr6 un efecto significativo del
tiempo de exposicion (ANOVA Il factores, p<0,05) sobre esta enzima. La actividad
correspondiente al dia 8 fue significativamente mayor que la registrada el dia 2. Las
actividades medidas en planta Orién y club Nautico (dia 8) fueron mayores que el valor

correspondiente a bahia Brown, al inicio del experimento.

170



Resultados Transplantes Intensivos

A) GLANDULA DIGESTIVA
0,16
(=] pia2
[&] pias
0,14 & pias
Bl a1
0,12 |
g 0101
o
(=2}
£ 0,08}
2
7
B 0,06}
0,04 |
0,02 |
0,00
PO
Estacion
B)
0,16
E] Dia2
[@] pias
014} = pias
Bl Dia11
0,12
g 0101
o
(=2}
£ 0,08}
2
7
% 0,06}
0,04 |
0,02 ﬁ
0,00 . .
ZI PO CN
Estacion

Figura 91. Actividad de glutation-S-transferasa en la glandula digestiva del mejillén M. edulis chilensis
transplantado a zona industrial (Z1), planta Orién (PO) y club Nautico (CN) por 2, 5, 8 y 11 dias en A) Invierno
2007 y B) Verano 2008. Los resultados se expresan como Media + DS para 5 determinaciones.

En verano (Fig. 91B), la actividad de glutation-S-transferasa en la glandula digestiva
estuvo influenciada por la interaccion entre los tiempos de exposicién y los sitios (ANOVA 1
factores, p<0,05). El efecto temporal fue significativo en los mejillones transplantados a zona
industrial y planta Orion. En el primer caso, se encontrd un aumento significativo el dia 11, en
relacion a los dias 5y 8. Ademaés, la actividad bajo significativamente el dia 8 en comparacion

a la correspondiente al dia 2. En el segundo caso, se registré un aumento significativo en la
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actividad de esta enzima en los dias 5y 11, respecto de los dias 2 y 8. En cuanto al efecto de
los sitios, no resultd significativo Gnicamente en el dia 11 de exposicion. En los dias 2, 5y 8,
la actividad medida en zona industrial, club N&utico y planta Orion respectivamente, fue
significativamente mayor que en el resto de los casos. Comparando los sitios de bahia
Ushuaia con bahia Brown, se pudo observar un aumento de la actividad de esta enzima en
zona industrial en los dias 2, 5y 11y en club Nautico los dias 5y 11.

La enzima glutation-S-transferasa no mostro grandes diferencias en su actividad, en la
branquia ni en la glandula digestiva, entre verano e invierno. Se hallé una clara diferenciacion

de la actividad en funcion del érgano analizado, resultando maés alta en la branquia.

6.2.1.4 Peroxidacion de lipidos

Los niveles de peroxidacion lipidica en bahia Brown, a tiempo cero, en invierno en la
branquia fueron de 0,56 + 0,17 pumol MDA/mg prot., mientras que en verano fueron de 1,53
0,54 umol MDA/mg prot. Los En la glandula digestiva en invierno fueron de 1,27 + 0,29
pmol MDA/mg prot., mientras que en el mismo 6rgano en el verano fueron de 4,55 + 0,61
pmol MDA/mg prot. En ambos experimentos, la peroxidacion lipidica fue mayor en la
glandula digestiva. Se observd una diferenciacion estacional, siendo los niveles de
peroxidacién mayor en verano en ambos 6rganos analizados.

Branquia. Los resultados correspondientes a la peroxidacion lipidica en la branquia se
presentan en la Figura 92. En invierno (Fig. 92A), la peroxidacion fue dependiente de los
tiempos de exposicién y de los sitios (ANOVA Il factores, p<0,05). El dia 5 se registraron los
menores niveles de este pardmetro, mientras que el dia 8 los niveles de peroxidacion
superaron los del dia 2. En relacion al efecto de los sitios, los mejillones transplantados a club
Nautico presentaron niveles de malondialdehido mayores que en los otros sitios. Con la Gnica
excepcion de zona industrial y planta Orion (dia 5), la peroxidacion lipidica medida en bahia
Ushuaia super6 la medida en bahia Brown.

En verano (Fig. 92B), el ANOVA de Il factores también reveld un efecto significativo
de los dias de exposicién y de los sitios (p<0,05). Al igual que en el experimento de invierno,
en el verano se registré un descenso significativo de los niveles de lipidos peroxidados el dia
5 respecto de los dias 2, 8 y 11. En este caso, también se observo un aumento el dia 11
respecto del dia 5, pero los niveles fueron significativamente menores a los medidos en los
dias 2 y 8. Al momento de comparar los sitios de bahia Ushuaia con bahia Brown, solamente
los niveles de malondialdehido medidos en club Nautico el dia 8 se diferenciaron siendo

superiores.
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Figura 92. Niveles de malondialdehido en la branquia del mejillon M. edulis chilensis transplantado a zona
industrial (ZI), planta Orién (PO) y club Nautico (CN) por 2, 5, 8 y 11 dias en A) Invierno 2007 y B) Verano
2008. Los resultados se expresan como Media + DS para 5 determinaciones.

Glandula digestiva. La Figura 93 muestra los niveles de peroxidacion en la glandula
digestiva. En invierno (Fig. 93A), también se hall6 un efecto significativo del tiempo de
exposicion y de los sitios (ANOVA |1 factores, p<0,05). En concordancia con los resultados
obtenidos en la branquia, se registr6 un descenso significativo de la concentracion de
malondialdehido el dia 5, respecto de los otros tres tiempos. El efecto temporal también fue el

mismo que en la branquia, registrandose en los mejillones de club Nautico los mayores
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niveles de malondialdehido. Con la Unica excepcion de zona industrial y planta Orién (dia 5),
la peroxidacion lipidica medida en bahia Ushuaia superd la de bahia Brown. EI mismo

resultado se obtuvo en la branquia.

A) GLANDULA DIGESTIVA
8
[o] Dia2
| [@] pias
7 51 pia 8
Bl pia11
6 L
. _
S 5¢
[
E
ER]
=
g 3f
=
2 L
| i
0 n
PO
Estacion
B)
8
[e] pia2
| [@] pias
7 Bl Dias
Bl Dia11
6 L
g T
s 5t
(=)
£
g 4
=
g 3
=
2 L
l L
0
PO CN
Estacién

Figura 93. Niveles de malondialdehido en la glandula digestiva del mejillon M. edulis chilensis transplantado a
zona industrial (ZI), planta Orion (PO) y club Nautico (CN) por 2, 5, 8 y 11 dias en A) Invierno 2007 y B)
Verano 2008. Los resultados se expresan como Media + DS para 5 determinaciones.

En verano (Fig. 93B), se encontr6 el mismo efecto temporal que en la branquia
(ANOVA I factores, p<0,05). Se registré una disminucién significativa de los niveles de

peroxidacion lipidica en el dia 5, respecto de los tres tiempos restantes de experimentacion.
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Ademas, se observo una reduccién de los niveles de lipidos peroxidados el dia 11 respecto de
los dias 2 y 8, pero hasta niveles superiores que los del dia 5. En los tres sitios de bahia
Ushuaia, se encontré menor peroxidacion lipidica el dia 5 respecto del tiempo cero medido en
bahia Brown.

Ni en la branquia ni en la glandula digestiva se observaron diferencias notables entre
los niveles de peroxidacion medidos en verano e invierno. En cuanto al organo blanco, la

peroxidacion lipidica tendio a ser mayor en la glandula digestiva.

6.3 Relacion entre pardmetros fisicos y bioldgicos

Se calcularon los coeficientes de correlacion de Pearson, para cada experimento, entre
todos los datos obtenidos de los tres sitios de bahia Ushuaia. En la Tabla 24 se presentan
todos los coeficientes que resultaron significativos (p<0,05) y altamente significativos
(p<0,01).

Al igual que en los experimentos de seis semanas, en el invierno se encontrd mayor
numero de correlaciones. En dicho periodo, correlaciones positivas altamente significativas se
hallaron entre las actividades de glutation-S-transferasa (r = 0,79) en branquia y glandula
digestiva; ocurriendo lo mismo con los niveles de peroxidacion lipidica (r = 0,90). La
actividad de la enzima catalasa, medida en la branquia y en la glandula digestiva, se
correlaciond positivamente (r = 0,60). Correlaciones positivas también se hallaron entre la
catalasa, en la branquia, y la peroxidacion de lipidos, en ambos drganos. La catalasa en la
glandula digestiva correlaciond de manera directa con la peroxidacion lipidica, en ambos
organos, y con la glutation-S-transferasa en la glandula digestiva. La actividad de catalasa en
la branquia present6 una correlacion inversa con la temperatura (r = -0,62); mientras que la
peroxidacion, en la branquia y en la glandula digestiva, evidenci6 correlacion negativa con la
salinidad.

Menor nimero de correlaciones se hallaron en el experimento de verano de 2008. La
actividad de catalasa en la branquia presentd una correlacion positiva con la actividad de
dicha enzima en la glandula digestiva (r = 0,60). Se hall6 correlacion positiva entre los niveles
de peroxidacion lipidica medidos en ambos 6rganos (r = 0,83). Las enzimas glutation-S-
transferasa y superdxido dismutasa, medidas en la branquia, mostraron correlacion positiva
con la temperatura (r= 0,72 y r = 0,60, respectivamente). Correlacion negativa se hall6 entre
la actividad de la enzima superdxido dismutasa en la glandula digestiva y la glutation-S-

transferasa en la branquia (r = -0,62).
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Tabla 24. Coeficientes de correlacion de Pearson altamente significativos representados con ** (p<0,01) y
significativos representados con * (p<0,05) entre todas las variables medidas en los tres sitios de bahia Ushuaia
en Invierno de 2007 y en Verano de 2008. B: Branquia GD: Glandula digestiva

Variables Invierno 2007 Verano 2008

CAT B -CATGD 0,60 * 0,60 *
CATB-LPOB 0,62 *
CATB-LPOGD 0,63*
CATGD-GSTGD 0,58 *
CATGD-LPOB 0,57 *
CATGD-LPOGD 0,60 *
GSTB-GSTGD 0,79 **

SODGD -GSTB -0,62 *
LPO B - LPO GD 0,90 ** 0,83 **
CAT B - Temperatura -0,62 *

GST B - Temperatura 0,72 **
SOD B - Temperatura 0,60 *
LPO B - Salinidad -0,78 **

LPO GD - Salinidad -0,72 **

Salinidad - Temperatura -0,60 *
pH - O, disuelto 0,68 **
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7.1 Determinaciones en agua

Variaciones estacionales, incluso interanuales en los inviernos y en los veranos,
pudieron observarse en varios parametros medidos en el agua de mar. El pH present6 gran
homogeneidad entre los sitios y a lo largo del tiempo de duracién de cada experimento,
encontrandose dentro del rango esperado de 7,4-8,6 para el agua de mar. No se observaron
diferencias entre los inviernos; mientras que en los veranos, los valores de pH
correspondientes al experimento de 2008 resultaron mayores a los de 2007 en 0,4 unidades
aproximadamente. Segiin Dore et al. (2009), la variabilidad interanual observada en el pH
estd principalmente relacionada a factores que gobiernan los flujos de entrada y salida del
carbono inorganico disuelto. El intercambio atmoésfera-mar, el mezclado, el transporte
horizontal y el deposito y remocioén de material bioldgico contribuyen al equilibrio neto del
carbono inorganico disuelto. Cuando se analiza la evolucion temporal a lo largo del
experimento del 2008, se observo un descenso gradual de 0,2 unidades en todos los sitios de
la bahia Ushuaia. No deberia descartarse aqui la influencia de factores locales tales como
precipitacion, corrientes de marea en el canal Beagle, aportes continentales, etc. El promedio
de verano, encontrado en este estudio en bahia Ushuaia (8,13 £ 0,24), es levemente mas alto
que el reportado por Solis et al. (2004b) para el verano de 2001 (7,55), pero se encuentra
dentro del rango encontrado por Gil et al. (datos inéditos).

La temperatura superficial del agua se ha caracterizado por una marcada variacion
estacional. En el verano los méaximos alcanzaron los 13 °C, mientras que en el invierno la
minima fue de 4 °C. Con algunas excepciones en el verano, los datos encontrados estan dentro
del rango anual de 3-10 °C reportado por Iturraspe et al. (1989) y Santana et al. (2006) para
aguas superficiales del canal Beagle. Luchini & Wicki (2002) publicaron un rango anual de
temperatura de 4,3-8,9 °C para la bahia Ushuaia, siendo la temperatura de verano levemente
mas baja que la encontrada en el presente estudio.

El canal Beagle presenta una corriente fria, con trayectoria oeste-este. Su temperatura
media anual en superficie es de 6,5 °C. En julio, la temperatura media mensual del agua es 4,5
°C, aproximadamente 3 °C superior a la del aire (Iturraspe et al., 1989). El Servicio de
Informacion Ambiental y Geografica (SIAG) del Centro Austral de Investigaciones
Cientificas (CADIC) midi6 en la estacién meteorologica de Almanza, en agosto de 2005, una
temperatura promedio del aire de 2,9 °C. La misma result6 2,6 °C menor que la medida en el
agua de mar, informacion que reafirma la diferencia establecida por Iturraspe et al. (1989)

entre la temperatura del aire y la del agua de mar en invierno. En concordancia, Hernando et
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al. (2008) también midieron valores cercanos a 4,5 °C en agua de mar en julio del 2005 en la
misma zona de estudio.

El oxigeno disuelto se ha encontrado saturado a sobresaturado. En invierno en
promedio, fue levemente mas bajo en 2006 alcanzando los 8,9 mg/L, mientras que tanto en
verano como en invierno de 2007, la sobresaturacion registrada (>10 mg/L) podria asociarse a
la existencia de bosques de macroalgas, con intensa actividad fotosintética generadora de
oxigeno disuelto (Solis et al., 2004a). Los vientos mezclan la columna de agua y aportan por
difusién turbulenta oxigeno al agua. En club Nautico, se registraron valores de oxigeno
levemente menores al resto de los sitios, siendo el minimo de 8,6 mg/L. Esteves & Amin
(2004) reportaron insaturaciones de 6,5 mg/L en club Nautico, posiblemente asociadas a
descargas pluvio-cloacales. El resto de los sitios de bahia Ushuaia presentaron
concentraciones similares a los valores informados para aguas superficiales costeras de la
bahia Ushuaia (Luchini & Wicki, 2002; Esteves & Amin, 2004) e indican una situacion
ambiental normal. Lo mismo ocurrid con el oxigeno disuelto medido en bahia Brown, el cual
se mantuvo cercano al nivel de saturacion durante todo el experimento, en concordancia con
los niveles obtenidos por Hernando et al. (2008).

En bahia Brown, la salinidad resulto similar a los valores registrados por Hernando et
al. (2008). En los sitios de bahia Ushuaia, la salinidad no registr6 variaciones estacionales.
Solamente en la zona industrial, en la semana 1 de exposicion del verano de 2008, se registrd
una salinidad muy baja de 23,6 g/L asociado al aporte de agua dulce desde el arroyo Grande.
Gil et al. (datos inéditos) hallaron importantes cambios de salinidad en la costa norte de bahia
Ushuaia, entre el puerto comercial y el arroyo Grande, asociados a la descarga de la mayoria
de las aguas de tormenta. La estratificacion de la columna de agua, por la presencia de agua
dulce en esta zona, prevendria el transporte vertical y la sedimentacion de las particulas finas
y la materia organica asociada. Debido a la morfologia abierta de la costa norte y la corriente
anti-horaria, el agua dulce sufriria transporte horizontal hacia areas de acumulacion en el
sector oeste-noroeste de la Bahia como club Nautico. En el canal Beagle se han registrado
valores maximos de salinidad durante el invierno (31 a 31,5 g/L), disminuyendo en primavera
y verano hasta valores proximos a 23 g/L, por efecto del deshielo. Como es de esperar, en esta
época se observa mayor variabilidad, principalmente en sectores proximos a la costa por un
incremento en el caudal de los numerosos cursos de agua que vierten en el Canal. Segun
Iturraspe et al. (1989), los mismos presentan sus mayores crecidas en noviembre y diciembre.

Gran parte del nitrato resulta de la nitrificacion, proceso por el cual el amonio es

primeramente convertido a nitrito y subsecuentemente a nitrato por las bacterias aerdbicas
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autotroficas (Pierce & Weeks, 1993). En condiciones de saturacion de oxigeno disuelto, el
nitrato es la forma estable del nitrogeno inorganico disuelto. Sin embargo, puede ser un
potencial problema de eutroficacion cuando sus niveles aumentan (Frias-Espericueta & Péez-
Osuna, 2001). La toxicidad del nitrato sobre los organismos acuaticos pareciera radicar en la
conversion de los pigmentos transportadores de oxigeno (Cheng & Chen, 2002). En invierno
de 2006, las concentraciones fueron muy similares entre sitios y entre los tiempos de
exposicion. En los inviernos de 2007 y 2008, la distribucién del nitrato en el tiempo como la
variacion entre sitios, no sigui6 un modelo definido. Las mdximas concentraciones se
registraron en club Nautico. Como cabia esperar, las concentraciones de nitrato de ambos
veranos fueron mucho mas bajas que las de invierno. Este comportamiento es logico ya que el
nitrato es la forma de nitrégeno mas utilizada por muchas especies de fitoplancton. En verano,
con fotosintesis intensas, el nitrato disminuye su concentracion pudiendo llegar a valores no
detectables. Esto sucede en varias zonas del mar patagonico (Paparazzo et al., 2010). También
para la zona costera de bahia Ushuaia en verano, Solis et al. (2004b) encontraron el valor mas
alto en zona industrial, el cual se encuentra en el mismo rango o atn por debajo del medido
para la misma zona en el presente estudio. La concentracion elevada cercana a la costa puede
atribuirse a un aporte exogeno desde escurrimientos terrestres y descargas municipales.

El nitrito es un compuesto intermediario entre el nitrato y el amonio en los procesos de
oxidacion-reduccion. Su concentracion es dependiente del pH del agua (a medida que el pH se
incrementa, también lo hace la concentracion de nitrito), del estado de 6xido reduccion, del
amonio, del nitrato y del oxigeno disuelto presente (Russo, 1985). La presencia de
concentraciones importantes de nitrito es indicadora de un estado inestable del medio
acuatico. Se produce la reduccion de nitrato por deplecion del oxigeno disuelto o por la
oxidacion de amonio, en caso de un medio que se va saturando de oxigeno disuelto (Esteves
et al., 1986). Entre los factores ambientales que pueden afectar la toxicidad del nitrito para los
organismos acuaticos, la concentracion de cloruros en el agua parece ser el mas importante
(Jensen, 2003). Las concentraciones mas bajas de nitrito se registraron en bahia Brown y
coinciden con los valores medidos en 2006 y 2007 por Hernando et al. (2008). En los
inviernos de 2007 y de 2008, se midieron en club Nautico las mayores concentraciones de
este compuesto lo cual evidencia un ingreso desde una fuente antropica. En verano de 2007,
el nitrito fue mas alto que en 2008, alcanzando los maximos valores en caleta Aspirante
(semana 3), en zona industrial (semana 5) y club Nautico (semana 1) aunque resultaron
menores a los maximos encontrados por Gil et al. (datos inéditos) para las bahias Ushuaia y

Golondrina. Aunque en verano de 2008 se registraron concentraciones mas bajas, nuevamente
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club Nautico presentd concentraciones mayores a los demas sitios. Solis et al. (2004b)
encontraron en verano, en la zona costera de bahia Ushuaia, valores menores a 0,06 uM de
nitrito; mientras que el valor maximo también lo registraron en club Nautico (1,93 uM), como
consecuencia del efluente pluvio-cloacal que descarga en ese lugar.

El amonio es uno de los compuestos inorganicos del nitrogeno que es estable a
potenciales de d6xido reduccidén negativos; es decir, en ausencia de oxigeno disuelto. Sin
embargo, la elevada concentraciéon medida en zonas con saturacion de oxigeno disuelto es una
manifestacion de la inestabilidad del sistema (Esteves et al., 1986). La toxicidad del amonio
para la biota depende del pH, la temperatura, el oxigeno disuelto y la salinidad (Environment
Canada, 2001; Augspurger et al., 2003). Ademas, mezclas de amonio con otros compuestos
como el Cu, cianuro, fenol, Zn y cloro pueden causar una toxicidad aditiva o incluso tener
efectos sinérgicos (Environment Canada, 2001; Russo, 1985). En el amonio también se
observo estacionalidad, siendo las concentraciones mas altas las de invierno, aunque los
valores encontrados fueron muy variables entre sitios asi como también entre los afios
muestreados. En 2006 y 2008 se encontraron concentraciones mas bajas que en 2007, incluso
en bahia Brown. Valores altos de amonio se midieron en 2007 en club Nautico que resultaron
semejantes a los encontrados por Gil et al. (datos inéditos) en los efluentes pluvio-cloacales
que desembocan en dicha zona. En zona industrial también se midieron valores altos, aunque
menores a los de club Nautico. Los valores de amonio medidos en los experimentos de verano
también fueron muy variables, aunque menores a los de invierno. Club Nautico, en los tres
muestreos del 2007, present6 valores dos 6rdenes de magnitud superiores al resto de los sitios.
En el 2008, las maximas concentraciones también se midieron en club Nautico y en zona
industrial (141 puM y 111 puM, respectivamente). En el resto de los sitios, las concentraciones
fueron menores a 2 uM, lo cual concuerda con la informacion publicada por Solis et al.
(2004b). En caleta Aspirante y peninsula Ushuaia se midieron los valores mas bajos de
amonio, tanto en verano como en invierno. Esto era lo esperado, ya que no hay ningtn tipo de
actividad antropica alli, sumado a que son los sitios analizados mas alejados de la ciudad de
Ushuaia.

De los tres compuestos nitrato, nitrito y amonio, €ste ultimo sobresale por ser
generalmente el més toxico y el que se encuentra frecuentemente en mayor concentracion en
las aguas de desecho de origen doméstico, industrial y de la acuicultura. En adicién a su
presencia en el agua como un producto natural del metabolismo de las proteinas de los
organismos acuaticos, el amonio es frecuentemente descargado a través de los efluentes

municipales industriales y en la agricultura. Es por ello que no es sorprendente que sea
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considerado cominmente un contaminante acuatico (Frias-Espericueta & Paez-Osuna, 2001).
Tal es el caso de club Nautico, donde las concentraciones halladas provendrian del efluente
pluvio-cloacal.

Muchos ecosistemas costeros, estuarinos y marinos, estan limitados probablemente por
el nitrogeno. Sin embargo, el fésforo también puede limitar la produccion y durante ciertas
estaciones del afio, puede limitar secundariamente la produccion primaria en combinacién con
el nitrogeno (Howarth, 1988). Un pequefio incremento en el nivel de este nutriente,
especialmente de la forma inorganica disuelta, puede producir un florecimiento algal. Cuando
la biomasa algal muere, el proceso de descomposicion consume el oxigeno disuelto, a
menudo a una tasa mucho mas rapida de la que puede ser generado (Mesner & Geiger, 2005).
Las concentraciones de fosfato medidas en invierno fueron mas bajas que las medidas en el
mismo periodo por Hernando et al. (2008). Entre los sitios de bahia Ushuaia, nuevamente en
club Nautico se registraron las maximas concentraciones de este nutriente, tanto en 2007
como en 2008. El fosfato evidencio los valores mas altos en bahia Brown, en club Nautico y
en planta Orion; mientras que en el resto de los casos, las concentraciones fueron
notablemente menores. El alto valor registrado en bahia Brown podria deberse al
escurrimiento de aguas con residuos de detergentes que utilizan los pescadores en cercanias a
la costa. En club Nautico, este nutriente seria aportado desde el efluente. En el caso de planta
Oriodn es posible que sea transportado desde el punto de descarga del arroyo Grande, ubicado
hacia el oeste, por la corriente antihoraria. Sin tener en cuenta los maximos de concentracion,
en este nutriente no se observaron diferencias entre verano e invierno. Los maximos valores
encontrados en el presente trabajo son mas altos que los reportados por Solis et al. (2004b),
pero claramente menores a las concentradas medidas por Gil et al. (datos inéditos)
directamente en los efluentes. Esto evidencia el aporte de fosfato desde los efluentes, pero
también el efecto de dilucion a medida que se aleja del punto de descarga. Teniendo en cuenta
las concentraciones medidas, el fosforo no limita la produccion primaria en esta zona ya que
valores superiores a 0,5 pM son indicios de una concentracion no limitante de la produccion
primaria (Esteves & Varela, 1991).

El silicato es un elemento quimico que dependiendo del pH, puede reaccionar
naturalmente con Ca, Mg, Fe y Al formando silicatos insolubles (CEES, 2008). Localmente,
incrementos en la concentracion de silicato disuelto disminuyen las relaciones N:Si y P:Si, lo
que podria favorecer el crecimiento de diatomeas que lo requieren para su estructura. El
silicato no tiene efectos adversos sobre los sistemas acuaticos (van Dokkum et al., 2004). Los

rios y arroyos suelen aportar concentraciones del orden de los cientos de micromoles a la zona
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costera (Santinelli & Esteves, 1993). El agua oceénica profunda es también un proveedor de
silicato a las capas superiores, en donde es activamente utilizado en procesos de fotosintesis
de especies con estructuras silicicas como las diatomeas y los cocolitoféridos (Paparazzo et
al., 2010). EI valor medido en bahia Brown en invierno de 2006 fue levemente menor al
medido por Hernando et al. (2008) en el mismo afio, mientras que en 2007 las
concentraciones fueron coincidentemente mayores en ambos trabajos. En los sitios de bahia
Ushuaia, tanto en verano como en invierno, los niveles de silicato variaron en tiempo y
espacio sin seguir un patrén definido. Las concentraciones en invierno resultaron mayores a
las de verano. Las maximas concentraciones fueron registradas en club Nautico, en ambas
estaciones, lo cual nuevamente refleja un impacto antropico desde las descargas pluvio-
cloacales.

La clorofila a medida en los tres inviernos consecutivos fue muy baja (<0,22 pg/L),
mientras que en verano llegé a 0,73 pg/L. Los datos encontrados en el presente trabajo son
bajos comparados con los reportados para bahia Ushuaia en verano por Esteves et al. (2003).
La clorofila a como indice de biomasa de fitoplancton, puede relacionarse con la variacioén de
los nutrientes inorganicos analizados, por ser éstos el sustrato para su crecimiento. Los
valores elevados se asocian a una alta produccion primaria que conlleva a bajos valores de
nutrientes, mientras que sus bajos valores pueden asociarse de una manera no excluyente al
pastoreo por parte del zooplancton o a la filtracion de los moluscos bivalvos (Solis et al.,
2004a). A juzgar por los bancos naturales de moluscos a lo largo de todo el Canal, la
productividad secundaria de esta zona asociada a la produccion de moluscos bivalvos es
elevada y requiere densidades elevadas de fitoplancton para su sostenibilidad. Los niveles de
clorofila a fueron muy bajos en los periodos analizados en bahia Brown (0,02-0,35 pg/L). En
concordancia con los datos encontrados en el presente trabajo, Hernando et al. (2008)
encontraron que la biomasa algal, medida como clorofila a, se encuentra en sus valores mas
bajos (0,05 y 0,8 ug/L) entre los meses de febrero y agosto. Dichos autores encontraron en
bahia Brown méximos valores de clorofila que no superan los 3 o 4 dias de permanencia en
primavera y luego decaen como consecuencia del pastoreo o, eventualmente, agotamiento de
nutrientes. Los mismos autores reportaron un segundo aumento de clorofila a,
significativamente menor, a finales del verano. Probablemente debido a la corta duracion de
los picos de clorofila y a los periodos seleccionados en este estudio para realizar los
experimentos, no fue posible medir aumentos en los niveles de este parametro.

El contenido de materia orgénica particulada fue muy variable entre sitios y entre

afios, tanto en verano como en invierno. En invierno de 2006 se registraron los menores
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valores llegando, ocasionalmente, a ser detectables. En 2007 y 2008 los valores fueron muy
heterogéneos, tanto en verano como en invierno. El mayor contenido de materia orgéanica
particulada se hall6 en club Nautico, en ambas estaciones. La disminucion del oxigeno
disuelto en dicho lugar, efecto mas notorio en invierno, indicaria que los altos niveles de
materia orgadnica en el agua estarian creando condiciones favorables para el desarrollo de
descomponedores, que aumentarian la demanda bioldgica de oxigeno.

Las frecuencias de muestreo pautadas en el presente trabajo no permitieron dilucidar un
patron temporal de descargas hacia el mar, aunque muy probablemente sean vertidos
episodicos. Sin embargo, las caracteristicas fisicas y quimicas del agua de club Nautico
permiten identificar la llegada de efluentes que vierten liquidos cloacales en ese sector,
caracterizados por concentraciones menores de oxigeno disuelto y maximos de nutrientes
desmejorando la calidad del agua. Los valores encontrados en este trabajo son del mismo
orden de magnitud, o incluso mayores, a los esperados para aguas residuales sin tratamiento
(Metcalf & Eddy, 1991). Esta informacion concuerda con informacion previa sobre efluentes
que vierten en la bahia Ushuaia (Solis et al., 2004a). Club Nautico se encuentra muy proximo
a la bahia Encerrada, la cual constituye un sistema semi-cerrado que recibe las descargas de
tres pluviales que actian como efluentes urbanos (Onas, Beban y Guarani) y del arroyo Buena
Esperanza. Este ultimo transporta agua de deshielo proveniente del glaciar Martial, asi como
también escorrentias y aguas residuales provenientes de la ciudad de Ushuaia. La bahia
Encerrada est4 separada de la bahia Ushuaia por una pasarela artificial. Dos aberturas de 4,5
m de largo cada una fueron construidas para permitir el intercambio de agua entre ambas
Bahias en cada ciclo de marea. Torres et al. (2009) encontraron que del total de las descargas
que recibe la bahia Encerrada, un promedio mensual del 30 % del nitrogeno y 18 % del
fosfato se exportaria a la bahia Ushuaia. En sintesis, dada la cercania de club Nautico a las
conexiones provenientes de la bahia Encerrada, es muy probable que en primer lugar, la
mayor parte de los nutrientes medidos en club Nautico provengan de la bahia Encerrada y en
segundo lugar, del efluente pluvio-cloacal que desemboca precisamente en ese punto de
muestreo.

Niveles altos de amonio, aunque menores a los registrados en club Nautico, se
observaron en zona industrial asociados muy probablemente a la descarga del arroyo Grande
que se ubica en cercania a ese sitio. En un estudio realizado en marzo de 2003, Solis et al.
(2004b) caracterizaron los efluentes que llegan a la bahia Ushuaia. Dichos autores también
hallaron altos niveles de nutrientes en club Nautico y, en menor medida, en el pluvial del

Parque Industrial. Sin embargo, Gil et al. (datos inéditos) encontraron en el arroyo Grande
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niveles tan altos de nutrientes como en el pluvial de club Nautico. Los niveles de nitrato,
amonio y silicato fueron mayores en invierno que en verano, mientras que no se observo una
estacionalidad en el fosfato y el nitrito. Las menores concentraciones medidas en verano
estarian explicadas por la fotosintesis y por el hecho de que en esa época anual hay un gran
aporte de agua de deshielo que actua como diluyente. La estacionalidad encontrada para el
nitrato y el silicato coincide con los ciclos bien marcados encontrados por Hernando et al.

(2008), quienes tampoco encontraron un patron definido para el nitrito y el fosfato.

7.2 Determinaciones en sedimento

El primer paso en el estudio de los metales traza en los sedimentos es usualmente la
correccion por el tamafio de grano, ya que existe una relacion inversa entre éste y la
concentracion de metales pesados. Por lo tanto, una de las formas de explicar los efectos de la
reduccion del tamafio de grano es la separacion de la fraccion limo-arcillosa menor a 63 pm
(Klamer et al., 1990).

Varios autores postulan que los metales pesados de origen antropogénico se
concentran en la fraccion fina del sedimento (<63 pum) debido a que la mayor area superficial
del grano fino resulta en una mayor capacidad de intercambio catidnico y la consecuente
adsorcion de los metales (Horowitz & Elrick, 1986; Lee et al., 1998). Por ello la fraccion
menor a 63 pm es considerada la fraccion geoquimicamente mas activa de las particulas del
sedimento y es sumamente conveniente para evaluar la potencial contaminacion por metales
pesados en los sedimentos (Idris et al., 2007). De esta forma, los sedimentos con una mayor
proporciéon de fraccion fina tenderan a retener mas cantidad de contaminantes como los
metales pesados. Salomons & Forstner (1984) y Klamer et al. (1990) han sugerido usar esa
fraccion, ya que la misma ofrece un método practico y econdmico para evaluar los modelos
de distribucion de elementos traza en una determinada area.

Integrando los resultados obtenidos en invierno y en verano, a partir de los porcentajes
obtenidos de grava, arena y fango en el presente estudio, los sitios pueden clasificarse como:
bahia Brown el lugar con mayor porcentaje de grava (70-80 %) y menor porcentaje de
fraccion fina (<0,37 %) siendo muy homogéneos los resultados en los diferentes muestreos,
mientras que los cinco sitios de bahia Ushuaia se caracterizaron por grava y arena en
diferentes proporciones. Excepto en uno de los experimentos, los sedimentos de zona
industrial y peninsula Ushuaia se caracterizaron por arena presentando entre 75-95 % y 60-81

%, respectivamente. Planta Orion y caleta Aspirante presentaron proporciones parecidas de
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arena y grava, en algunos casos fue mas abundante el porcentaje de grava y en otros, el de
arena. Los sedimentos de club Nautico resultaron con mayor contenido de arena y fango,
siendo el sitio con mayor proporcion de particulas menores a 62 pm (28-38 %). Este lugar fue
el que presentd mayor heterogeneidad entre experimentos, asociado posiblemente a las
particulas sedimentarias que contienen las aguas residuales que recibe desde el pluvial y desde
la bahia Encerrada. Commendatore & Esteves (2004) caracterizaron los sedimentos de club
Nautico con mayor proporcion de arena que la encontrada en el presente trabajo, alcanzando
resultados similares en cuanto a lo encontrado en el presente trabajo en planta Orion. A partir
de los porcentajes determinados y de cuanto representa cada fraccion sobre el total, se han
clasificado los sedimentos de bahia Brown como gravosos, los de zona industrial y peninsula
Ushuaia como arenosos, los de planta Orion y caleta Aspirante como arenoso-gravosos y los
de club Nautico como limo-arenosos.

Los estudios de particion geoquimica de sedimentos permiten la discriminacion de los
metales segun la matriz que los contiene (Marcovecchio & Ferrer, 2005). Estos consisten en
extracciones secuenciales para obtener basicamente cinco fracciones: F; metales adsorbidos
intercambiables, F;; metales en complejos oxidables, Fy;; metales en carbonatos, Fjy metales
en complejos reducibles y Fy metales residuales. La suma de las fracciones I + II es la
considerada como la potencialmente biodisponible. Estos autores realizaron estudios en el
estuario de Bahia Blanca y encontraron que el Fe se presentaba mayoritariamente en la Fy
(93-97 %), lo que significa que se halla en la matriz mineraldgica del sedimento y que no esta
disponible para la biota. Estos resultados concuerdan con los datos de particion geoquimica
reportados por Amin et al. (1996b) para sedimentos costeros de Ushuaia y por Dezileau et al.
(2007) para sedimentos marinos de Chile. En el caso del Cu, encontraron un alto porcentaje
en la Fi + Fyy (19-59 %) que involucra los metales adsorbidos intercambiables con alto
potencial de ser incorporados por los sistemas bioldgicos (Amin et al., 1997; Marcovecchio et
al.,, 1998) y también en la Fy (22-53 %). El Zn encontrado en las fracciones F; + Fy
represento entre 3-25 %, mientras que la mayor parte se hall6 en la fraccion Fy (40-67 %). El
Cd se halld6 en una alta proporcion en lo que representa la fraccion potencialmente
biodisponible (13-40 %) y en la fraccion Fy (26-66 %). En el caso del Pb, se encontro
prioritariamente en la fraccion Fy (62-76 %) y en las fracciones F + Fy; entre 4,5-15 %.

Actualmente se cuenta con un unico antecedente de metales en sedimentos para bahia
Brown (Esteves et al., 2006a) que corresponde a la fraccion biodisponible de los metales. Es
por ello que no se puede efectuar una comparacion directa con las concentraciones totales

medidas en el presente estudio. Si se considera la proporcion que estaria biodisponible del

186



Discusion

sedimento total segiin Marcovecchio & Ferrer (2005), las concentraciones encontradas en este
trabajo no serian diferentes de las reportadas por Esteves et al. (2006a).

Bahia Brown fue considerada a priori como una zona de referencia, con bajo impacto
antropico. Sin embargo, las mayores concentraciones de Cu, Zn y Fe se midieron en dicha
Bahia. En la zona de Almanza se encuentran los destacamentos de la Prefectura Naval y de la
Armada Argentina, una dotaciéon de 10 personas como maximo. Sumando a éstos los
pescadores y acuicultores, con asentamientos permanentes y esporadicos, la poblacion actual
de Almanza es de unas 30 personas. La navegacion esta restringida casi exclusivamente a las
embarcaciones de pequefio y mediano tamano afectadas a los cultivos (Hernando et al., 2008).
Por este motivo y por no existir actividades antropicas que liberen metales en la zona, es muy
probable que el mayor aporte provenga de la cordillera de los Andes, a través de los chorrillos
de variado caudal asociados al deshielo y por el material aportado por el rio Almanza. En
sitios de altas latitudes, argentinas como chilenas, varios trabajos han reportado a la cordillera
de los Andes como una fuente no solo de Fe (Lamy et al., 2001; Dezileau et al., 2007), sino
también de Cu, Zn y Pb (Marquez, 1988; Oyarzan, 2000). El origen de estos metales escapa a
los objetivos de esta tesis y serdn necesarios estudios geoldgicos en bahia Brown para detectar
las fuentes.

Los niveles de Cu, Zn Cd y Pb en los sedimentos de bahia Brown, como los de todos los
sitios de bahia Ushuaia, se encontraron por debajo de los limites propuestos por la Guia
Canadiense de calidad de sedimento con posibles efectos sobre la vida acuatica (Tabla 25).
En todos los sitios el Fe fue el metal mas concentrado, tres 6rdenes de magnitud superior al
resto de los metales. No se encontraron niveles guia para este ultimo metal. Los altos niveles
de Fe en los sedimentos son de origen natural en la cordillera de los Andes y mas del 90 % se
encuentra en la fraccion residual del sedimento formando parte de la estructura cristalina

(Dezileau et al., 2007).

Tabla 25. Concentraciones de metales pesados (ug/ g peso seco) en sedimento marino con efectos
probables sobre la vida acuatica (CCME, 1999).

Cu Zn Cd Pb
108 271 4,2 112

Los resultados de metales pesados en sedimento se presentan comparativamente en la
Tabla 26 junto a datos informados previamente para la misma area de estudio, como también

a los reportados para otros sitios de Argentina y diferentes zonas costeras del mundo. Dentro
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de bahia Ushuaia, zona industrial, planta Orion y club Nautico resultaron los sitios con mayor
contenido de Cu, Zn y Pb, tanto en verano como en invierno. Las concentraciones de metales
medidas en esas tres zonas resultaron comparables con los datos reportados para una zona con
niveles bajos a moderados de metales pesados, como lo es el estuario de Bahia Blanca (Bott¢,
2004; Marcovecchio & Ferrer, 2005). A la luz de dicha informacion, especial atencion
merecen el pluvial que desemboca en la zona industrial y los tres efluentes que desembocan
cerca de club Nautico, que fueran sugeridos como de alto impacto en el estudio realizado por
Solis et al. (2004b). Asimismo, el “chorillo del este”, adyacente al muelle de combustibles
planta Orién que fue considerado en ese mismo estudio como de impacto intermedio, deberia
ser monitoreado. Es importante destacar que las maximas concentraciones de algunos metales
en zona industrial y planta Orién resultaron mucho menores a las reportadas por Amin et al.
(1996b; 1997): el Cu entre 65-95 %, el Zn entre 27-71 %, el Pb entre 69-86 % y el Fe entre
53-67 %, siendo en este ultimo caso s6lo en planta Orion. Estos descensos evidencian un
cierto recupero de la calidad de los sedimentos. Es probable que esa disminucion esté
asociada a un menor ingreso de desechos industriales como consecuencia del cierre de
numerosas fabricas luego de la crisis economica del 2001 (INDEC, 2005) y a un mejor
manejo en las maniobras realizadas en la planta de combustible planta Orion.

Los valores de Cu y Zn medidos en caleta Aspirante y peninsula Ushuaia resultaron
menores a los reportados por Botté (2004), mientras que el Pb se encontrd en el mismo rango.
Esto resulta llamativo ya que en el estuario de Bahia Blanca son esperables valores
relativamente altos de Pb, como resultado de la gran actividad petroquimica. Una posible
explicacion es que el Pb esté llegando hasta caleta Aspirante y peninsula Ushuaia, desde la
zona urbana, por transporte atmosférico. Los valores de los metales Cu, Zn y Pb encontrados
en caleta Aspirante y peninsula Ushuaia resultaron menores a los informados para los fiordos
del sur de Chile (Ahumada & Contreras, 1999) y el puerto de Montevideo (Muniz et al.,
2004).

Cuando se comparan las concentraciones de Cu, Zn y Pb de todos los sitios de bahia
Ushuaia con los reportados por Usero et al. (2005), para la costa de Espaiia, los valores son
semejantes a los sitios con descargas de rios pero menores a los que reciben los desechos de la
ciudad de Huelva. Para el caso particular del Cd, los valores medidos en caleta Aspirante,
peninsula Ushuaia y bahia Brown, sitios a priori considerados de bajo impacto antrdpico,
resultaron mayores a los reportados por Ahumada & Contreras (1999) para Chile y por Usero
et al. (2005), incluyendo los sitios mas impactados de dichos trabajos. La presencia de Cd en

los ambientes costeros y estuarinos, puede deberse a fuentes naturales como antropicas
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(Roesijadi, 1996). Entre las primeras se destacan: el aporte desde rios, lixiviados desde lechos
rocosos, surgencias desde fondos marinos y material producido por erosion glaciaria
(Turekian, 1971). Las segundas estan relacionadas a contaminacion urbana, actividades

portuarias y transporte atmosférico (Huse, 1999; Sokolova et al., 2005).

Tabla 26. Concentraciones medias y rangos de metales en la fraccion fina (<63um) de los sedimentos
correspondientes a otras zonas costeras del pais y del mundo, en comparacion a datos previos y a los
resultados obtenidos en el presente estudio. ZI: zona industrial - PO: planta Orion - CN: club Nautico -
CA: caleta Aspirante - PU: peninsula Ushuaia.

Lugar Fraccion Cu Zn Cd Pb Fe Referencias
(ue/gPS) (ug/gPS) (ug/gPS) (ng/gPS) (mggPS)
Bahia Brown Biodisponible 20 40 <0,5 74 6,7 Esteves et al ., 2006
(verano)
Bahia Ushuaia Biodisponible PO 54 130 <0,5 70 8,6 Esteves & Amin, 2004
(verano) CN 26 49 <0,5 24 4,6
Bahia Ushuaia Total Z1 163,63 15,82 Amin et al., 1996b
PO 260,7 39,28
Bahia Ushuaia Total Z1 124,6 82,46 Amin et al., 1997
PO 285,77 209,14
Costa Patagénica Biodisponible 24 -20,1 68-160 <0,03 <1,8-33 -- Gilet al., 1999
16 estaciones
Estuario Blanca Blanca Total 162-177 60,7-659 12-15 13,9-213 244-26,6 Botté, 2004
3 estaciones
Puerto de Montevideo Total 58 - 135 174 - 491 <lalb 44 - 128 - Muniz et al., 2004
(Uruguay - 8 estaciones) --
Fiordos del sur de Chile Total 16 - 22 91 -122 0,1-05 26 -29 - Ahumada & Contreras,
1999
Costa Atlantica del sur de Total 6-92 18-460 026-072 2-46 - Usero et al ., 2005
Espafia (11 estaciones)
Bahia Brown (invierno) Total 362-942 1056-198 nd-3 12,1-229 249 -29,7 Este estudio

Bahia Ushuaia (invierno) Total ZlL  7-429 556-1179 04-22 149-249 198 -26,7 Este estudio
PO 59-218 579-951 nd-1,1 20,7-288 13,5-182
CN 218-332 938-119 nd-16 229-249 158-183
CA 54-143 506-654 06-18 94-13,1 128-214
PU 62-11,7 433-588 05-12 94-11,7 133-179
Bahia Brown (verano) Total 70,8 - 1009 142,8 - 189,8 05-22 156-239 30 Este estudio
Bahia Ushuaia (verano) Total ZI 114-11,5 66,1-688 nd-067 176-199 214-23,1 Este estudio
PO 93-123 74-749 nd-074 228-243 13-153
CN 94-13  99,1-126 =nd-072 266-279 10,7-177
CA 17-55 511-602 06-14 131-166 159-163
PU 18-42 312-478 nd-1,1 144 - 187 128-145

El valor de Fe medido en el sedimento de zona industrial resultd levemente mayor al
reportado previamente por Amin et al. (1996b), mientras que en planta Oridén se encontr6é una
reduccion del 50 % en este trabajo respecto de la concentracion reportada por esos mismos
autores doce afios atras. Al no existir un monitoreo periodico del area, con series de datos que
permitan observar algin tipo de tendencia, no es posible aseverar una causa de la disminucion
registrada. Una de las recomendaciones de esta tesis es el monitoreo periddico de estos

elementos.
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El factor de enriquecimiento fue aplicado para analizar el nivel de contaminacion y el
posible impacto antropico en los sedimentos de las bahias Brown y Ushuaia, utilizando el Fe
como elemento conservativo. Varios autores han utilizado el Fe como elemento normalizador,
con el fin de observar la dispersion de otros metales (Schiff & Weisberg, 1999; Trojanowski
et al., 2000; Mucha et al., 2003; Ghrefat & Yusuf, 2006). Este factor demostréo que los
sedimentos de todos los sitios, incluidos los de bahia Brown, estuvieron enriquecidos en
mayor proporcion por Cd presentando factores de enriquecimiento mayores a 10 en la
mayoria de los casos en los experimentos de 2008, en invierno y verano. Factores mayores a 1
indican que ese elemento estd enriquecido en relacion a su nivel en la corteza terrestre y que
su concentracion no estd directamente controlada por los procesos naturales de erosion,
disolucion y sedimentacion (Szefer et al., 1996; Lee et al., 1998; Nolting et al., 1999). En la
zona de estudio no hay una fuente conocida de Cd que permita explicar los factores
encontrados, por lo cual se requieren estudios mas profundos para conocer el origen de este
metal.

En el caso particular del Cu, en caleta Aspirante y Peninsula Ushuaia en todos los
experimentos, presentd valores menores a 1 indicando una movilizacion respecto del Fe. En
zona industrial y planta Orion, también se hallaron factores menores o iguales a la unidad
excepto en invierno de 2008 que sufrieron un incremento. En bahia Brown y club Nautico se
hallaron factores por encima de la unidad en los experimentos de invierno, alcanzando
factores de 3 y 4,3 en los experimentos de verano solamente en bahia Brown. El Zn presento
factores de enriquecimiento menores a 3,81 y el Pb alcanzo valores levemente mas altos
llegando hasta 6,39. Para este ultimo metal los mayores valores fueron siempre los medidos
en planta Orion y club Nautico, donde podria haber un aporte antrépico desde los pluviales.
Sin embargo, considerando que la cordillera de los Andes presenta depodsitos de Cu, Zn y Pb
entre otros metales (Marquez, 1988), seria interesante realizar otros estudios para poder
distinguir cudl es el aporte natural desde ese cordon montafioso. Las variaciones intra e
interanuales encontradas podrian deberse a cambios en los parametros fisicos del ambiente

que modifican la movilidad de los metales (Luoma & Rainbow, 2005).

7.3 Determinaciones en organismos

Los seres vivos estan compuestos fundamentalmente por agua, la cual facilita las

reacciones quimicas, enzimaticas y el crecimiento microbiano. Las cenizas representan los
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elementos minerales como los metales pesados que estan contenidos en los tejidos (Cabello et
al., 2004). La materia organica representa una fuente de energia y almacenamiento de
calorias. Los contenidos de agua, ceniza y materia orgénica varian considerablemente entre
las diferentes especies y también entre individuos de la misma especie, dependiendo de la
edad, el sexo, el tamafo, el ambiente, época del afio y también estan estrechamente
relacionados con la alimentacion (Kodaira, 1991).

En ese sentido, se hallaron correlaciones positivas entre el porcentaje de ceniza y la
mayoria de los metales acumulados en el tejido (Tabla 18, Cap. 1V), aunque sélo en los
experimentos de invierno. La fluctuacion en el peso del individuo puede dar informacion
acerca de la acumulacion o pérdida de materia organica, lo cual depende de la disponibilidad
de alimento pero también del estadio de desarrollo gonadal (Benninger & Lucas, 1984). En
este trabajo se encontraron diferencias estacionales en los niveles de materia organica,
resultando mayores en los experimentos de verano, acoplado a menores contenidos de agua.
Las mayores temperaturas, intensidades luminicas y disponibilidades de nutrientes permiten
el desarrollo del fitoplancton que seria incorporado por los mejillones, y explicaria la mayor
materia organica encontrada en verano. En los experimentos de invierno de 2006 y 2008, no
se observaron cambios en el contenido de materia organica; mientras que en el experimento
de 2007 se registro un descenso de materia organica a las semanas 4 y 6 en caleta Aspirante y
peninsula Ushuaia. Ese descenso no se manifestd en el indice de condicion pero si en los
lipidos totales en la glandula digestiva. Ello podria deberse a una menor disponibilidad de
alimento, factor que determinaria un mayor consumo de los lipidos endoégenos, almacenados
como fuente de energia. Los valores encontrados de contenido de agua, materia organica y
ceniza concuerdan con los reportados para varias especies de bivalvos (Lopez, 1989; Cabello
etal., 2004).

La concentracion de lipidos totales tendio a ser mayor en glandula digestiva que en
manto en todos los experimentos, en invierno como en verano. En el periodo estival, la
concentracion de lipidos en glandula digestiva tendi6 a ser mas alta que en la época invernal,
no presentdndose un patréon estacional bien marcado en el manto. El contenido de lipidos
totales resultd muy variable en tiempo y espacio. En los bivalvos existe una relacion funcional
entre el sistema digestivo y el desarrollo gonadal, coincidiendo el desarrollo de las gonadas
con los periodos de abundancia de alimento (Mackie & Ansell, 1993), mas que con los
incrementos de temperatura (Kautsky, 1982). El mejillon Mytilus edulis almacena glucdégeno
en manto y glandula digestiva durante el periodo de disponibilidad de alimento para ser

utilizado durante la gametogénesis (Zandee et al., 1980). Variaciones del contenido de lipidos
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han sido principalmente asociadas al desarrollo de gametas, niveles mas altos de lipidos
durante el periodo en el que las gonadas estan inmaduras (Martinez, 1991). En este estudio, se
observo en verano de 2007 una tendencia de incremento en los lipidos totales en el manto;
mientras que en la glandula digestiva, los niveles se mantuvieron o bajaron, siendo zona
industrial la tUnica excepcion aumentando los lipidos totales en ambos oOrganos.
Contrariamente, en invierno de 2007, los lipidos se mantuvieron en el manto y descendieron
en la glandula digestiva. Esta movilizacion de energia hacia el manto en verano coincide con
la maduracion de gametas previo al periodo de desove reportado por Tortorelli (1987) para la
poblacion de M. edulis chilensis de la bahia Ushuaia, donde el pico de intensidad de desove se
produciria en mayo-junio. En los experimentos de invierno (julio-agosto) se encontré un
menor contenido de lipidos totales que corresponderia al periodo posterior al desove. En el
experimento de invierno de 2008, se registro una disminucion de los lipidos tanto en manto
como en glandula digestiva en peninsula Ushuaia evidenciando la utilizacion de este recurso
energético para algin otro proceso metabolico. Las diferencias estacionales encontradas para
el mejillon Mytilus edulis chilensis concuerdan con las encontradas para otro bivalvo del
canal Beagle, la almeja Eurhomalea exalbida (Lomovasky et al., 2004). Tal variacion
estacional también fue reportada para bivalvos de otras regiones, tales como la ostra del
Pacifico Crassostrea gigas proveniente de Tunez (Dridi et al., 2007) y los mejillones Mytilus
edulis y Mytilus trossulus de Canada (Hellou & Law, 2003), donde las variaciones en el
contenido de lipidos estuvieron asociadas a la emision y maduracion de gametas.

La calidad comercial y el estado fisioldgico de los moluscos bivalvos puede ser descrita
mediante el indice de condicion (Orban et al., 2002). El descenso en el indice de condicion a
partir de la semana 6 en bahia Brown, en el experimento de 18 semanas, podria estar asociado
a la baja disponibilidad de nutrientes que puede verse en la Tabla 7 (Cap. I11), lo cual se vid
reflejado en la disminucion de lipidos totales en manto y glandula digestiva. El indice de
condicién de los mejillones provenientes de bahia Brown, para su posterior transplante a
bahia Ushuaia, no varid entre los afios de muestreo en los experimentos de invierno ni en los
de verano. Estacionalmente, el indice medido en verano de 2008 fue mads alto que el de
invierno del mismo afio, muy probablemente asociado a la mayor disponibilidad de alimento
y al ciclo reproductivo.

El indice de condicién medido en los sitios de bahia Ushuaia para los experimentos de
invierno no varid entre tiempos para cada lugar, asi como tampoco entre sitios para la misma
semana de muestreo. Este indice no mostrd correlaciones significativas con ninguno de los

parametros fisicos o quimicos, pero si con la actividad de catalasa, glutation-S-transferasa y
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peroxidacion lipidica en la branquia, y la actividad de glutation-S-transferasa en la glandula
digestiva (Tabla 18, Cap. 1V). El hecho de no registrarse variaciones en este parametro
indicaria condiciones de disponibilidad de alimento muy parecidas en todos los sitios y a lo
largo del tiempo de duracion de los experimentos, no reflejandose en este indice las
diferencias de nutrientes medidas en el agua, principalmente en club Nautico. En los
experimentos de verano, en ninguno de los sitios se registraron diferencias en el indice de
condicion entre los tiempos de exposicion para cada lugar, aunque si entre algunos sitios para
iguales tiempos de exposicion. Esas diferencias estarian explicadas por las asociaciones
encontradas entre algunas variables, como las correlaciones negativas significativas entre
dicho indice y el oxigeno disuelto y los metales pesados acumulados en la branquia y en la
glandula digestiva. En cambio, present6 correlaciones positivas con el pH y el nitrato. En los
ecosistemas acuaticos, el oxigeno disuelto, la temperatura y el pH son variables ambientales
que afectan a los procesos oxidativos (Parihar et al., 1997). Los metales pesados también son
capaces de inducir procesos de estrés oxidativo (Santovito et al., 2005) que pueden afectar el
estado general de los organismos. Mubiana et al. (2006) encontraron correlaciones negativas
entre el indice de condicion y varios metales en el tejido del mejillon Mytilus edulis. Los
resultados muestran la importancia del indice de condicidon para explicar la variabilidad
natural observada entre los individuos de tamafio corporal similar dentro del mismo habitat.
Generalmente, la condicion fisioldgica es considerada uno de los principales factores con
potencial para controlar la distribucion interna y retencion de los contaminantes en los
mejillones (Widdows & Donkin, 1992).

En el presente trabajo se encontraron diferencias estacionales en el indice de condicion
en los experimentos de 2008, presentando valores mas altos en verano que podrian estar
asociados a varios factores como el periodo de maduracion de las gametas previo al desove, la
mayor disponibilidad de alimento y el incremento de temperatura. En este sentido, en la ostra
del Pacifico Crassostrea gigas (Dridi et al., 2007) encontraron variaciones en el indice de
condicion asociadas a la actividad reproductiva a lo largo de todo el afio. Para el mejillon
Mytilus galloprovincialis fueron reportadas diferencias en este indice asociadas a la
disponibilidad de nutrientes (Nesto et al., 2004) y al ciclo reproductivo (Regoli, 1998). Por
otro lado, en el mejillon Mytilus galloprovincialis de la costa sur de Portugal (Bebianno et al.,
2007) y en la ostra Crassostrea rhizophorae de tres estuarios de Brasil (Valdez Domingos et
al., 2007) no se encontraron diferencias estacionales en el indice de condicion.

La tendencia decreciente de bioacumulacion de los metales pesados por Mytilus edulis

chilensis fue Fe>Zn>Cu>Cd>Pb. La misma secuencia de acumulacion para los cinco metales
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fue hallada por Olavarria Contreras (2007) en el mejillon M. chilensis y por O'Leary & Breen
(1998) en el mejillon M. edulis para los metales Fe, Zn y Cu. La tnica excepcion se registro
en el experimento de invierno de 2006, donde se acumul6 el Pb en mayor proporcion que el
Cd en los dos d6rganos analizados (branquia y glandula digestiva).

En este trabajo se hallaron correlaciones positivas entre Cu-Zn-Fe y negativas entre
dichos metales y el Cd. Segiin Rainbow (1990), metales esenciales como el Fe, Cu y Zn
participan formando parte de cofactores enzimaticos y las posibles correlaciones entre esos
metales pueden deberse a similares requerimientos bioquimicos, y/o el secuestro pasivo de los
metales a ligandos intracelulares, segiin sus concentraciones relativas. Cuando metales no
esenciales como el Cd entran en la célula, se produce una inevitable competencia con los
metales esenciales existentes (Amiard et al., 2006), lo cual se confirma con las correlaciones
negativas halladas.

Los resultados demostraron que el mejillon Mytilus edulis chilensis de bahia Ushuaia,
acumul6 Zn principalmente en la branquia, mientras que el Cu y el Fe se concentraron en la
glandula digestiva. La tnica excepcion la constituyeron los mejillones transplantados a club
Nautico en el experimento de verano de 2008, donde no se observd una acumulacion de Fe
diferencial segun el tejido. El Pb y el Cd no mostraron un organo preferencial de
acumulacion. La branquia y la glandula digestiva son los principales 6rganos de acumulacion
de metales pesados (Gagnon et al., 2006), y se ha sugerido que la concentracion de metales
puede ser utilizada para estimar la exposicion a metales por las vias disuelta y particulada en
la branquia y glandula digestiva, respectivamente (Fisher et al., 1996). De esta manera, el Fe
y el Cu serian incorporados unidos a material particulado y el Zn en forma soluble. La misma
distribucion tisular del Fe, Cu y Zn fue hallada en el mejillon Mytilus galloprovincialis por
Regoli & Principato (1995), quienes ademas encontraron altas concentraciones de Pb en la
branquia. También en M. galloprovincialis, Irato et al. (2003) midieron mayores
concentraciones de Fe y Cd en la glandula digestiva, mientras que no encontraron patrones
selectivos de acumulacion para el Cuy el Zn. Regoli (1998) encontr6 altos niveles de Fe y Cu
en la glandula digestiva, mientras que el Pb y el Zn no evidenciaron un 6rgano blanco
especifico. Las magnitudes de Cd y Cu acumulados por M. edulis chilensis fueron similares a
los reportados por Gil et al. (2006) para el mejillon Mytilus edulis de varios lugares de la
Patagonia Argentina (entre Caleta Cordova en Chubut hasta Punta Loyola en Santa Cruz). Los
valores de Zn medidos en branquia superaron en varios casos los maximos valores reportados
por Gil et al. (2006), correspondientes a caleta Cordova y Comodoro Rivadavia (Provincia del

Chubut, Argentina). Los valores de metales encontrados en este trabajo resultaron similares a
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los reportados para Mytilus edulis de Noruega (Airas, 2003) y para otros bivalvos de Espana
(Usero et al.,, 2005). Varias investigaciones se han llevado a cabo para evaluar la
bioacumulacion de metales pesados en diferentes bivalvos alcanzando diversos resultados en
los distintos 6rganos y especies. Los resultados son dificiles de comparar y muy complejos
dado que las respuestas son especie-especificas, varian dependiendo de la cantidad y tipo de
metal y estan afectadas por los cambios ambientales (Luoma & Rainbow, 2005).

La bioacumulacion registrada en el periodo invernal fue mucho mas variable en
relacion al periodo estival. Por otra parte, se ha observado una clara diferenciacion estacional
en la acumulacion de Cu, Fe y Zn en la glandula digestiva, siendo mayor en el invierno de
2008 respecto al verano del mismo afio. Varios trabajos han reportado mayores niveles de
metales en invierno (Soto et al., 1995, Regoli, 1998; Avelar et al., 2000), lo cual podria
deberse a las etapas del ciclo reproductivo que influencian la incorporacion, almacenamiento
y/o excrecion de los metales y a los cambios estacionales en el peso fresco durante el
desarrollo de los tejidos gonadales (Regoli & Orlando, 1994). Regoli (1998) también encontro
en el mejillon M. galloprovincialis que la glandula digestiva acumuld concentraciones
mayores de metales en el invierno. Dicho autor argumentd que, en comparaciéon con las
branquias, este resultado no estaria primariamente relacionado con una biodisponibilidad
diferente de los metales pesados durante este periodo, sino a una mayor infiltracion de los
tejidos gonadales en la glandula digestiva durante el verano. Al igual que en este trabajo,
Regoli (1998) encontrd correlaciones negativas entre el indice de condicion y la
concentracion de metales pesados en la glandula digestiva.

La bioacumulacion de metales pesados presentd una gran variabilidad en tiempo y
espacio, en concordancia con los resultados publicados por O’Leary & Breen (1998) para el
mejillon M. edulis. A pesar de que las maximas concentraciones de Cu, Zn y Fe en sedimento
se hallaron en bahia Brown, las mayores bioacumulaciones se registraron en los mejillones
transplantados a zona industrial, planta Orion y club Nautico. Los mejillones incorporan los
metales disueltos de la columna de agua a través de las branquias y los particulados, a través
de la ingestion de alimento. Las concentraciones de metales pesados en sedimento son
habitualmente mas altas que las encontradas en el agua, razon por la cual los sedimentos son
ampliamente utilizados como indicadores de la contaminacién que ha sufrido el ecosistema
marino. Los metales que son inmovilizados en los sedimentos constituyen un riesgo potencial
en la calidad del agua y la biota, debido a que pueden ser liberados de nuevo a la fase acuosa
(Soto, 2001). Sin embargo, la determinacion de los metales acumulados en los tejidos de los

organismos da informacion acerca de la biodisponibilidad de estos elementos en el ambiente
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(Rainbow & Phillips, 1993) y del posible impacto de los mismos en la estructura trofica. El
hecho de que no exista una relacion directa entre los niveles de metales en los sedimentos y
en los organismos, indica que el cambio en la carga metalica de los sedimentos no es el tnico
factor que influencia la biodisponibilidad de los metales para los organismos (Yap et al.,
2002). Entre otros factores que modulan la biodisponibilidad figuran:

- las condiciones hidrologicas (flujo de agua, propiedades hidrodindmicas), geoquimicas
(granulometria y composicion del sedimento) y ambientales (temperatura, pH y
salinidad), que pueden influenciar la bioacumulacion de los metales al modificar su
grado de biodisponibilidad (Guha, 2004; Ruus et al., 2005).

- la contaminacion intrinseca por metales en sitios determinados.

- laeficiencia de los mecanismos de detoxificacion de la especie, peso corporal y estado
reproductivo (Burger & Gochfeld, 2006).

Es decir, todo el metal retenido en el sedimento no estd necesariamente disponible
para ser incorporado por la biota (O’Leary & Breen, 1998), tal como ocurrié en bahia Brown.
Las caracteristicas fisicas y quimicas medidas en el agua de zona industrial, planta Orion y
club Nautico, sitios que evidenciaron cierto deterioro en la calidad del agua, estarian
modulando la disponibilidad de los metales para su incorporacion por M. edulis chilensis.

Comparativamente con los demas sitios, el mayor valor de Cd se midi6 en los
mejillones de peninsula Ushuaia (3,25 ng/g) en el experimento de invierno de 2006.
Considerando que no hay ninguna fuente puntual conocida de Cd en las proximidades de
peninsula Ushuaia, el Cd podria ser de origen natural o bien podria ser transportado desde las
zonas con alta influencia antropica por la corriente antihoraria descrita por Balestrini et al.
(1998). Sin embargo, son necesarias otras investigaciones para poder establecer la
procedencia del Cd encontrado en la peninsula Ushuaia. En relacion a dicho metal, es
importante resaltar que en varios casos donde resultd no detectable en el sedimento, se
hallaron valores positivos en la branquia y la glandula digestiva de los mejillones. Esta alta
bioacumulacion de Cd se ha dado igualmente en moluscos de la zona norte de Patagonia
(Pérez et al., 2005; Gil et al., 2006; Vazquez et al., 2007), donde también resultaron no
detectables los niveles de este metal en el sedimento. Este tipo de relacion entre ambos
sustratos ha sido citado por otros autores (Berrow, 1991) y estaria relacionado con una mayor
solubilidad de este elemento en sistemas oxidados, respecto de los otros metales. Bajo
condiciones aerobicas, el Cd es un débil competidor en la adsorcion sobre oxihidroxidos
metalicos (Bewers et al. 1987) y, por lo tanto, es factible que predominen las formas

disueltas, con mayor disponibilidad para la biota. La fuente de este metal aun es incierta.
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Con respecto al Pb, valores por encima del limite de deteccion solo se hallaron en el
experimento de invierno de 2006 en los dos 6rganos estudiados y en el experimento de verano
de 2007, en la branquia de los mejillones de bahia Brown (3,25 pg/g), caleta Aspirante en la
semana 4 (2,56 pg/g) y zona industrial en la semana 6 (3,48 pg/g). La maxima concentracion
se hallo en el experimento de invierno de 2006 en la branquia de los mejillones transplantados
a zona industrial (15,57 ug/g), valor que supera ampliamente a los reportados para mejillones
de Comodoro Rivadavia en la provincia del Chubut (Argentina), zona con gran actividad
petroquimica y a los de otras zonas costeras de la Patagonia (Gil et al., 2006). Es importante
remarcar que, en los experimentos posteriores, los valores de Pb fueron en su mayoria no
detectables sugiriendo una disminucion del aporte de dicho metal en concordancia con la
disminucion registrada en los niveles de Pb en el sedimento de zona industrial con respecto a
datos previos (Amin et al.,, 1996b; 1997). Como se ha comentado previamente, dicha
disminucion estaria asociada a un menor vertido de efluentes desde las industrias debido al
cierre de numerosas fabricas en la zona industrial de la ciudad de Ushuaia producto de la
crisis economica del afio 2001.

Los biomarcadores pueden ser considerados como herramientas complementarias para
los analisis quimicos y ecoldgicos clasicamente utilizados en monitoreos en campo (Sanchez
et al., 2008). Las mediciones a niveles bioquimicos o fisiologicos detectan mas rapida y
especificamente la presencia de varios compuestos toxicos, permitiendo la identificacion
temprana de algun cambio, antes que los efectos deletéreos alcancen un nivel mayor de
organizacion (Monserrat et al., 2003). Debido a que numerosos contaminantes pueden
modificar directa o indirectamente el balance entre la concentracion de pro-oxidantes y
antioxidantes, la determinacion de estrés oxidativo a través de peroxidacion lipidica, dafio a
ADN, oxidacion de proteinas y/o las respuestas antioxidantes en las especies acuaticas son
comunmente utilizadas como biomarcadores no especificos (Geracitano et al., 2004a; 2004b).

Es importante resaltar que ademas de los factores fisioldgicos y ambientales, la
contribucién del desarrollo ontogénico es también un factor determinante de los niveles de
antioxidantes en los mejillones (Filho et al., 2001; Sheehan & Power, 1999; Rudneva, 1999).
Esto concuerda con el hecho de que las funciones fisiologicas en los mejillones estan
influenciadas por el tamafio (Sukhotin et al., 2002). Varios autores encontraron un descenso
de la actividad enzimatica a medida que aumentaba la edad en el mejillon Mytilus edulis
(Viarengo et al., 1991b). Sukhotin et al. (2002) encontraron un descenso en la catalasa
dependiente del peso dentro de clases separadas de edades en el mejillon Mytilus edulis. Estos

hallazgos indican que en aquellos estudios donde se reportd un descenso de la actividad
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enzimatica relacionado con el incremento de edad, podria ser debido en realidad al
incremento en tamafio de los mejillones de mayor edad y no debido el efecto de la edad per
se. Teniendo en cuenta lo mencionado, es importante destacar que en el presente estudio los
organismos utilizados pertenecian a la misma cohorte, por lo cual se consider6 que
presentaban la misma edad y también se seleccionaron de igual tamafo. De esta manera, las

variaciones encontradas no podrian ser atribuidas a diferencias en edad y/o tamafio.

En el presente estudio se evaluo la actividad de la enzima superdxido dismutasa con la
finalidad de analizar su potencial uso como biomarcador en la especie Mytilus edulis chilensis
en la zona de bahia Ushuaia. La actividad de esta enzima en la branquia de dicha especie en
bahia Brown, a tiempo cero, fue mayor en 2007 que en 2008 en verano y en invierno, no
observandose diferencias estacionales. Se observaron diferencias en la actividad enzimatica
entre 6rganos s6lo en invierno de 2008, donde la actividad de superoxido dismutasa resultd
mayor en la glandula digestiva. En los mejillones M. galloprovincialis (Box et al., 2007) y M.
edulis (Manduzio et al., 2004) se encontr6 mayor actividad de esta enzima en glandula
digestiva, mientras que Regoli & Principato (1995) no hallaron tal diferenciacion en M.
galloprovincialis. En el mejillon Unio tumidus tampoco se encontraron diferencias en la
actividad de la enzima superoxido dismutasa entre la branquia y la glandula digestiva (Cossu
et al., 1997). En la literatura se reportan distintos tipos de respuestas cuando se compara la
actividad de esta enzima entre tejidos. No se han hallado atn las causas de tales discrepancias
(Abele & Puntarulo, 2004).

En los sitios de bahia Ushuaia la actividad de superéxido dismutasa en la branquia, en
invierno de 2007, resultd mayor que en verano de ese mismo afio, mientras que en 2008 no se
observaron cambios estacionales en la branquia. En la glandula digestiva, se observd un
efecto claro de la estacionalidad siendo la actividad de superoxido dismutasa mayor en los dos
experimentos de invierno. La misma tendencia estacional fue registrada en el mejillon M.
galloprovincialis por Borkovi¢ et al. (2005). Lau et al. (2004) registraron, en el mejillon
Perna viridis, variacion estacional en la actividad de la enzima superoxido dismutasa siendo
mayor en invierno y otofio, respecto de la primavera y verano. Por el contrario, en un estudio
realizado en la glandula digestiva del mejillon Perna perna (Filho et al., 2001) se observo
mayor actividad de esta enzima en verano. En la lapa Nacella magellanica del canal Beagle
(Malanga et al., 2007) no se encontr6 efecto de la estacionalidad sobre la actividad de la

superoxido dismutasa. Respecto de la actividad de esta enzima en los érganos analizados, se
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registrd en el experimento de invierno de 2008 mayor actividad en la glandula digestiva;
mientras que en el verano de ese mismo afio la actividad tendi6 a ser mayor en la branquia.

La bibliografia muestra resultados disimiles en cuanto a la variacion estacional de la
enzima superdxido dismutasa. Las variaciones encontradas en invierno estarian relacionadas
al ciclo reproductivo y a cambios, asociados a la temperatura, en los patrones de
almacenamiento y acumulaciéon de alimento. Ello puede causar cambios en el estatus
nutricional y hormonal que afectaria los niveles de actividad enzimatica (Orbea et al., 1999).
En verano se podria deber a un aumento de la temperatura que, en conjunciéon con mayores
disponibilidades de alimento, inducirian consumo de oxigeno generando radicales de oxigeno
celulares. Esta situacion seria compensada aumentando las actividades antioxidantes (Filho et
al., 2001).

En los experimentos de corto plazo la actividad de superdxido dismutasa también
tendid a ser mas alta en invierno y en la glandula digestiva. En invierno, en los tres sitios
estudiados se observo una rapida respuesta de esta enzima. En este sentido, Nasci et al. (2002)
han enfatizado la importancia de medir esta enzima por su rapida respuesta a los estresantes
ambientales. En verano, en la branquia, la actividad practicamente no varid; mientras que en
la glandula digestiva se registro una clara disminucion en los tres sitios estudiados. Doyotte et
al. (1997) no registraron cambios en la actividad de esta enzima en exposiciones en
laboratorio ni en estudios a campo.

Un papel fundamental le ha sido otorgado a la enzima catalasa en la inhibicion de la
reaccion de Fenton reduciendo el perdxido de hidrogeno (H,O,) en agua y oxigeno (Regoli &
Principato, 1995; Regoli et al., 1998). Aunque la actividad de dicha enzima no responde
especificamente a un grupo de contaminantes, sino al estrés oxidativo en general, es
considerada una defensa primaria (Damiens et al., 2007) y fue evaluada en este estudio con el
fin de conocer su evolucion. En bahia Brown, a tiempo cero, en invierno y en verano la
actividad fue mas alta en glandula digestiva. En branquia como en glandula digestiva, la
actividad de esta enzima fue mayor en el afio 2007, incluyendo verano e invierno en
concordancia con los resultados obtenidos en la enzima superoxido dismutasa. Con respecto a
los sitios de bahia Ushuaia, la actividad de catalasa también fue mayor en la glandula
digestiva en invierno y en verano. En los mejillones Mytilus galloprovincialis (Box et al.,
2007; Santovito et al., 2005; Roméo et al., 2003), Mytilus edulis (Power & Sheehan, 1996),
Perna viridis (Verlecar et al., 2008; De Luca-Abbott et al., 2005; Cheung et al., 2004) y Unio
tumidus (Cossu et al., 1997), también se observo mayor actividad de catalasa en la glandula

digestiva. Diferencias estacionales se registraron en los experimentos de 2008, midiéndose
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mayor actividad de catalasa en verano en la glandula digestiva, mientras que el efecto de la
estacionalidad no fue tan marcado en la branquia. En la lapa Nacella magellanica (Malanga et
al., 2007) también se hall6 mayor actividad de catalasa en verano, en comparacion con el
invierno. En este mismo sentido, son varios los trabajos que han encontrado esta diferencia
estacional en diferentes bivalvos alegando un incremento de la actividad metabolica en
relacion directa con el aumento de temperatura del agua (Santovito et al., 2005; Borkovié¢ et
al., 2005; Vidal et al., 2002; Cancio et al., 1999; Power & Sheehan, 1996).

En invierno de 2006, s6lo en peninsula Ushuaia se observé un incremento en la
catalasa en la semana 4 respecto de la 2 en ambos organos estudiados. En los tres sitios
restantes la actividad se mantuvo en valores similares. Las correlaciones negativas entre
catalasa y los metales Cu, Zn y Fe (Tabla 18, Cap. 1V), indicaron que estos metales
inhibieron la actividad de esta enzima. En invierno de 2007, en todos los sitios se registro un
gran descenso de actividad de catalasa a las semanas 4 y 6 en branquia y en glandula
digestiva. La misma tendencia se observd en invierno de 2008, en zona industrial, planta
Orién y club Nautico. En este sentido, Frenzilli et al. (2004) también registraron en mejillones
M. galloprovincialis transplantados, un aumento en la catalasa durante las primeras 3 semanas
con una posterior inhibicion en la semana 4 como respuesta a la presion oxidativa ejercida en
el sitio al que fueron transplantados. En Perna perna (De Luca-Abbott et al., 2005), se halld
el mismo patron que el descrito para M. edulis chilensis en este estudio y los autores
propusieron que podia ser la respuesta a una descarga puntual de contaminacion. Segin
Bebianno et al. (2005), las enzimas antioxidantes son inducidas por varios contaminantes
ambientales bajo condiciones pro-oxidantes. Inicialmente sus concentraciones se incrementan
para contrarrestar el estrés oxidativo pero exposiciones prolongadas pueden causar su
disminucion, llevando a dafio oxidativo irreversible con pérdida de la funcionalidad celular y
posterior muerte de los organismos.

Las actividades de catalasa, en la branquia como en la glandula digestiva, presentaron
poca variacion intranual en los veranos. En concordancia con los resultados de invierno, la
actividad de esa enzima tendié a bajar con el tiempo de exposicion en ambos Organos
evaluados. En el periodo estival su actividad no se asocié con los niveles de metales pesados.
Esto podria deberse a que los metales se hallaron en concentraciones mas bajas en el verano,
no siendo suficientes para desencadenar una respuesta en esta enzima. La inhibicion de la
catalasa también podria estar relacionada a la produccion de un exceso de anion superoxido,
el cual podria no haber sido convertido en peroxido de hidrogeno por la superoxido dismutasa

(Halliwell & Gutteridge, 1999). Sin embargo, no se puede asegurar que la inhibicion
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encontrada responda especificamente a esta situacion. Es necesario realizar estudios
complementarios del papel de las distintas especies oxidantes en este escenario.

En verano de 2007 se registréo un gran incremento de la catalasa en la semana 4 en
zona industrial en ambos 6rganos. Dicho incremento podria ser una respuesta a una condicion
puntual que genere estrés oxidativo en los mejillones de dicho lugar. Sin embargo, no
pareceria estar directamente asociado a ninguno de los parametros fisicos o quimicos
evaluados en el presente trabajo, ya que no resultaron muy diferentes de los otros sitios
monitoreados. Esta variabilidad confirma que pueden ocurrir respuestas opuestas localmente,
aun bajo la influencia de los mismos factores pro-oxidantes (Bocchetti & Regoli, 2006).
Ademas de los factores medidos, la zona industrial esta afectada por el aporte del arroyo
Grande que podria estar modulando en parte, la respuesta antioxidante.

En los experimentos intensivos, los tres sitios estudiados mostraron niveles de
actividad semejantes tanto en verano como en invierno. En concordancia con los
experimentos de seis semanas, en invierno la actividad de la catalasa en la branquia también
bajo significativamente en zona industrial y planta Oridn, mientras que en club Nautico tendio
a bajar aunque no se encontrd diferencia estadistica. En la glandula digestiva se registraron
algunas variaciones pero no hubo diferencias entre el inicio y el final del experimento. En
verano, la actividad tendié a ser mayor, pero presentd mayor variabilidad y se mantuvo
relativamente constante a lo largo del tiempo de experimentacion.

La enzima glutation-S-transferasa pertenece a wuna familia de proteinas
multifuncionales involucradas en la conjugacion de compuestos toxicos con sustratos
endogenos hidrosolubles como el glutation (GSH) para formar metabolitos menos toxicos y
mas faciles de ser eliminados por las células (Sheehan et al., 2001). Es por ello que la
actividad de dicha enzima ha sido propuesta como un biomarcador para muchas especies
acuaticas de peces, crustaceos y moluscos (van der Oost et al., 2003; Bebianno et al., 2007) y
por lo cual fue seleccionada para ser estudiada en este trabajo.

La actividad de glutation-S-transferasa en bahia Brown, a tiempo cero, en branquia fue
mayor que en la glandula digestiva en los dos experimentos de verano; mientras que en los
experimentos de invierno esa diferencia entre 6rganos solo se observo en el experimento de
2007. En la branquia y en la glandula digestiva, la actividad tendido a ser mayor en los
experimentos de 2007, en verano como en invierno. En los sitios de bahia Ushuaia se observo
mayor actividad de glutation-S-transferasa en la branquia que en la glandula digestiva en los
experimentos de verano; mientras que en los experimentos de invierno no se observd una

tendencia marcada respecto a un organo blanco. Mayor actividad de esta enzima en la
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branquia fue reportada para M. edulis (Fitzpatrick & Shechan, 1993) y para M.
galloprovincialis (Regoli & Principato, 1995). Sobre esta ultima especie, Bebianno et al.
(2007) evaluaron la actividad de glutation-S-transferasa en los diferentes 6rganos y la mayor
actividad la registraron en la branquia (58 %) y en la glandula digestiva (17 %), en menor
medida en el manto (10 %), pie (8 %) y gonadas (7 %). Esto se debe a que las branquias y la
glandula digestiva son los principales 6rganos de contacto con las sustancias toxicas que se
incorporan del ambiente. En el mismo estudio encontraron que la actividad de esta enzima se
incrementa a medida que disminuye la salinidad y aumenta la temperatura, mientras que su
actividad no se ve afectada por el pH. En este trabajo también se halld en los experimentos
cortos correlacion positiva de la enzima con la temperatura, mientras que en los experimentos
de seis semanas se hallaron correlaciones con el oxigeno disuelto y también con el pH.

Al comparar la actividad de glutation-S-transferasa en branquia entre verano e
invierno, la actividad resultdé mayor en verano, excepto en la semana 2 de exposicion del
experimento de invierno de 2007. En este sentido, varios autores (Roméo et al., 2003;
Borkovi¢ et al., 2005) encontraron que la actividad de la enzima glutation-S-transferasa, asi
como de la enzima catalasa, estd bajo un importante control estacional resultando mayor en la
estacion de verano (Filho et al., 2001). Al igual que la catalasa, en invierno de 2007 la
glutation-S-transferasa presentd maximos de actividad en la semana 2, tanto en branquia
como en glandula digestiva, descendiendo hasta 88 % y 70 % respectivamente en las semanas
4 y 6 en todos los sitios de bahia Ushuaia. Ello se deberia a la inhibicion ejercida por el Cu,
Zny Fe (Tabla 18, Cap. IV).

En los experimentos intensivos no se observo variacion estacional en la branquia ni en
la glandula digestiva. Tanto en verano como en invierno la actividad fue mayor en la
branquia, tendencia que s6lo se observo en verano en los experimentos de seis semanas. En
invierno, en los dos 6rganos estudiados, se registré un pico de actividad al dia 8 de exposicion
con un posterior descenso en planta Orion y en club Nautico. En verano la actividad también
vari6 en el tiempo en los tres sitios monitoreados no evidenciando una clara tendencia.

La alteracion de los fosfolipidos de la membrana a través de la peroxidacion lipidica es
considerada uno de los sucesos claves en el dafo oxidativo (Doyotte et al., 1997; Cossu et al.,
2000). Un incremento en los niveles de malondialdehido puede relacionarse a un deterioro de
la calidad ambiental de un determinado lugar (Charissou et al., 2004). Varios trabajos han
informado que la peroxidacion de lipidos se incrementa en los tejidos de diferentes especies
de organismos acudticos como resultado de la exposiciéon a contaminantes en el ambiente

(Winston & Di Giulio, 1991). En este estudio, se observo que en los experimentos de invierno
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la peroxidacion lipidica en branquia y glandula digestiva estuvo influenciada por parametros
quimicos como el amonio, el pH y el oxigeno disuelto. S6lo en los experimentos de invierno
se hall6 una correlacion negativa entre la peroxidacion de lipidos y los niveles de Fe y Cu en
la branquia. En los experimentos intensivos de invierno se hallo correlacion positiva entre la
peroxidacion de lipidos y la actividad de la enzima catalasa, tanto en la branquia como en la
glandula digestiva, y correlacion negativa con la salinidad. En los experimentos de verano y
de invierno, se hallaron correlaciones positivas entre la peroxidacion lipidica en branquia y
los biomarcadores enzimaticos. En la glandula digestiva, la peroxidacion lipidica solo
correlaciond positivamente con las actividades de catalasa y glutation-S-transferasa en los
experimentos de invierno. Aumentos conjuntos en las actividades antioxidantes y los niveles
de peroxidacion en otros mejillones han sido reportados (Torres et al., 2002; Vlahogianni et
al., 2007). La sensibilidad de las enzimas antioxidantes como biomarcadores ha sido
considerada mayor que la determinacion de los productos de la peroxidacion lipidica (Box et
al., 2007). En este sentido, contrariamente a lo encontrado en el presente estudio, numerosos
autores han encontrado una correlacion negativa entre los niveles de peroxidacion lipidica y
las actividades de las enzimas antioxidantes, demostrando que reducciones en las defensas
antioxidantes se correspondian con aumentos del indice de peroxidacion en la glandula
digestiva de Mytilus edulis (Viarengo et al., 1991a; Power & Sheehan, 1996). Es importante
considerar que distintas especies de moluscos, incluso organismos de la misma especie,
pueden presentar diferente susceptibilidad y distinto tipo de respuesta. Ello no sélo debido a
las diferencias locales en las condiciones ambientales, sino por diferencias en los ritmos
biologicos, los ciclos reproductivos y en los propios mecanismos antioxidantes de cada
individuo (Livingstone et al., 2001; Almeida et al., 2007).

Con respecto a la respuesta en funcion del tejido analizado, en bahia Brown se observo
una peroxidacion lipidica tres veces mayor en la branquia que en la glandula digestiva, tanto
en verano como en invierno de 2007. Contrariamente, en los transplantes intensivos se hallo
entre dos y tres veces mas peroxidacion lipidica en la glandula digestiva que en la branquia.
La glandula digestiva posee mayores niveles de acidos grasos poli-insaturados (PUFA) que
las branquias (Ribera et al., 1991) y esto podria explicar parcialmente la mayor peroxidacion
lipidica observada en la glandula digestiva de los experimentos intensivos. Box et al. (2007)
no encontraron diferencias en los niveles de este biomarcador entre glandula digestiva y
branquia en el mejillon Mytilus galloprovincialis.

Una diferenciacion estacional se registro solamente en los mejillones de bahia Brown

que presentaron mayor peroxidacion en verano de 2007, respecto del invierno del mismo afio.
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En los mejillones transplantados a bahia Ushuaia no se encontré una clara diferenciacion
estacional. Tampoco encontraron diferencias estacionales en los mejillones Perna viridis (Lau
et al., 2004) y Mytilus edulis (Shaw et al., 2004), mientras que en los mejillones Perna perna
(Filho et al., 2001) y Mytilus galloprovincialis (Moukrim et al., 1997) han encontrado la
existencia de un perfil estacional en los niveles de peroxidacion. Bocchetti & Regoli (2006)
hallaron importante variabilidad en los niveles de peroxidacion en el mejillon M.
galloprovincialis durante el invierno y fue asociada al desove, con la consecuente degradacion
del epitelio digestivo y un incremento de los procesos autofagicos.

El peroxido de hidrogeno es capaz de reaccionar con el Fe y el Cu intracelular y
producir especies reactivas de oxigeno, via la reaccion de Fenton, que pueden iniciar o
propagar el proceso de peroxidacion lipidica (Hermes-Lima, 2004). Considerando que la
catalasa disminuye los niveles de peroxido de hidrogeno al convertirlo en agua y oxigeno
molecular, algunos autores han encontrado relaciones inversas entre la actividad de catalasa y
la peroxidacion lipidica en mejillones (Lau & Wong, 2003; Pampanin et al., 2005). Sin
embargo, se han hallado correlaciones positivas entre el perdxido de hidrogeno y la
peroxidacion lipidica en el mejillones Perna viridis (Verlecar et al., 2008) y M.
galloprovincialis (Cavaletto et al., 2002). El hecho de que la actividad de catalasa y los
niveles de peroxidacion varien de manera conjunta sugiere que hay un exceso de peréxido de
hidrogeno que difunde hacia las células causando estrés oxidativo. Aunque la catalasa
remueve la mayor parte del peroxido de hidrogeno aumentando su actividad, no es suficiente
para evitar la generacioén de radicales hidroxilos, causando un incremento en la peroxidacion
de los lipidos (Bebianno et al., 2005).

Al analizar las respuestas de los mejillones transplantados a bahia Ushuaia pudo
observarse cierta heterogeneidad en tiempo y espacio, pero la tendencia es muy similar en la
branquia y la glandula digestiva. Con algunas excepciones, los niveles de peroxidacion se
mantuvieron o bien disminuyeron con el tiempo de exposicion. En el experimento de invierno
de 2008, se registraron los menores niveles de peroxidacion de lipidos en la branquia y en la
glandula digestiva, siendo la peroxidacion lipidica medida en caleta Aspirante y peninsula
Ushuaia mayor a la registrada en zona industrial, planta Oriéon y club Nautico. En el
experimento de invierno de 2007, pudo observarse en la branquia un incremento significativo
en los niveles de peroxidacion en la semana 2 con un posterior descenso en todos los sitios
estudiados, en concordancia con los resultados obtenidos en las actividades de catalasa,
glutation-S-transferasa y superoxido dismutasa, ésta ultima s6lo en zona industrial y peninsula

Ushuaia. Algunos autores han reportado en mejillones un descenso de las actividades
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enzimaticas antioxidantes, luego de una exposicion de corto plazo a varios contaminantes
(Canesi et al., 1999; Gravato et al., 2005). Varios autores sugieren que los periodos de
exposicion cortos pueden inducir un descenso transitorio en las defensas antioxidantes, asi
como en otros marcadores de dafio oxidativo, que puede continuarse con una induccion del
sistema antioxidante. Sin embargo, si los mejillones estuvieron expuestos a un grado de
contaminacion intensa, los antioxidantes pueden verse sobrepasados presentando un
progresivo descenso luego de un gran incremento inicial (Regoli & Principato, 1995; Frenzilli
et al., 2004). Esta inhibicion indica la dificultad a la que se enfrentan los organismos para
evitar el estrés oxidativo.

Algunos metales son utilizados por los organismos para estabilizar estructuras
proteicas, facilitar reacciones de transferencia de electrones y catalizar reacciones enzimaticas
(Ash & Stone, 2003). Por ejemplo, el Cu, Zn y Fe son constituyentes esenciales de los sitios
cataliticos de varias enzimas (Allan, 1997). Sin embargo, debido a que los metales pueden
existir con diferentes estados de oxidacion, también son capaces de participar en procesos que
conducen a estrés oxidativo en los moluscos (Sheehan & Power, 1999). El ejemplo mas claro
es la conversion de peroxido de hidrogeno en un radical hidroxilo, via la oxidacion de un
cation metalico de Fe o Cu a través de la reaccion de Fenton. Otros metales, como el Pb y el
Cd, basan su mecanismo de accion en su capacidad para reaccionar y eliminar grupos tiol,
tanto los contenidos en pequefias moléculas como el glutation reducido como los ligados a
proteinas, lo que puede dar lugar a la produccion de radicales hidroxilo y, como consecuencia,
se eleva la peroxidacion lipidica (Stohs & Bagchi, 1995). Como respuesta a la produccion de
especies reactivas de oxigeno, los organismos incrementan las actividades de las enzimas
antioxidantes para evitar el dafio oxidativo. En estudios previos se ha encontrado que los
metales pesados tienen un efecto estimulador sobre la actividad enzimatica (Torres et al.,
2002; Vlahogianni et al., 2007) y sobre la peroxidacion lipidica (Viarengo et al., 1990; Torres
et al., 2002). Sin embargo, en el presente estudio se observd un efecto inhibitorio de los
metales, como puede observarse en las correlaciones negativas halladas (Tabla 18, Cap. 1V).
Efecto inhibitorio también se ha encontrado en equinodermos (Montero Torreiro, 2000) y en
invertebrados terrestres (Posthuma & van Straalen, 1993). Estos ultimos autores
argumentaron que los invertebrados poseen mecanismos de adaptacion tales como la
estabilizacion de las membranas (como consecuencia una menor sensibilidad al dafio inducido
por los metales pesados) o bien un aumento del metabolismo destructivo de los peroxidos
lipidicos. En ese sentido, se ha demostrado el papel claramente protector del glutation

reducido (GSH), un antioxidante no enzimatico, que previene el dafo oxidativo generado por
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algunos metales pesados que paralizan el ciclo de 6xido reduccion y la formacion de especies
reactivas de oxigeno (Santovito et al., 2005). Se requieren nuevos estudios para poner a
prueba la hipotesis sobre el poder antioxidante del glutation reducido en el mejillon Mytilus
edulis chilensis.

Otra posible explicacion del efecto inhibitorio de los metales pesados podria estar
asociada a la existencia de las metalotioneinas. Estas son proteinas no enzimaticas de bajo
peso molecular, con multiples funciones bioldgicas, que contienen numerosos grupos
sulfidrilos capaces de unirse a diferentes metales. Estas proteinas se encargan de la regulacion
homeostatica de metales esenciales como el Cu, Zn (Andrews, 2000) y Fe (Fleet et al., 1990;
Viarengo et al., 1999; Baird et al., 2006), e incluso intervienen en la detoxificacion de metales
no esenciales como el Cd y el Hg formando compuestos insolubles facilmente eliminables de
la células por exocitosis (Cavaletto et al., 2002). El rol antioxidante de las metalotioneinas ya
ha sido reportado en bivalvos (Viarengo et al., 1999; Cavaletto et al., 2002; Amiard et al.,
2006; Monserrat et al., 2007), como una proteccion efectiva de la célula y del organismo
entero contra el estrés oxidativo. En ese sentido, Viarengo et al. (1999) observaron un
aumento de las metalotioneinas en M. galloprovincialis como mecanismo de defensa para
incrementar la resistencia contra el Fe y el H,O,. En ambos casos, se encontrd una reduccion
de las tasas de produccion de especies reactivas de oxigeno. En conclusion, las
metalotioneinas podrian actuar contra los efectos de los metales pesados explicando el hecho
de no haber hallado en el presente trabajo correlaciones positivas entre las enzimas
antioxidantes y los niveles de metales en los tejidos de los mejillones.

En los experimentos de invierno se encontr6 que los biomarcadores (tanto en la
branquia como en la glandula digestiva) correlacionaron positivamente con el oxigeno
disuelto, con la unica excepcion de la enzima superoxido dismutasa en la branquia (Tabla 18,
Cap. 1V). En invierno, cuando la temperatura es mas baja la solubilidad del oxigeno aumenta,
condicion que incrementa la probabilidad de formacioén de especies reactivas de oxigeno. Esta
asociacion directa entre las actividades antioxidantes y el oxigeno también fue encontrada por
Santovito et al. (2005), quienes sélo la hallaron en la branquia. En verano, los biomarcadores
correlacionaron entre si, pero no lo hicieron con los metales ni con las variables fisicas y
quimicas del agua. Es posible que en este periodo la influencia de la etapa reproductiva en la
que se encuentra el mejillon M. edulis chilensis, asi como la mayor radiacion solar, sean las
variables que estén modulando las variaciones medidas en los biomarcadores, por encima de
las condiciones ambientales consideradas en este trabajo. En este sentido, varios autores

postularon que la actividad reproductiva y los cambios en los patrones de almacenamiento y

206



Discusion

utilizacion de alimento en los bivalvos como respuesta a la variacion de la temperatura
(Sheehan & Power, 1999), ocasionan cambios hormonales y nutricionales que afectan los
niveles de los biomarcadores.

El uso de biomarcadores para analizar el impacto bioldgico de un disturbio ambiental,
usualmente ha revelado una relacion entre la toxicidad de los contaminantes y la alteracion
del estado de 6xido-reduccion de las células. Las variaciones en la eficiencia del sistema
antioxidante puede tener graves consecuencias, como ser la peroxidacion de los lipidos de la
membrana, dafio a las proteinas, alteraciones a nivel del ADN o activacion/inactivacion de
enzimas (Regoli et al., 2004). Sin embargo, las interacciones entre los contaminantes, los
factores pro-oxidantes, las respuestas oxidativas y los dafios ocasionados son muy complejas,
a menudo muy dificiles de predecir y potencialmente influenciadas no s6lo por numerosos
factores naturales tales como la disponibilidad de oxigeno (Santovito et al., 2005), la
temperatura (Verlecar et al., 2007), la salinidad (Prevodnik et al., 2007), el pH (Lima et al.,
2007), la disponibilidad de nutrientes (Khessiba et al., 2005) y la estacionalidad (Filho et al.,
2000), sino también por caracteristicas propias de los organismos. La edad, el estado
reproductivo (Viarengo et al., 1991a), la tasa de crecimiento relacionada con la estacionalidad
y otros factores afectan la actividad de las enzimas de defensa antioxidante y otros
biomarcadores, haciendo que fluctien significativamente durante el afio e influenciando la
fisiologia y bioquimica de los mejillones (Sheehan & Power, 1999; Lau & Wong, 2003).

Los biomarcadores pueden ser considerados como herramientas complementarias a los
analisis quimicos y ecoldgicos clasicos utilizados en estudios de monitoreo (Sanchez et al.,
2008). El analisis de los efectos biologicos debe basarse en un set de biomarcadores, ya que
no existe un unico biomarcador que pueda medir inequivocamente el deterioro ambiental
(Galloway et al., 2004; Hagger et al., 2006). Los biomarcadores no especificos, como los
medidos en este estudio, son recomendados en monitoreos ambientales de rutina, ya que son
mas faciles de medir y también proveen un panorama de las condiciones reinantes. A pesar de
que este tipo de biomarcadores responde a un amplio espectro de contaminantes y a varios
factores ambientales, su aplicacion proporciona informacion complementaria sobre la
biodisponibilidad y metabolizaciéon de los contaminantes (Sanchez & Porcher, 2009). Es
decir, proveen informacion que puede indicar una alteracion ambiental, pero no el agente que
lo causa. Para identificar relaciones de tipo causa-efecto, se requiere de la quimica analitica,
de biomarcadores especificos y también la medicion de un amplio rango de contaminantes.
Nicholson & Lam (2005) recomiendan que la primera etapa del monitoreo se lleve a cabo con

biomarcadores no especificos de bajo costo. Los sitios identificados en esa primera etapa,
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donde estan ocurriendo los efectos, pueden luego monitorearse mediante analisis quimicos
mas costosos y con biomarcadores especificos que permitan identificar los contaminantes de
interés. Otra razon que justifica su uso es que los organismos estan indudablemente expuestos
a varios contaminantes que tienen el potencial de actuar aditiva, antagonica o sinérgicamente
(Nicholson & Lam, 2005). Queda claro en esta tesis la amplia variabilidad observada entre
sitios, entre semanas de muestreo y entre afios de experimentacion en los biomarcadores
aplicados tanto en branquia como en glandula digestiva. Esto constituye la base para
establecer la direccion en la cual avanzar con el propdsito de generar informacion
complementaria que permita hacer una interpretacion mas exacta de los resultados de los
estudios de biomonitoreo en la zona.

En relacion a todos los factores previamente nombrados, se destaca la importancia de
los estudios de biomonitoreo, particularmente de largo plazo, en dareas donde los
contaminantes se hallan en concentraciones subletales (Lau & Wong, 2003). Por otro lado,
para poder realizar una correcta interpretacion de la informacion obtenida en los monitoreos
relacionados con la contaminacion, es de suma importancia evaluar los cambios en variables
bioldgicas tales como la talla y el tipo de tejido, asi como en diversas variables bioquimicas,
frente a cambios ambientales y de disponibilidad de alimento. Este punto puede ser
considerado uno de los aspectos mas dificiles de la caracterizacion de un biomarcador in Situ
(Hansson et al., 2006). Los resultados hallados en las bahias Ushuaia y Brown mostraron que
las variaciones observadas en las variables bioldgicas no serian enteramente atribuibles a los
contaminantes presentes en el agua o en el sedimento. En consecuencia, lo ideal seria tener en
cuenta las variaciones a lo largo del tiempo en ambas bahias por separado cuando se trate de

monitorear estos ambientes.
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Conclusiones y Consideraciones finales

A partir de la informacion fisica, quimica y bioldgica obtenida en este estudio de las

bahias Brown y Ushuaia en el canal Beagle, en invierno y verano se concluye que:

+ Las variables fisicas y quimicas del agua demostraron que club Nautico es el sitio que
recibe mayor presion antropica: maximos valores de nutrientes y minimos valores de oxigeno
disuelto producto del aporte de aguas residuales que llegan desde la bahia Encerrada y por el
pluvial que descarga directamente en este punto de muestreo. En menor medida, zona
industrial present6 altas concentraciones de nutrientes y un minimo de salinidad por efecto de
pluviales y del arroyo Grande.

+ A partir de la informacién granulométrica se caracterizé el sedimento de bahia Brown
como gravoso, el de zona industrial y peninsula Ushuaia como arenoso, el de planta Orion y
caleta Aspirante como arenoso-gravoso y el de club Nautico como limo-arenoso. Bahia
Brown resulto el sitio mas estable en su composicion granulométrica con el menor contenido
de fango, contrariamente club N&utico fue el mas variable y con la mayor proporcion de
fango.

+ Bahia Brown presentd las mayores concentraciones totales de Cu, Zn y Fe en la
fraccion fina del sedimento.

+ Dentro de la bahia Ushuaia, en el sedimento fino de zona industrial, planta Orién y
club Nautico se registraron las mayores concentraciones de Cu, Zn y Pb. Esas
concentraciones resultaron menores a las reportadas previamente en las mismas zonas por
otros autores. Es posible que esta mejora sea el resultado del menor ingreso de desechos
industriales producto del cierre de varias fabricas luego de la crisis econdmica de 2001 y de
una mejor conduccion de las actividades realizadas en la planta de combustible planta Orién.

+ Con respecto a los porcentajes de cenizas, materia organica y agua en los organismos
analizados (Mytilus edulis chilensis), se hallaron diferencias estacionales en el verano, donde
la materia organica fue mayor (probablemente por ser el periodo posterior a la primavera,
cuando se produce el aumento de fitoplancton) con una consecuente disminucion del
contenido de agua. Las cenizas se mantuvieron estables y, como era esperado, correlacionaron
positivamente con los metales acumulados en los tejidos en los experimentos de invierno.

4+ EIl indice de condicion de los mejillones transplantados a la bahia Ushuaia en los
experimentos de invierno no presentd variaciones espacio-temporales, no reflejando
necesariamente las diferencias en la calidad del agua en esta Bahia. En los experimentos de

verano, el indice de condicion present6 algunas variaciones que se asociaron directamente al
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nivel de nitrato y pH e inversamente a los metales pesados bioacumulados y al oxigeno
disuelto.

+ Los lipidos totales tendieron a ser mayores en glandula digestiva en verano, lo cual
podria estar asociado al ciclo reproductivo del mejillon.

+ La tendencia decreciente de bioacumulacion de los metales pesados por M. edulis
chilensis fue Fe>Zn>Cu>Cd>Pb, excepto en el experimento de invierno de 2006 donde se
acumuld el Pb en mayor proporcion que el Cd en los dos 6rganos analizados.

4+ En general, el Fe y el Cu se acumularon mayoritariamente en la glandula digestiva,
mientras que el Zn se acumuld en la branquia. EI Cd y el Pb no se acumularon de manera
diferencial en los dérganos analizados. Variaciones estacionales sélo se registraron en los
experimentos de 2008, siendo mayor la acumulacion en el periodo invernal.

+ Las maximas concentraciones de Cu, Zn y Pb se acumularon, generalmente, en los
mejillones transplantados a zona industrial, planta Orién y club N4utico, coincidentemente los
sitios de bahia Ushuaia que también presentaron las mayores concentraciones de metales en la
fraccion fina del sedimento.

& Los mayores valores de Cd se midieron en los mejillones de peninsula Ushuaia y
caleta Aspirante. Al no haber una fuente puntual conocida en las proximidades, el Cd podria
ser de origen natural. Sin embargo, son necesarias otras investigaciones para poder establecer
la procedencia de dicho metal en esos lugares.

+ Las correlaciones positivas halladas entre los biomarcadores enzimaticos y la
peroxidacion lipidica mostraron la activacion conjunta de varias respuestas antioxidantes que
no serian suficientes para evitar el dafio oxidativo a lipidos.

+ Solo en los experimentos de invierno, la actividad de los biomarcadores (excepto la
superoxido dismutasa y la peroxidacion lipidica en la glandula digestiva) fue inhibida por los
metales pesados y estimulada por el oxigeno disuelto. Mientras que en los veranos, los
biomarcadores no se asociaron a ninguno de los pardmetros fisicos ni quimicos monitoreados
en este trabajo. En los experimentos intensivos, se encontraron asociaciones entre las tres
enzimas y la temperatura por una parte y, la peroxidacion lipidica en la branquia y la glandula
digestiva con la salinidad por otra.

+ En las estaciones anuales analizadas, la actividad de catalasa en glandula digestiva fue
hasta cuatro veces mayor que en la branquia; inversamente la actividad de glutation-S-
transferasa fue hasta cuatro veces mayor en la branquia que en glandula digestiva. La
actividad de superoxido dismutasa y la peroxidacion lipidica no mostraron diferencias segun

el organo analizado.
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+ La actividad de catalasa y glutation-S-transferasa tendié a ser mayor en el periodo
estival. Contrariamente, la actividad de superdxido dismutasa fue mayor en invierno, excepto
en el experimento de 2008 en branquia que no hubo diferencias estacionales. La peroxidacion
de los lipidos no evidenci6 una variacion estacional.

+« Los experimentos intensivos demostraron que los mejillones activan su sistema
antioxidante en un corto plazo (dias).

£ En los experimentos intensivos no se hall diferenciacion tisular ni estacional en la
actividad de la catalasa. Tampoco se encontrd variacion estacional en la actividad de
glutatién-S-transferasa, la cual fue mayor en la branquia. La actividad de la enzima
superdxido dismutasa fue mayor en la glandula digestiva y, al igual que en los experimentos
de seis semanas, tendio a ser mayor en invierno. La peroxidacion lipidica fue mayor en la
glandula digestiva pero no vario entre verano e invierno.

+ En los experimentos de largo plazo (6 semanas) y en los intensivos (dias), se observo
un patron de respuesta espacio-temporal de los biomarcadores semejante en la branquia y la
glandula digestiva.

4+ Basados en las correlaciones halladas en invierno entre cada respuesta antioxidante
con los metales pesados bioacumulados, se puede concluir que las actividades de catalasa y
glutation-S-transferasa, en la branquia y en la glandula digestiva, y la peroxidacion lipidica en
la branquia constituyen una herramienta efectiva para evaluar la calidad de las aguas costeras
de la bahia Ushuaia en dicha época.

£ La asociacion encontrada en invierno entre la peroxidacion lipidica en glandula
digestiva y los niveles de fosfato y amonio, demuestran que la peroxidacion lipidica puede ser
considerada un buen biomarcador para analizar la calidad del agua de la bahia Ushuaia.

+ La enzima superoxido dismutasa en glandula digestiva resulté de poca utilidad como
biomarcador en este estudio, ya que su actividad no pudo ser relacionada con ningun
pardmetro fisico o quimico.

+ La actividad de los biomarcadores en el verano no pudo ser asociada a ninguno de los
pardmetros fisicos o quimicos, por lo cual podria estar asociada a factores intrinsecos del
mejillon M. edulis chilensis, como la biologia reproductiva o bien a la presencia de otros
contaminantes no analizados en este estudio.

& Las asociaciones entre biomarcadores y factores ambientales mostraron la importancia
de integrar la informacion fisica, quimica y bioldgica para un mejor entendimiento de las

complejas interacciones que ocurren en el medio acuatico.
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+ La variabilidad entre sitios, entre semanas de muestreo y entre afios de
experimentacion fue una caracteristica de los resultados obtenidos para las defensas
antioxidantes como para la peroxidacion lipidica, tanto en branquia como en glandula
digestiva. Este hecho evidencia la necesidad de conocer el rango de variabilidad natural de los
parametros evaluados en organismos saludables, para poder distinguirla del efecto causado
por los contaminantes. En el caso de bahia Ushuaia, seria conveniente seleccionar un sitio sin
impacto antropico como puede ser el parque nacional Lapataia, y realizar monitoreos a largo
plazo, que incluyan todos los periodos estacionales, con el fin de poder establecer las
variaciones naturales de los biomarcadores. Seria apropiado determinar el sexo de los
organismos y conocer mejor su fisiologia, factores que podrian disminuir la variabilidad
encontrada en el presente estudio. Si bien los resultados hallados presentaron gran
variabilidad, sirven como base para establecer la direccion en la cual avanzar con el prop6sito
de generar informacion complementaria que permita hacer una interpretacion mas exacta de

los resultados de los estudios de biomonitoreo en la zona.

& Como conclusion final, el mejillon Mytilus edulis chilensis analizado en la bahia
Ushuaia, a través del uso de biomarcadores como la catalasa, glutation-S-transferasa y la
peroxidacion lipidica, ha demostrado un impacto adn leve de la contaminacion por metales
pesados y nutrientes en esta Bahia. Este organismo demostré una vez mas su aptitud como

organismo centinela.

En base a toda la informacion obtenida en el presente estudio se recomienda:

> Evaluar los efectos potenciales de los contaminantes en la fauna residente,
incorporando al analisis la influencia estacional, asi como la condicion reproductiva del
organismo a utilizar.

> Planificar estudios de monitoreo ambiental peridédicos que incluyan la determinacion
de nutrientes, metales pesados y hidrocarburos.

> Regular el volumen y calidad de los efluentes vertidos en las bahias aledafias a la
ciudad de Ushuaia.

> Asegurar el correcto funcionamiento del dispersor cloacal y evaluar la construccion de
una planta de tratamiento que pueda captar los volumenes cada vez mayores de desechos

cloacales generados por la ciudad de Ushuaia.
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> Desarrollar una estrategia para que todos los hogares de la ciudad de Ushuaia estén
conectados a la red cloacal y de esta forma minimizar los vertidos clandestinos.

> Generar acciones tendientes a concientizar a la poblacion de Ushuaia en lo referido al

cuidado del ambiente.
> Respetar la Ley Provincial N° 55 de Medio Ambiente que contempla la preservacion,

conservacion, defensa y mejoramiento del ambiente (agua, suelo, aire y biota) de la Provincia

de Tierra del Fuego.
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studied area.

Mussels coming from a mussel farm at Brown Bay (Beagle Channel) were transplanted to four sites
inside Ushuaia Bay for 2 and 4 weeks. The objective of this study was to assess the quality of coastal
waters of Ushuaia Bay by measuring catalase activity, lipid peroxidation, total lipid content,
bioaccumulation of heavy metals and condition index in transplanted mussel Mytilus edulis chilensis.
Biomarkers except condition index showed significant differences among exposure times as well as
among tissues. Digestive gland presented the highest catalase activity, malondialdehyde level and total
lipid content. Digestive gland also was the main target tissue of accumulation of iron and copper, while
gill accumulated the highest levels of zinc. A principal component analyzes with the whole set of data
allowed to separate stations based on physicochemical conditions and biochemical responses of each

© 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Coastal waters are exposed to several mechanisms of dis-
turbance; among them, chemical pollution associated with
industrial production and high urbanization are of major concern.

Ushuaia Bay (54°48’ S, 68°19’ W, Beagle Channel, Tierra del
Fuego, Argentina) is not immune to decline of its environmental
quality. This area has been receiving significant inputs of
contaminants from the city of Ushuaia, the southernmost
inhabited location on Earth, which has increased severely in the
past years its urban wastewaters, industries, shipping, tourism
and general urban influences. Relatively high concentrations of
several metals have been found by Amin et al. (1996a, 1997, 2000)
in sediments, mussels and water of Ushuaia Bay.

Bivalves, and particularly the genus Mytilus sp., are considered
suitable bioindicators for biomonitoring studies and they are
considered appropiate for caging experiments along coast lines
(Viarengo et al., 2007). Transplanted mussels facilitate the
investigation of areas where native specimens are absent, and/
or compensatory adaptative mechanisms likely occur in native
populations from chronically contaminated areas, which can
attenuate the capacity of biomonitoring to discriminate different
levels of environmental disturbance (Regoli and Principato, 1995;
Nigro et al., 2006).

* Corresponding author. Fax: +54 2901 430644.
E-mail address: giarratanoerica@hotmail.com (E. Giarratano).

0147-6513/$ - see front matter © 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.ecoenv.2009.10.009

There are numerous studies showing that living organisms use
free radicals and reactive oxygen species (ROS) for advantageous
biological effects (Droge, 2003). Regulated production of free
radicals in higher organisms and maintenance of “redox home-
ostasis” are essential for the physiological health of organisms
(Ames et al., 1993). Several toxic pollutants produce an imbalance
in free radical reactions and the production of toxic ROS being
responsible for a variety of oxidative damages that finally cause
adverse health effects and diseases (Valavanidis et al., 2006).
Organisms have developed mechanisms to protect themselves
from the toxic effects of increased ROS production activating the
antioxidant system (Young and Woodside, 2001; Sureda et al.,
2006; Valavanidis et al., 2006).

The use of biological responses to contaminant exposure by
sentinel species has become a useful tool in environmental
quality evaluation and risk assessment. Among the numerous
ecotoxicological biomarkers proposed in the last three decades,
those based on responses at the molecular and cellular levels
represent the earliest signals of environmental disturbance and
they are commonly used for biomonitoring (Viarengo et al., 2007;
Moore et al., 2004). Measuring the same biomarker in different
locations simultaneously gives us information about the pollution
status of the region and provides a better comprehension of the
mechanisms of response of the organisms to the pollutants
(Frenzilli et al., 2004). Besides, using caged mussels that belong
to the same cohort, observed changes in organisms are believed
to be related to the effects of toxic chemicals present in water
(Box et al., 2007).
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Catalase activity (CAT), although not responding specifically to
a group of contaminants but to oxidative stress, was measured
during this work since it has been considered as the primary
defense against oxidative damage and it has been studied in
bivalve molluscs around the world (Frenzilli et al., 2004; Pellerin-
Massicotte, 1997). CAT is an enzimatic intracellular antioxidant
involved in different defense systems against the radicals
generated by the environmental oxidative pollutants. It is a
peroxisomal hydroperoxidase that degrades H,0, to H,O and O,
(Baumard et al., 1999).

Malondialdehyde (MDA) is an intermediate product of lipid
peroxidation and, as reactive toxic metabolite, it is usually rapidly
degraded. However, measurements of MDA are still considered a
relevant biomarker of lipid peroxidation in tissue sample
preparations, especially for comparative purposes (Hermes-Lima,
2004). It is used as a non-enzimatic marker of oxidation of
membrane phospholipids through lipid peroxidation and it has
been considered as a relevant index of chemical damage induced
by toxics in mussels (Box et al., 2007). An increment in MDA level
in organisms can be related to degradation of an environmental
site by the diminishment of the water quality (Charissou et al.,
2004).

Presence of contaminants in the environment frequently leads
to the depletion of energy reserves as a compensatory mechanism
to the higher demand of energy required by detoxification
processes (Guerlet et al., 2006). In this sense, body condition
indexes, stress response and total lipid content have been
frequently evaluated in biomonitoring programs relative to
exposure conditions (Smolders et al, 2004; Mubiana et al,,
2006; Valdez Domingos et al., 2007; Yeats et al., 2008). These
biomarkers are mainly used as an ecophysiological measure of the
health status of the animals.

The purpose of this study was to try to evaluate the quality of
coastal waters of Ushuaia Bay (Beagle Channel, Tierra del Fuego,
Argentina) measuring conventional biomarkers such as catalase
activity, lipid peroxidation, total lipid content, condition index
and bioaccumulation of heavy metals in mussel Mytilus edulis
chilensis transplanted from a mussel farm to various sites of
Ushuaia Bay. However, the main goal of the present study, besides
biomonitoring coastal waters of Beagle Channel, was to detect
possible relationships between biomarkers and environmental
parameters in order to contribute to an overall understanding of
their potential role in water quality assessment.

2. Materials and methods

The authors declare that the experiments described in this article were
conducted in accordance with national and institutional guidelines for the
protection of animal welfare.

2.1. Experimental design

In August 2006, mussels were brought from a mussel farm at Brown Bay (BB)
located 24 nautical miles East of Ushuaia city and transported in ice-cold boxes to
the laboratory located in Ushuaia city. Organisms used in the experiment belonged
to the same cohort and had homogeneous shell length (61 +4 mm), which
minimize the variability. Ushuaia Bay (UB) receives the impact of Ushuaia city
through urban and industrial effluents that reaches the waterline of the bay by
runoff, streams or rivers. High concentrations of nutrients and total coliforms have
been registered at Industrial Zone and Fuel Dock (Esteves and Amin, 2004).
Moreover, high quantities of heavy metals have been measured in sediments of
the mentioned sites (Amin et al., 1996a) and in mussel tissues (Amin et al., 1996b,
2000). There is no previous published data of Aspirante Creek and Ushuaia
Peninsula. Due to the long distance from Ushuaia city to these last two sites and
the inexistent anthropogenic activity here (O. Amin, personal communication),
Aspirante Creek and Ushuaia Peninsula were estimated as low impacted sites.
Mussels were kept for 2 and 4 weeks in four sites inside Ushuaia Bay selected
according the kind of anthropogenic source of contamination (Table 1). The
location of the experimental sites is shown in Fig. 1.

Table 1
Sources of anthropogenic contamination at each sampling site.

Station Human impacts Estimated degree of

impact

Industrial Zone (1Z) Factories High
Population
Urban wastes

Industrial wastes

Fuel dock High
Military dock

Intense maritime

traffic

Fuel Dock (FD)

Aspirante Creek (AC) Access only sailing Low

No human use

Ushuaia Peninsula (UP) Access only sailing Low

Diving area

Small fishermen Low
community
Mussel farm

Brown Bay (BB)

BB 80KM
==

USHUAIA
BAY

'GOLONDRINA
BAY

1000 1] 1000 2000

BEAGLE CHANNEL

Fig. 1. Location of the cages containing the transplanted mussels inside Ushuaia
Bay (Tierra del Fuego, Argentina).

After a first sorting, mussels were divided into sub-groups of 45 individuals
and each sub-group was placed in a cage of 18 x 12 x 18 cm built in polypropylene
netting (1 cm? of mesh size) allowing free water circulation through it. Three cages
were used per site, suspended in the water column at an average depth of 5 m
using a rope and anchored to the bottom by a ballast weighing approximately
15 kg. The experimental devices were kept vertically straight by using a plastic
buoy. Samples of mussels were taken at the beginning of the experiment (t=0), at
weeks 2 (t=2) and 4 (t=4) of exposure, while water samples were taken at weeks 1
and 3.

2.2. Physical-chemical parameters

2.2.1. Water

Surface water temperature, pH, conductivity and dissolved oxygen were
recorded in situ by means of an HORIBA U-10 multiparameter device. Water
samples for the study of dissolved inorganic nutrients were filtered through
Whatman GF/C filters and then were frozen (—20 °C) in plastic bottles until its
analysis in the laboratory. Nitrates and nitrites were determined following the
methods previously described by Treguer and Le Corre (1975) and Grasshoff
(1983) respectively; while phosphates and silicates were measured following the
methods described by Eberlein and Kattner (1987) and Technicon® (1973),
respectively. A four channels automatic Technicon®™ AA-II autoanalyzer was used
to perform the corresponding nutrient analyzes. Concentration of chlorophyll-a
was measured according to Holm-Hansen et al. (1965) using a Sequoia Turner
(model 450) fluorometer. Ammonia was analyzed by the indophenol method
described by Strickland and Parsons (1972).
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2.2.2. Sediment

At the beginning of the experiment, sediment samples at each site were
obtained using a van Veen grab. These samples were stored in polyethylene bags
and transported to the laboratory. Samples were dried until constant weight at
60 + 5 °C and then were sieved through stainless steel meshes in order to separate
sediment with grain size <62 um. About 0.5 g of that fraction was used to
determine total metal concentrations (Cu, Cd, Pb, Zn and Fe) following the method
described by Marcovecchio et al. (1988). Metal concentrations were measured
using a Perkin Elmer AA-2380 atomic absorption spectrophotometer with air-
acetylene flame and deuterium background correction (D,BGC). Analytical-grade
reagents were utilized for sediment mineralization as well as for blanks and
calibration curve standards build ups. Each sample was run in duplicate obtaining
a mean value for each site.

2.3. Preparation of tissue extracts for analysis of biomarkers

Even though we know that new and better techniques than those used in our
experiments have been developed to evaluate cause-effect relationships in
organisms exposed to contaminants, for technical reasons we were not able to
use them in the present work. Nevertheless, we do think that those techniques are
very useful and we are considering them for future studies in the area.

2.3.1. Catalase

Enzymatic activity was evaluated individually in gill, mantle and digestive
gland of 5 mussels following the method described by Bainy et al. (1996). Catalase
activity was measured in the resulting supernatant by the rate of hydrogen
peroxide (H,0;) decomposition at 240 nm (Beutler, 1982) with an UV-1203
Shimadzu spectrophotometer. Each sample was run by duplicate.

2.3.2. Lipoperoxidation

Gill, mantle and digestive gland of 5 mussels were individually analyzed
according to Buege and Aust (1978). Lipoperoxidation (LPO) was measured by the
generation of thiobarbituric acid reactive species and quantified in terms of MDA
equivalents. Its absorbance was measured at 532 nm with an UV-1203 Shimadzu
spectrophotometer. Each sample was run by duplicate.

LPO level and CAT activity were quantified with soluble proteins content
which was determined by the Markwell et al. (1978) method.

2.3.3. Total lipid content

Total lipid content was measured individually in mantle and digestive gland
from 4 mussels of each station. Lipids were quantified using the gravimetric
method of Bligh and Dyer (1959) as the difference between the weight of the
extract placed in a pre-weighed bottle and the weight of the bottle once the
solvent had evaporated.

2.3.4. Condition index

To examine the individual Condition Index (CI) of mussels, 4 specimens were
taken at each exposure time. Soft tissues were separated from the shell and dried
at 60 °C until constant weight. Condition index of each mussel was calculated as
the dry tissue weight/dry shell weight (Couillard et al., 1995).

2.4. Metal bioaccumulation in tissue mussels

At the beginning of the experiment, after 2 and 4 weeks of exposure samples of
10 mussels at each site were collected. Gill and digestive gland were dissected out
and dried at 60 °C until constant weight. Pooled samples of each tissue were
homogenized with a porcelain mortar and stored in polyethylene bags until
analysis. For each tissue, aliquots of about 0.5g were taken from the well-
homogenized total sample to determine total metal concentrations (Cu, Cd, Pb, Zn
and Fe) following the method described by Marcovecchio et al. (1988) in Section
2.2.2. Each sample was run by duplicate.

2.5. Statistical analysis

Comparisons among tissue and exposure time for each site were made by two-
way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s test for multiple
comparisons with unequal numbers of samples. Spearman’s rank correlation
analyzes were performed to determine the degree of relationship between heavy
metals in sediments. The significance level of all analyzes was set at p < 0.05.

For heavy metal concentrations, measured values of each analyte were divided
by the average value of that analyte from all survey sites. These unitless values
were then combined in various groupings by adding analyte values then dividing
by the number of analytes in the group (Fisher et al., 2000). This procedure was
applied for concentrations in gill, in digestive gland and in sediment resulting
three new variables ‘total metal in gill’, ‘total metal in digestive gland’ and ‘total
metal in sediment’ that were used in principal component analysis (PCA).

A PCA was conducted with physical-chemical parameters to describe the
studied sites. Variables with factor co-ordinates < 0.7 were not used to analyze
the relationship between biomarker responses and environmental data by PCA.
Separated PCA were run for Week 2 and Week 4 of exposure. All statistical tests
were undertaken with Statistica software version 6.0.

3. Results

To summarize, we mention that higher levels of nutrients were
found at Ushuaia Bay than at Brown Bay, excepting silicates. We
recorded the highest concentrations of Fe, Cu and Zn in sediments
of BB. We measured the maximum levels of Pb in sediments of 1Z
and FD, while at AC and UP we found the highest concentrations
of Cd. Catalase activity, lipoperoxidation levels and total lipid
content at all sites of UB showed increments respect to the initial
conditions. No spatial or temporal changes were registered in
condition index at all sites. Catalase activity was higher in
digestive gland than in the other tissues, while lipid peroxidation
and total lipid content did not show a defined trend according to
the organ assayed. Bioaccumulation of heavy metals was variable,
both in space and in time. Fe and Cu were most accumulated in
digestive gland, Zn was mainly accumulated in gill and Cd and Pb
did not show a special target organ. The integral assessment of
biological and physical-chemical data revealed that biomarkers
were directly correlated with nutrients and inversely correlated
with dissolved oxygen and total metal in sediment. This global
analysis allowed us to group the sites as follow: IZ and FD
together while AC and UP formed another group. Both groups
were separated from the reference site according to the overall
information gathered.

3.1. Physical-chemical parameters

3.1.1. Water

Similar values for both sampling times (T; and T3) at all
stations were registered for conductivity, pH, dissolved oxygen
and temperature; while in inorganic nutrients, ammonia and
chlorophyll-a variations were detected (Table 2).

Nitrites and nitrates concentrations kept constant along
exposure time at all experimental sites of UB (0.25-0.42 and
13.34-15.93 umol/L, respectively). Considering all stations, levels
of phosphates were between 0.57 and 1.59 pmol/L, although
tending to be greater at T;. Highest values of silicates were
measured at both sampling times in IZ and FD (8.37-11.03
pmol/L). Concentration of chlorophyll-a was higher at T; than at
Ts except in AC where no change was observed. Contrarily,
maximum values of ammonia were registered at Ts
(1.44-7.71 pmol/L) in all sites of UB. Except for phosphates, the
others inorganic nutrients, ammonia and chlorophyll-a were
higher in UB respect to those of BB (Ty).

3.1.2. Sediment

Heavy metal concentrations in the five studied sites are
summarized in Table 3. Range concentrations expressed as g/g
DW for each metal were as follow: Cu 5.50-36.25, Pb 9.39-25.31,
Cd 0.25-1.80, Zn 51.34-105.63, while Fe ranged between 12.81
and 24.91 expressed as mg/g DW. BB was the station with
the greatest values of Cu (36.25 +0.01 pg/g DW), Zn (105.63 +
2.94 pg/g DW) and Fe (24.91 + 0.02 mg/g DW). AC was the site
with the highest level of Cd (2.31+ 0.07 ug/g DW); while FD
showed the maximum value of Pb (28.76 + 2.81 pig/g DW). Fe was
the most abundant metal at all sites. Strong significant positive
correlations (p < 0.01) were found for pairs Cu-Zn (r=0.97), for
Fe-Zn (r=0.87) and for Cu-Fe (0.78).
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Table 2
Physical-chemical characteristics of the water samples at each sampling site.

Station Week pH Cond. DO Temp. Nitrites Nitrates Phosphates Silicates Chl-a Ammonia
(mSjem)  (mgL)  (°C) (umollL)  (wmolll)  (umol/L) (umolL)  (pgll)  (pmol/L)
BB 0 7.93 49.7 9.97 4.8 0.17 12.39 0.91 4.07 0.024 0.411
1z 1 7.83 49.6 8.93 5.1 0.40 15.93 1.12 10.65 0.216 6.533
FD 1 7.85 49.5 8.70 4.8 0.40 14.62 0.57 11.03 0.067 3.333
AC 1 7.87 49.7 9.17 4.6 037 14.24 1.10 6.08 0.106 0.700
UP 1 7.80 49.0 9.25 5.4 0.40 14.62 1.59 6.08 0.130 0.467
1Z 3 7.75 49.2 8.72 53 0.40 15.27 0.76 9.89 0.096 7.713
FD 3 7.82 48.5 8.54 43 0.42 14.44 0.73 8.37 0.038 7.484
AC 3 7.70 49.4 8.74 4.5 037 13.34 0.98 7.60 0.110 1.740
upP 3 7.70 49.0 8.39 5.7 0.25 14.03 1.06 8.37 0.082 1.444
Cond. - conductivity; DO - dissolved oxygen; Temp. — temperature; Chl-a — chlorophyll-a.
Table 3
Heavy metal concentrations in sediments expressed in pg/g of dry weight.
Station Fe? Cu Zn Cd Pb
BB 24.91+0.02 ¢ 36.25+0.01d 105.63+2.94 b 0.25+0.01a 12.12+085a
1z 19.85+322 b 7.54+0.53 a 57.83+5.60 a 0.55+0.13 b 14.88+0.21 b
FD 14.88 +3.37 ab 638+1.29a 57.93+4.97 a 0.65+0.01 b 28.76 +2.81 ¢
AC 1327+133a 8.73+0.18 b 50.59 +2.96 a 2314+0.07d 11.19+143 a
upP 1519+ 134 a 10.53+0.34 ¢ 58.86 +1.99 a 1.03+0.07 ¢ 10.19+2.88 a

Data are expressed as mean values + standard deviations. For each metal, stations sharing the same lower case letter are not significantly different.

2 Concentration expressed in mg/g of dry weight.

3.2. Biomarkers

3.2.1. CAT activity

In IZ significant increment (p < 0.05) of activity was registered
in digestive gland at T, (103.3%) and T, (93.9%) as well as in
mantle at T, (64.8%) respect to the initial conditions. In this
station there was no difference in gill at different exposure times.
In FD, an increment in the activity was measured at T, and T, in
digestive gland (126.7% and 140.8%, respectively) and mantle
(68.1% and 183.8%, respectively), while gill activity did not show
changes. Activity of CAT in AC at T, was significantly higher than
that at the beginning of the experiment in the three organs
assayed (33.8% in gill, 189.7% in mantle and 118.3% in digestive
gland). However, a significant increment was also measured in
digestive gland at T, (128.7%). In UP, activity in digestive gland
was significantly higher in both sampling times than that at Ty
(69.6% at T, and 169.2% at T4). In mantle an increment of 133%
was registered at T4; meanwhile, there were no changes in gill
activity, comparing it to the initial time. At all sites, significant
differences were found among tissues and exposure times.
Digestive gland presented the highest catalase activity, followed
by mantle and the lowest activity was registered in gill (two-way
ANOVA, p <0.05). Regarding the exposure time, the activity
showed that T, > T, > Ty except in IZ where T, > T4, > Ty (Fig. 2).

3.2.2. MDA

Initial levels of MDA in BB were 5.10 + 0.50; 1.95 + 0.58 and
4.30 + 1.22 umol MDA/mg protein in gill, mantle and digestive
gland, respectively. Significant increments of MDA levels respect
to To were measured in IZ at T4 in gill (74%) and mantle (350%);
while in digestive gland, the highest increment was registered at
T, (128.5%). In FD levels of MDA in mantle and digestive gland at
T, and T4 were significantly superior to those of To. Meanwhile, in
gill the increment in MDA level was recorded at T4 (63%). AC did
not show differences in mantle and digestive gland along
exposure time. In gill, a significant increment was measured at
T, (38%). In the three organs of UP, MDA levels were higher at T,
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Fig. 2. Catalase activity in gill, mantle and digestive gland of Mytilus edulis chilensis
from four sites inside Ushuaia Bay after 2 (t=2) and 4 (t=4) weeks of exposure and
reference organisms (t=0), before transplantation. Values are expressed as
U CAT/mg prot. (mean values + standard deviations).

(between 87% and 239%) and T4 (between 53% and 97%) respect to
those of Ty. At all sites, significant differences were found among
tissues and time of exposure. MDA in digestive gland and gill were
higher than in mantle being greater at T, than at the other times
(two-way ANOVA, p < 0.05), except in UP where the highest MDA
level was registered at T, (Fig. 3).

3.2.3. Total lipid content

1Z and UP showed significant increments at T> and T4 in mantle
(between 5 and 9 fold higher) as well as in digestive gland
(between 9 and 11 fold higher). The highest increments were
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LIPOPEROXIDATION

umol MDA / mg prot
oo E
—a3—
[
i

BBt=0 1Zt=2 [Zt=4 FDt=2 FDt=4 ACt=2 ACt=4 UPt=2 UPt=4
[=] Gilll e Mantle 8l Digestive gland

Fig. 3. Lipoperoxidation level in gill, mantle and digestive gland of Mytilus edulis
chilensis from four sites inside Ushuaia Bay after 2 (t=2) and 4 (t=4) weeks of
exposure and reference organisms (t=0), before transplantation. Values are
expressed as pmol MDA/mg prot. (mean values + standard deviations).
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Fig. 4. Total lipid content in mantle and digestive gland and condition index of
Mytilus edulis chilensis from four sites inside Ushuaia Bay after 2 (t=2) and 4 (t=4)
weeks of exposure and reference organisms (t=0), before transplantation. Total
lipid content is expressed as mg lipids/g wet tissue on left axis and condition index
as dry tissue weight/dry shell weight on right axis (mean values + standard
deviations).

measured in FD at T, (20 fold bigger) and T, (14 fold bigger) in
digestive gland; while in mantle was only at T4 (8 times higher).
Total lipid content increased at T4 in both organs assayed in AC (5
times higher in mantle and 12 times in digestive gland). At all
sites, significant differences were found among times of exposure
(T4 =T, and Ty), while in UP T, > T4 > To. Significant differences
among tissues (digestive gland > mantle) were found in IZ, FD and
AC (two-way ANOVA, p < 0.05) (Fig. 4).

3.2.4. Condition index

To assess the general health of the transplanted mussels, the
condition index was measured at each time of collection (T, T
and T,4) at all sites (Fig. 4). Results showed that the condition
index remains stable with low variability (0.16 +0.01). No
differences were found among sites nor among times (two-way
ANOVA, p < 0.05).

3.3. Metal bioaccumulation in mussels

Accumulated metal concentrations in mussel’s tissues are
presented in Table 4. Digestive gland was the main target tissue of
accumulation of Fe and Cu, while gill accumulated the highest
levels of Zn (two-way ANOVA, p < 0.05). No significant differences
were registered between tissues for Cd and Pb. These two metals
showed high standard deviation. Concentrations of Fe, Cu and Zn
in digestive gland as well as in gill were significantly different
(two-way ANOVA, p < 0.05) among sites and times of exposure.
Highest Cu and Zn concentrations were found at FD in both
tissues, while Fe levels were higher at 1Z, FD and UP especially in
digestive gland. No significant correlation (p >0.05) was found
between metal concentrations in tissues and sediments.

3.4. Principal components analysis

PCA analysis with physical-chemical parameters revealed that
65.6% of the cumulative variance was explained by two
components. PC1, which explained 45.5% of the variance, was
negatively correlated with nitrites, nitrates, silicates and ammo-
nia and positively correlated with total metal-in sediment and
dissolved oxygen. PC2 explained 20.1% of the variance, repre-
sented mainly by phosphates and negatively correlated (Table 5).
Stations from Ushuaia Bay were clearly different from the
reference site (Fig. 5). Physical-chemical parameters seemed to
be relatively stable at each station during the assayed period.
Variations are given mainly by PC 2 except for AC where variation
on PC1 was also noticed.

A second PCA analysis was done using significant physical-
chemical parameters obtained in first PCA and biomarker data.
The co-ordinates of PC1 and PC2 give the positions of
the transplantation stations and the reference site at week 2
(Fig. 6A) and at week 4 (Fig. 6B). At both sampling times, PC1
explained more than 50% of the total variance. At week 2 and 4
dissolved oxygen and total metal in sediment had a positive
correlation with PC1 while nutrients and biological responses
showed a negative correlation for both periods of time. Total
metal in digestive gland had a positive correlation with PC1 only
at week 2. At week 2 PC2 showed phosphates, LPO in gill and Lipid
in mantle on the positive axis and Total metal in gill on the
negative axis. At week 4 PC2 had the highest loadings of
phosphates and CAT in gill with positive signs and total metal
in digestive gland with negative sign (Table 6). More defined
positions of the sites were obtained for week 4 of exposure where
FD and IZ were grouped together and AC and UP formed another
group; both clearly separated from the reference site.

4. Discussion

In Ushuaia Bay a permanent strong current moves westward
along the northern coast of the bay at 2cms™' and then
progresses to the southeast along the southern coast at 16.3 cm
s~1 (Balestrini et al., 1998). At all studied sites, mussels increased
their levels of the biomarkers analyzed. In general terms, PCA
revealed that all biomarkers were directly related to nutrients and
inversely related to dissolved oxygen and total metal in sediment.
FD and IZ were the sites with the highest concentrations of
ammonia and silicates due to the discharges of Este Stream and
Grande Stream, respectively. Our findings are consistent with data
reported by Esteves and Amin (2004), who have monitored these
streams and considered them as “intermediate impacted” for
their nutrient loadings. In concordance with findings made by Lau
et al. (2004) on mussel Perna viridis, this study demonstrated the



E. Giarratano et al. / Ecotoxicology and Environmental Safety 73 (2010) 270-279 275
Table 4
Heavy metal concentrations in gill and digestive gland of Mytilus edulis chilensis expressed in pg/g of dry weight.
Station Week Tissue Fe Cu Zn cd Pb
BB 0 Gill 80.14 + 7.04 6.49 + 0.09 270.63 +0.34 1.28 +0.14 7.11+5.10
Dig. gland 448.57 +9.10 12.07 £ 0.54 63.17 + 7.40 2.03 +1.05 9.10 +3.33
1z 2 Gill 110.71 + 15.80 7.42 +1.65 83.97 £2.09 0.38 +0.54 15.57 +£0.32
Dig. gland 887.69 + 184.01 17.68 +£2.19 59.92 +5.68 0.30 +£0.43 6.22 +2.99
FD 2 Gill 128.20 + 12.72 11.98 +0.35 280.57 +32.60 1.25 +1.09 nd
Dig. gland 760.95 + 121.69 23.22+0.97 102.54 + 6.62 2.03 +£0.17 7.99 +0.14
AC 2 Gill 109.69 + 3.49 9.40 +1.15 222.27 +£45.71 2.57+1.15 9.17 £6.35
Dig. gland 491.83 + 14.40 16.14 + 0.49 68.55 +3.98 1.46 + 0.69 5.05+2.38
up 2 Gill 87.65 +2.93 9.31+0.14 95.16 +7.13 1.46 +1.02 7.59 +3.47
Dig. gland 726.73 + 64.02 16.68 +0.38 77.31+10.87 1.18 £ 0.25 6.99 +4.98
1z 4 Gill 159.23 +6.91 8.58 +£0.48 212.06 +£15.85 0.98 +0 337+0
Dig. gland 611.72 +13.32 15.09 + 0.95 60.96 + 1.89 1.22 +0.57 6.73 +4.75
FD 4 Gill 87.75+12.25 9.61+0 92.36 +5.19 0.89 +0.80 5.05+2.38
Dig. gland 492.08 +71.01 25.76 +3.40 74.55 +2.21 1.38 £0.58 3.37+4.77
AC 4 Gill 106.02 + 2.50 6.42 +0.68 96.07 + 1.08 1.16 £ 0.10 5.52+2.49
Dig. gland 381.39+ 14.30 11.56 +0.49 67.58 + 8.80 1.94 + 0.51 5.49 +2.60
UP 4 Gill 158.77 +6.78 7.19 +£0.48 24470 +£20.51 2.11+0.92 5.04 +2.38
Dig. gland 572.08 +42.74 12.02 +2.43 55.42 +5.95 3.25+0.23 33740
Data are expressed as mean values + standard deviations.
Table 5 6
PCA: correlations between physical-chemical variables and principal components A WEEK 2
(loadings). 5
Variables PCi PC2 4 Uk
3
pH 0.57 0.18
Conductivity 0.44 -022 s,
Dissolved oxygen 0.82 -0.24 b
Temperature —0.25 —0.67 X 1
Chlorophyll-a —-0.52 -0.65 S BB 0
Ammonia -0.70 047 ]
Nitrites —0.76 0.09 22 A2 T
Nitrates —0.87 -0.17 -1
Phosphates 0.08 —091 Reference
Silicates —0.86 024 2 FD2 site
Total metal sediment 0.95 0.24 3
Cumulative explained variance (%) 45.43 65.56 E
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Fig. 5. Graphical representation of sampling sites in the first two axis of PCA
derived from physical-chemical parameters.

importance of factors other than heavy metals on the bio-
marker responses of mussels Mytilus edulis chilensis. Nutrient
loadings and abiotic factors were shown to induce variations
in the biomarker responses. Therefore, interpretation of the

Fig. 6. Graphical representation of sampling sites in the first two axis of PCA (A)
derived from significant physical-chemical parameters and biomarker data at
week 2 of exposure and (B) derived from significant physical-chemical parameters
and biomarker data at week 4 of exposure.

biomarker responses in short time studies should be made with
caution.

Fe was the most abundant metal in sediment at all stations.
Fe is the metal with the highest concentration under natural
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Table 6
PCA: correlations between significant environmental variables and biological
variables.

Variables Week 2 Week 4
PC1 PC2 PC1 PC2

Dissolved oxygen 0.89 0.38 0.92 -0.38
Ammonia —0.63 —0.47 -0.77 —0.64
Nitrites -0.93 0.01 —0.84 -0.24
Nitrates -0.93 —-0.07 —0.90 —0.31
Phosphates —0.16 0.92 0.37 0.89
Silicates —0.81 —0.55 -0.94 —0.02
Total metal sediment 0.97 -0.11 0.94 -0.14
Total metal gill —0.06 —0.85 -0.07 0.22
Total metal Dig. gland 0.93 -0.19 0.05 -0.89
CAT gill 0.05 —0.44 —0.21 0.75
CAT mantle —0.76 —0.47 —0.56 0.61
CAT Dig. gland -0.70 -0.42 -0.83 0.54
LPO gill -0.59 0.76 -0.97 -0.12
LPO mantle —0.60 0.63 —0.76 -0.59
LPO Dig. gland -0.81 0.47 -0.70 0.20
LIP mantle —0.50 0.84 —0.98 0.12
LIP Dig. gland —0.80 -0.29 —0.95 0.14

Cumulative explained variance (%) 51.40 80.01 57.64 81.24

Correlation coefficients are significant when they are higher than 0.7 (bold
coefficients).

conditions in this area, which is in accordance with previous
data (Amin et al., 1996a; Amin et al.,, 1997). Changes in the Fe
concentrations are therefore related to a varying contribution
of Andean (Fe-rich) versus Coastal Range (Fe-poor) source
rocks ultimately controlled by continental rainfall changes
(Dezileau et al.,, 2007). Therefore, slight anthropogenic input
may not affect significantly the content of this metal in sediment.
The highest concentrations of Fe, Cu and Zn at BB must be of
natural origin since there would not be a human activity that
could cause such heavy metal input into the system. Metal
concentration of sediment from BB constitutes baseline data since
there is no previous information of this kind from BB. The highest
value of Pb found in FD probably is associated with the intense
shipping activity although it is one order of magnitude below the
value reported by Amin et al. (1997). The concentration of Pb
found in present work in IZ was five times lower than the value
registered by Amin et al. (1997). Sediments from AC and UP
showed the highest concentrations of Cu and Cd. Unfortunately
there are no existing records about heavy metal in these sites that
allow us to make comparisons. In the case of Cu, values of AC and
UP were below the levels measured by Amin et al. (1996a) in
several sites within Ushuaia Bay. In the previously mentioned
study, non-detectable levels of Cd were found, meaning that the
concentrations of Cd found in the present work would be of
anthropic origin. Further studies are necessary to establish the
real source of Cd. The diminishment of Cu, Zn and Pb concentra-
tion in sediments of Ushuaia Bay could be related to a lower input
coming from the industrial sewages as a consequence of the
economic crisis in 2001 when most electronic industries closed
down their factories and left the area (INDEC, 2005). By
comparing metal concentrations in sediments determined in this
study with the levels found in coastal sediments of other
Argentine coasts (Commendatore et al., 1996; Vazquez, 2005) or
even with other parts of the world (Muniz et al., 2004; Lee et al.,
1998), it can be observed that concentrations are in the same
order of magnitude or even below. Results found during this study
for Cu, Zn and Pb are within the ranges reported as background
values for uncontaminated coastal and marine sediments
(Cobelo-Garcia et al., 2005; Cobelo-Garcia and Prego, 2003). The
significant correlation coefficient between concentrations of Cu,

Zn and Fe in sediments indicated that these metals might have
come from the same natural source.

Data presented in this paper demonstrate that mussel Mytilus
edulis chilensis from Ushuaia Bay in the period assayed accumulated
mainly Fe and Cu in digestive gland and Zn in gill. It has been
suggested that metal concentration in gill and digestive gland can be
used to estimate dissolved and particulate exposure of metals,
respectively (Fisher et al., 1996). Then, Fe and Cu could be taken up
bound to particulate material and Zn in soluble form. Pb and Cd
concentrations were similar in both tissues. The same tissue
distribution of Fe, Cu and Zn was found in Mytilus galloprovincialis
by Regoli and Principato (1995), but they found higher concentra-
tions of Pb in gill. Also in M. galloprovincialis, Irato et al. (2003)
measured higher concentrations of Fe and Cd in digestive gland,
while they did not find selective patterns of accumulation for Cu and
Zn. Regoli (1998) found high Fe and Cu accumulation in digestive
gland, meanwhile Pb and Zn did not show a specific target organ.
The levels of metals accumulated by M. edulis chilensis were similar
to those obtained by Gil et al. (2006) in mussel Mytilus edulis from
various sites of the South of Argentina. Many researchers have
evaluated bioaccumulation of heavy metals in various bivalves
reaching diverse results in different organs and species. Results are
difficult to compare because responses differ among species, threats
differ among metals, and environmental influences are complex
(Luoma and Rainbow, 2005).

Despite the variation found between the study sites, the
overall pattern was constant at all sites. The order of magnitude of
accumulation at all sites was Fe > Zn > Cu > Pb > Cd. Although BB
showed the highest levels of Fe, Cu and Zn in fine sediment,
except for Zn that was accumulated in gill, the other metals were
not accumulated by mussels from BB. FD was the site with the top
rates of incorporation of Cu and Zn in gill. We measured the
highest accumulation of Fe in digestive gland at I1Z, UP as well as
at FD. Maximum values of Cd were found in mussels transplanted
to AC and UP, precisely where we registered the highest
concentration of Cd in sediment. Under oxic conditions, Cd is a
labile competitor in adsorption on metallic oxyhydroxides.
Therefore it is probable that dissolved forms are predominant
and bioavailable to be incorporated by the biota (Bewers et al.,
1987). Considering that there is no industrial or mineral source in
the proximities of AC and UP, Cd would be of natural origin. Apart
from possible natural differences such as geochemical composi-
tions of sediment, the observed site-specific concentration
differences may be caused by anthropogenic sources. One possible
source of metal, besides the natural one, constitutes the several
metallurgic industrial and urban sewages that reach the coastal
waters without treatment (Esteves and Amin, 2004 ). Metals could
be transported from IZ southeast along the southern coast by the
counter-clockwise current arriving to AC and UP.

There were no significant correlations between total metal
concentrations in sediment and mussel tissue levels in this study,
as it has been shown in other works (Hickey et al., 1995;
Gundacker, 1999; Beiras et al., 2003). The absence of relationships
between mussel tissue and sediment concentrations suggests that
differences in bioavailability may be influenced markedly by local
site conditions (Hickey et al., 1995). Sediments are known to act
as ‘traps’ for pollutants and to reflect rather long-term contam-
ination, whereas suspended matter and filtrate concentrations
vary due to local metal emissions, quality and quantity of
suspended materials, as well as physicochemical parameters
(Salomons et al., 1995).

CAT has biological importance due to the fact that HO, is the
main cellular precursor of the hydroxyl radical (HO ™), which is a
highly reactive and toxic form of ROS. The removal of H,0; by this
enzyme is an important strategy of marine organisms against
oxidative stress (Regoli et al., 2002). The enhancement of the CAT
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activity observed at all sites compared with reference site
confirms the presence of an oxidative stress that may affect
mussels throughout the Ushuaia Bay. The highest activity of CAT
was measured in the digestive gland being the values similar at all
stations within Ushuaia Bay. The higher response in digestive
gland compared to that in gill and mantle tissues is in agreement
with other studies on bivalves transplanted to coastal waters
(De Luca-Abbott et al., 2005; Box et al., 2007). CAT activities
measured in this work were higher than those reported by
Giarratano and Amin, 2008 in mussels transplanted to the same
sites within Ushuaia Bay but in summer season. The same
seasonal differentiation was found in mussels Perna viridis
(Lau et al., 2004) and in Mytilus galloprovincialis (Santovito et al.,
2005). One possible explanation is that the water temperature is
the lowest in winter and the solubility of oxygen increases. This
condition implies a high probability of ROS formation in cells
influencing the higher CAT activity (Santovito et al., 2005).

Several studies have evidenced that lipid peroxidation
increases in tissues of different species of aquatic organisms,
as a result of being exposed to environmental pollutants
(Almeida et al., 2007). Lipid peroxidation corresponds to reactions
in chain that can be induced by transition metals such as Cd, Cu,
Fe and Pb in mussels (Almeida et al., 2004; Viarengo et al., 1990).
During these reactions, various compounds are produced such as
malondialdehyde (MDA) and 4-hydroxynonenal (HNE), both able
to bind to proteins and to form adducts. Indeed, these compounds
react in a spontaneous way with cysteines of proteins and with
glutathione (Manduzio et al., 2005). An increment in MDA
concentration was found at all sites, being higher in gill and
digestive gland than in mantle. Box et al. (2007) neither evidenced
significant differences in MDA concentration between digestive
gland and gill. We measured a progressive increment at IZ and FD,
meanwhile a late and lower increment was registered at AC at
week 4 of exposure. The depletion of MDA levels measured at
week 4 of exposure in digestive gland at UP and at IZ could be
related to the diminishment of Cu and Fe accumulated in the
organ mentioned above in these two sites. The depletion of MDA
levels could also be related to a faster transformation of MDA to
other metabolites at UP and IZ rather than in the other three sites.
Another possible explanation is that other antioxidant parameter
than those measured in this study, such as the tripeptide GSH,
could ensure protection and compensation for the above deple-
tion (Santovito et al., 2005). Levels of MDA registered in this study
are similar to those reported by Giarratano and Amin (2008) for
summer season, who did not find a clear differentiation among
tissues. There is an inverse correlation between MDA content and
the activity of catalase suggesting its importance in protecting the
cell from membrane damage. In fact an effective CAT control will
end up with a low MDA level and vice versa (Lau and Wong,
2003). The enzyme efficiently prevented lipid peroxidation by
neutralizing oxyradical leading to low TBARS concentration at AC
and UP. However, in this study, correlation between MDA and CAT
was not found.

Natural stress and stress related to pollution are often linked
with reduced growth rates (Dame, 1996) and with changes in
biochemical composition, specifically in fractions that involve
changes in the cycle of accumulation and use of energy reserves
(Smolders et al., 2004). Seasonal biochemical and energy storage
cycles in marine bivalves are closely related to reproductive
activity. Seasonal metabolic activity in molluscs results from
complex interactions among food availability, environmental
conditions and gametogenic cycle (Dridi et al., 2007). In this
study, an increment in total lipid content was registered at all
sites of Ushuaia Bay with respect to Brown Bay. Only in UP total
lipid content kept constant with time, but increased along
exposure time in the other sites. PCA results revealed that total

lipid content was directly related to nutrients. Additionally,
although chlorophyll-a concentrations at all sites of Ushuaia Bay
were relatively low, they were greater than the value measured at
Brown Bay. Levels of nutrients in Ushuaia Bay were higher than in
Brown Bay too. When present study was carried out in august,
mussels would be starting gametogenesis (Gray et al., 1997).
Probably lipid content would continue increasing until late spring
(November-December) when mussels reach their phase of high-
est ripeness (Gray et al.,, 1997) likely associated to a superior
availability of phytoplankton and warmer temperature. In the
same sense, Lomovasky et al. (2004) found in clam Eurhomalea
exalbida, also from Beagle Channel, the highest lipid content in
September (spring) and January (summer). E. exalbida was
characterized by an important spawning event in November,
followed by a quick recovering in summer with the presence of
ripe gonads in the rest of the year (Morriconi et al., 2002). In
Pacific oyster, Crassostrea gigas, lipids were also accumulated in
gonads during the period of maximum ripeness (spring) and
decrease in summer. During autumn, the increment of lipids
appeared to be related to the available food in association with an
increment in the chlorophyll-a concentrations (Dridi et al., 2007).

Mussels that experience a life period in urban influenced areas
are exposed to a complex mixture of pollutants and they are forced
to spend a great part of their energy budget in detoxification
processes and maintain homeostasis to the detriment of body
growth and gonad production (Pampanin et al., 2005). The condition
index has been used as an estimation of the physiological condition
in mussels (Smolders et al., 2004; Pampanin et al., 2005). It is a
parameter strongly linked to the availability of food resources and
the quality of the diet (Mourgaud et al., 2002). The low value of
condition index is related to reproductive phase (mussels with
empty gonads after the spawning) and/or to adverse environmental
conditions like presence of pollutants, scarce food availability or
changes in temperature (de Zwaan et al, 1995; Damiens et al.,
2007). During the present work condition indexes of transplanted
mussels were similar among stations, and compared to those
belonging to the farm indicated similar water trophic conditions and
reproductive phase. Perhaps the differences in the availability of
nutrients found between Ushuaia Bay and Brown Bay are so small
that cannot affect the condition index. It is also possible that a period
of 4 weeks may not be enough time to appreciate an effect over the
condition index of transplanted mussels.

Biological responses measured at stations IZ and FD were related
with the proximity to discharge points of domestic and industrial
sewages and contaminants (Esteves and Amin, 2004). Despite that
AC and UP were considered to be relatively low contaminated sites
due to the distance to local points of discharges from Ushuaia city,
they also showed increments in the biochemical markers studied in
concordance with previous researches made in the same area
(Giarratano et al., 2006; Giarratano and Amin, 2008). This could be
associated to the existing counter-clockwise water circulation
within Ushuaia Bay (Balestrini et al., 1998) that could transport
the urban and industrial sewages generated by Ushuaia city until far
sites such as AC, UP or even farthest.

In this sense, the PCA proved an easy and useful tool to summarize
the obtained results, also able to classify the sites indicating different
physicochemical conditions on each study area. IZ and FD are located
nearer to the urban influences and grouped together, while AC and UP
are the most away sites from the city influence and constituted
another group, both groups separated from the reference site.

5. Conclusions

As a whole, the biological and chemical results obtained by
transplanting mussels from a reference site to coastal waters of
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Ushuaia Bay suggest that transplanting can be a good strategy for
biomonitoring environmental and urban effects in coastal zones.

An increment in CAT activity and MDA content at all studied
sites in the period assayed confirm the use of these parameters as
early warning biomarkers of oxidative stress, representing
sensitive responses of the mussel antioxidant defense system.
Our results suggest that antioxidant enzyme CAT, especially in
digestive gland and mantle, and LPO levels in gill and in digestive
gland may be considered as good markers of urban pollution, with
a relatively short time response to environmental stressors, as
suggested by the transplantation experiment.

We believe the progressive increment in total lipid content
measured in our experiment represents mainly the reproductive
phase of mussels before spawning and the improvement in available
food supply of Ushuaia Bay. For a better understanding we suggest
that studies in much longer period of time should be carried out in
order to be able to distinguish physiological variations from natural
and anthropogenic stress at least during a whole year.

Metal concentrations in tissue of M. edulis chilensis were not
significantly correlated to sediment concentrations, at least for
the studied areas. Mussels resulted poorly suitable as a heavy
metal indicator tool in this short experiment, may be because the
analysis of total metal concentrations without consideration of
chemical speciation and specific bioavailability. Probably further
investigations that include changes in the distribution of metals
between the dissolved and particulate phases are crucial to
understand the importance of waterborne and dietary exposure
routes and their environmental relevance to metal accumulation
by these filter-feeding invertebrates.

The whole set of data allowed to group the stations as a
function of the chemical data and biochemical responses of
transplanted mussels. These responses suggested the potential
presence of different stressors.
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