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Dinamica tréfica del mesozooplancton en dos sitios del estuario
de Bahia Blanca con diferente nivel de impacto antropico

Resumen

Los organismos zooplanctonicos tienen un rol central en la transferencia de la
materia organica dentro de las redes tréficas marinas y constituyen indicadores Utiles
para evaluar el estado ecologico de un ambiente. La determinacion de las interacciones
tréficas brinda informacién importante para conocer el funcionamiento de un sistema.
Las técnicas moleculares tales como el analisis de acidos grasos permiten dilucidar
relaciones alimentarias e identificar el origen de la materia orgdnica en un ambiente
complejo como el acuatico. El enriquecimiento en nutrientes y en materia organica
causado por la descarga de desechos urbanos e industriales es un fenémeno creciente
a lo largo de las costas. El estuario de Bahia Blanca, localizado al sur de la provincia de
Buenos Aires, es un sistema somero, turbio y eutréfico formado por canales, planicies
de marea e islas cubiertas con vegetacién haléfila. La costa norte recibe los efluentes de
importantes centros urbanos e industriales. La comunidad del mesozooplancton, el
comportamiento tréfico y la composicion de acidos grasos del plancton fueron
estudiados en relacién con el impacto de una de las principales descargas cloacales sin
tratamiento previo de la ciudad de Bahia Blanca en dos periodos climaticos
contrastantes. Los sitios estudiados fueron Canal Vieja, receptor de la descarga cloacal
y localizado en la costa norte del estuario y Bahia del Medio, canal de marea ubicado en
la zona interna-media del estuario. La influencia de la descarga cloacal en el ambiente
estuarino se reflejé principalmente en el contenido alto de nutrientes nitrogenados y
fosfatados disueltos por encima de los valores de enriquecimiento natural. Valores
menores de oxigeno disuelto y de pH en relacion con el sitio control, fueron registrados
en el sitio receptor de la descarga cloacal. Aunque este disturbio no parecié ser
determinante en la estructura de la comunidad mesozooplancténica, en el
comportamiento trofico o en la composicién de acidos grasos, se determinaron ciertas
variaciones. En el sitio control fue observado el patron mesozooplanctonico tipico y
también el consumo sobre las tres fuentes de alimento evaluadas (fitoplancton,
microzooplancton y detrito). El analisis de los acidos grasos proporcioné informacion
relevante para un mejor conocimiento de la trama trofica estuarina. Confirmé el origen
diverso del contenido organico del material particulado del estuario indicando una
contribucién pronunciada del componente detritico proveniente de las marismas.

Evidencié la alta disponibilidad de las diatomeas en la comunidad microplanctdnica por



encima del componente heterotrofico y ratificd que la omnivoria es un comportamiento
tréfico natural del mesozooplancton del estuario mostrando asimismo, el importante rol
que el detrito y los aportes terrigenos desemperian en la dieta del mesozooplancton en
este sistema estuarino. La influencia de la descarga cloacal y de los ambientes
circundantes a la misma (polo petroquimico, arroyo Naposta Grande) se reflejé en Canal
Vieja por el mayor aporte al material particulado en suspensién de bacterias y material
aléctono como restos de cereales y por acidos grasos tipicos de protozoos que
indicarian el desarrollo de ciertas especies en este sitio. El enfoque experimental y el
andlisis de los acidos grasos son herramientas valiosas y utiles para el estudio de las
relaciones tréficas y la determinacidén de aportes aléctonos y autéctonos en este sistema

estuarino altamente dinamico.



Mesozooplankton trophic dynamic at two sites of the Bahia
Blanca Estuary with different degree of anthropogenic impact

Abstract

Zooplankton organisms play a central role in the transfer of organic matter in
marine food webs and are useful indicators for assessing the ecological status of an
environment. Trophic interactions provide important information to understand an
ecosystem functioning. Molecular techniques such as fatty acid analysis allow to
determine feeding relationships and to identify the organic matter source in a complex
environment as the aquatic. Enrichment in nutrients and organic matter caused by urban
and industrial waste is a growing phenomenon along coasts. The Bahia Blanca Estuary,
located in the south of Buenos Aires province, is a shallow, turbid and eutrophic system
formed by channels, tidal flats and islands covered by halophytic vegetation. Its north
coast receives wastewater of the major urban and industrial centers. The
mesozooplankton community, its trophic behavior and the fatty acid composition of the
plankton were studied in relation to the impact of one of the main untreated sewage from
the Bahia Blanca city in two contrasting climatic periods. The sampling sites were Canal
Vieja, which receives sewage discharge and is located on the north shore of the inner
estuary, and Bahia del Medio, a tidal channel located in the inner-middle estuary. The
influence of sewage in the estuarine environment was mainly reflected in higher content
of dissolved nitrogen and phosphate nutrients above natural enrichment values. Lower
values of dissolved oxygen and pH were also recorded in the sewage impacted site.
Although sewage seemed not to be a decisive disturbance factor in the
mesozooplanktonic community structure, the trophic behavior or the fatty acid
composition, certain variations were determined. The typical mesozooplanktonic pattern
and grazing on the evaluated food sources (phytoplankton, microzooplankton and
detritus) was mainly observed at the control site. The fatty acid analysis provided
relevant information to a better understanding of the estuarine food web. Fatty acid
analysis confirmed the multiple origin of the organic content of particulate matter
indicating the pronounced detrital contribution from the marshes. It showed the high
availability of diatoms in the microplankton community above the heterotrophic
component. It confirmed that omnivory is a natural feeding behavior of estuarine
mesozooplankton also showing the important role detritus and terrigenous contributions
play in the mesozooplankton diet in this estuarine system. The impact of sewage
discharge and the influence of the surrounding environment (petrochemical pole,



Napostd Grande stream) were reflected at Canal Vieja by greater contribution to
suspended particulate matter of bacteria and allochthonous material such as cereal
debris, and typical protozoan fatty acids that would indicate the development of certain
species at this site. The experimental approach and the analysis of fatty acids are
valuable and useful tools for the study of trophic relationships and the assessment of
allochthonous and autochthonous contributions in this highly dynamic estuarine system.
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Capitulo 1

Introduccion general

1.1. Introduccion

1.1.1. El zooplancton en los sistemas marinos

Los organismos animales que viven suspendidos en la columna de agua conforman el
zooplancton. Este grupo es altamente diverso y desempefia una gran variedad de
funciones en los ecosistemas (Richardson 2008). Estos organismos constituyen los
consumidores esenciales en las redes tréficas marinas proporcionando la principal ruta de
transferencia de materia y energia entre los distintos niveles troficos (Buskey 1993, Banse
1995). Mediante la alimentacion, el zooplancton incorpora parte del carbono secuestrado de
la atmosfera por el fitoplancton y lo transporta hacia diferentes profundidades a través de
complejas interacciones tréficas. Asi, vincula los productores primarios y el bacterioplancton
con los niveles troficos superiores como bivalvos, peces, reptiles y mamiferos marinos,
muchos de ellos de interés comercial (Lenz 2000). Ademas de sostener energéticamente a
los mayores componentes del océano, el zooplancton también se relaciona estrechamente
con la comunidad microbiana. Mediante la excrecion y la deposicién de carcasas, exuvias y
pellets fecales, contribuye a la regeneracién de nitrégeno y al flujo de carbono organico
impulsando la produccién bacteriana y fitoplancténica y promoviendo la actividad de
diversos organismos detritivoros (Emerson & Roff 1987, Turner 2002, Frangoulis et al.
2011).

El zooplancton se puede clasificar operativamente de acuerdo con el tamafio en pico-,
nano-, micro-, meso-, macro- y megazooplancton, abarcando desde minusculos
organismos flagelados hasta gigantescas medusas (Fig. 1.1, Sieburth et al. 1978). El
picozooplancton (0,2 — 2 um) comprende a microbios heterotréficos como ciertas cepas
bacterianas (Fuhrman & Hagstrém 2008). El nanozooplancton (2 — 20 um) comprende a los
nanoflagelados heterotroficos consumidores de bacterias. El resto de los protozoos,
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especialmente los ciliados como los tintinidos y los flagelados, conforman el siguiente grupo
denominado microzooplancton (20 — 200 um). Este grupo abarca ademas a los huevos y a
los primeros estadios de desarrollo de los crustaceos plancténicos y a las primeras larvas
del meroplancton o plancton temporario. El nano- y el microzooplancton constituyen las
presas de los consumidores de niveles troficos superiores relacionando la “trama tréfica
microbiana” con la “red tréfica de los metazoos” (Gifford & Caron 2000). El siguiente grupo
operativo, el mesozooplancton (0,2 - 20 mm), incluye a las hidromedusas de pequefio
tamano, los ctenoforos, los quetognatos, las apendicularias, los dolidlidos, los huevos y las
larvas de los peces, los ultimos estadios de desarrollo de los crustaceos plancténicos y las
larvas de mayor talla del meroplancton. Los crustaceos copépodos, los cuales estan
incluidos en esta fracciébn, son considerados el grupo mas numeroso y diverso del
zooplancton marino que, segun algunos autores, conforma la mayor biomasa animal del
planeta (Dirbaum & Kinnemann 1997, Schminke 2007). Debido a su dominancia dentro
del plancton marino y a su funcién ecolégica, los copépodos constituyen un eslabén
fundamental en la trofodinamica de los océanos siendo las principales presas de larvas,
juveniles y adultos de predadores pelagicos (Sautour & Castel 1993). A diferencia de las
demas categorias de tamano, las dos Ultimas agrupan una menor cantidad de especies. El
macrozooplancton (2 — 20 cm) incluye a hidromedusas de mayor talla, sifonéforos,
scifomedusas, ctenéforos, misidaceos, anfipodos, eufausidos y salpas; mientras que el
megazooplancton (20 — 200 cm) abarca unos pocos organismos como las grandes
medusas y los tunicados pelagicos (Lenz 2000).

Por sus multiples funciones ecoldgicas, el zooplancton marino y el fitoplancton, del cual
gran parte se alimenta, promueven la produccion de nueva biota en los sistemas marinos
generando velozmente biomasa que sostiene las tramas troficas en forma recurrente,
proceso impulsado por la ocurrencia ciclica de condiciones ambientales favorables (Boero
1994).
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Femto- | Pico- Nano- | Micro- Meso- Macro- Mega-
PLANCTON (0,02-0,2 ym)| (0,2-2pm) | (2-20 um) | (20 - 200 pm) (0.2-20 mm) (2-20cm) | (20 -200 cm)
Necton Necton | Necton
NECTON (2-20cm) | (2-20dm) | (2-20m)

Virioplancton .-.
Bacterioplancton -_

Fioplancion —
Protozooplancton —

\
Metazooplancton

Necton

- Productores primarios - Consumidores microbianos Consumidores multicelulares

Figura 1.1. Espectro de tamainos de los diferentes grupos taxonémico-tréficos del plancton
(organismos suspendidos en la columna de agua) incluyendo el rango de tamafio del necton
(nadadores activos). Se observa que el mesozooplancton abarca dos 6rdenes de magnitud en

cuanto al tamario. Adaptado de Sieburth et al. (1978).

1.1.2. La transferencia de energia en los sistemas marinos

Las redes tréficas comprenden las interacciones alimentarias que vinculan a
diversos organismos. La incorporacién del alimento dentro de las comunidades es la
principal via de transferencia de materia y energia desde los niveles troficos inferiores hacia
los superiores (Bamstedt et al. 2000). Al estudiar aspectos tréficos, la cuantificacion de los
procesos de alimentacién, se convierte en un factor fundamental para la comprension de

las interacciones existentes entre los organismos en un determinado ambiente.

El flujo de energia en el ambiente pelagico, como en todo ecosistema, involucra a
diferentes componentes bidticos y biogeoquimicos como el detrito, el plancton y numerosas
sustancias disueltas, interconectados entre si a través de diversas vias energéticas. La
importancia particular y general de cada uno de estos componentes dependera del tipo de
ecosistema. Por ejemplo, el detrito, constituido por cualquier forma de materia organica no
viva de origen exégeno (e.g. contribucién terrestre de los ambientes lindantes) y/o
autéctono (e.g. particulas provenientes de la actividad biolégica en el sistema), conforma
una fuente adicional de alimento en los ambientes marinos, siendo el detrito exégeno

particularmente relevante en los ecosistemas costeros (Mann 1988, Chanton & Lewis 2002,

3
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Moore et al. 2004). La vegetacion vinculada a las costas, como las plantas haldfilas,
generan una gran cantidad de biomasa aérea en forma de hojas que al secarse y caer son
colonizadas por hongos y bacterias y degradadas a fragmentos detriticos por los
microorganismos, tanto en la superficie de la marisma como en la columna de agua (Teal
1962). En este proceso, el detrito se convierte en un alimento de mejor calidad nutritiva
para los consumidores ya que esta enriquecido por la biomasa microbiana que le aporta
nitrogeno y fosforo organicos. La “trama tréfica del detrito” revela la importancia de los
microbios en el ciclado de la materia organica y en el funcionamiento de los sistemas

pelagico-marinos (Odum & de la Cruz 1963, Pomeroy 1974).

A partir de los hallazgos que evidenciaron el rol significativo de los microbios
heterotréficos en la productividad de los océanos (revision en Sherr & Sherr 2008), el
concepto de la trama tréfica marina ha ido evolucionando hacia una visibn mas compleja
que relaciona el “enfoque clasico” (autotrofos-herbivoros-carnivoros), extrapolado de
estudios terrestres, con el denominado “anillo microbiano” (microbial loop, Azam et al.
1983) y la “red tréfica microbiana” (Sherr & Sherr 1988). Los componentes multicelulares de
las redes tréficas pelagicas son sostenidos por ambas vias energéticas, la ruta clasica,
desde el fitoplancton de mayor talla, y la microbiana, de los protistas heterotréficos (Sherr &
Sherr 2008, Fig. 1.2).

En la actualidad, la principal teoria sobre el funcionamiento de las redes tréficas
involucra al balance entre los controles top-down (regulacibn desde arriba conocido
también como “cascada trofica”) y bottom-up (regulacién desde abajo), segun desde dénde
provenga mayormente la regulacion de la biomasa de todos los niveles troficos de un
sistema. Una comunidad esta bajo el control top-down cuando la abundancia del predador
regula la densidad de la presa (Hairston et al. 1960, Carpenter et al. 1985); mientras que el
control bottom-up es impulsado por la disponibilidad de los recursos (e.g. nutrientes) que
determinan la magnitud de la producciéon primaria, ejerciendo en consecuencia, una
regulacion de la biomasa total desde abajo hacia arriba en la trama tréfica (McQueen et al.
1986). El control top-down es frecuentemente detectado en las redes tréficas microbianas,
donde los ciliados son los predadores tope, los que a su vez son controlados por los
metazoos. Se relaciona asi la “red tréfica microbiana” con la “clasica”. Ambos tipos de
redes troficas coexisten en todas las areas oceanicas pero la importancia relativa de cada
una varia de acuerdo con la region y la estacionalidad. La “red tréfica clasica” generalmente
predomina en aguas frias eutréficas y en ecosistemas de upwelling mientras que la “red
microbiana” parece ser mas importante en aguas calidas oligotréficas (Lenz 2000). Sin
embargo, en muchos casos, debido a la complejidad del ambiente marino y a la existencia
de oportunidades para las numerosas interacciones de los posibles procesos de control,

4
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desentranar las alternativas de arriba hacia abajo o de abajo hacia arriba, se vuelve inviable
(Valiela 1995).

Fijacion de Carbono

Fitoplancton < 5 pym Fitoplancton > 5 um

mixotrofia_____ 74 ......... AN\ \

Bacterioplancton

Protistas
heterotrofico

bacteriéfagos
= Zooplancton

lisis viral

Reempaquetado del carbono fijado y vias de
recuperacion

vias troficas

------- vias de regeneracion

Figura 1.2. Esquema de las redes troficas planctonicas en el ambiente marino. En gris se
representa la red trofica clasica en la que el fitoplancton de mayor talla es consumido directamente
por el zooplancton y/o a través de la predacién sobre protistas herbivoros. La red tréfica microbiana
comienza con el consumo del fitoplancton de menor tamario (< 5 pm) e incluye al anillo microbiano
(sustancias disueltas y particuladas-bacterias-ciliados) que a su vez se vincula con la ruta clasica. El
fitoplancton < 5 um es accesible para el zooplancton luego de ser “reempaquetado” en componentes

de mayor talla como los protistas. MOD: materia organica disuelta, MOP: materia organica
particulada. Adaptado de Sherr & Sherr (2008).
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1.1.3. El ambiente estuarino

Los estuarios son ambientes costeros semicerrados en donde el agua de mar se
diluye gradualmente con el agua dulce proveniente del drenaje terrestre constituyendo
una regién de transicibn entre la estabilidad ambiental del sistema marino y la
inestabilidad del ambiente limnico (McLusky & Elliott 2004). Factores como la marea, el
drenaje continental y las fuerzas atmosféricas influyen fuertemente en la dindmica de los
estuarios promoviendo una gran variabilidad espacial y temporal en la columna de agua
en términos fisicos y biogeoquimicos (Marques et al. 2006). Por su naturaleza turbulenta
que promueve un rapido ciclado de los recursos, el alto contenido de nutrientes y la
accion de distintos productores primarios (e.g. vegetacion emergente, algas benténicas
y planctoénicas, perifiton y vegetacion sumergida), los estuarios constituyen uno de los
ecosistemas naturales mas productivos del planeta (Odum 1971, Whittaker & Likens
1975). Esta propiedad se refleja en las altas abundancias y biomasas de su biota
plancténica, bentbnica y nectdnica que los convierte en excelentes ambientes de
alimentacion y cria para diversas especies animales, muchas de ellas de importancia
comercial (Correll 1978, David et al. 2006). La combinacién de organismos que habitan
los ambientes estuarinos dependera de la compleja interaccidon entre los factores que
actian en la columna de agua. Particularmente para el plancton, la temperatura y la
salinidad son los factores no biol6gicos mas trascendentes en la regulacion de su
distribucion en los estuarios, debido a las significativas fluctuaciones espaciales y
temporales a la que estos ambientes estan generalmente sometidos (Laprise & Dodson
1994, Cervetto et al. 1999, Marques et al. 2007). De acuerdo con la adaptabilidad de las
especies, se encontraran a lo largo del continuo mar-continente, formas marinas que
entran al estuario desde el mar y estdn usualmente limitadas a regiones influenciadas
por el mismo, especies estuarinas endémicas que pueden vivir en un rango amplio de
temperatura y salinidad y especies dulceacuicolas vinculadas a las zonas influenciadas
por el drenaje continental.

Ademas de la complejidad y variabilidad ambiental intrinseca, los estuarios estan
generalmente expuestos a un fuerte impacto antrépico, lo que anade otra fuente de
variacion a la dinamica de estos sistemas (Valiela 1995). Una de las consecuencias del
desarrollo humano mas comunmente registradas en los sistemas costeros es la adicion
de nutrientes y materia organica o eutrofizacion, fendbmeno considerado uno de los mas
importantes agentes de cambio en la estructura y el funcionamiento de las comunidades

acudticas costeras (Nixon et al.1986, McClelland et al. 1997).
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1.1.4. La perturbacion antrépica en los sistemas costeros

Los estuarios y otros ambientes costeros representan en el mundo los sitios de
descarga de los efluentes provocados por el desarrollo urbano e industrial (Valiela
1995). La comprension de cdémo los ecosistemas costeros responden a las
perturbaciones antrépicas es critica para el manejo de los recursos. Estudios ecoldgicos
recientes que evaluaron el impacto de las actividades antropogénicas en el
funcionamiento de los ecosistemas costeros, han identificado al plancton como un
indicador util para evaluar el estado ecolégico del ambiente (Conley 2000, Beaugrand
2005). La eutrofizacién costera ha sido amplificada por las actividades humanas,
principalmente por la descarga de los desechos urbanos, y ha afectado a los habitats
pelagicos en forma directa (Nixon & Fulweiler 2009). La promocion de las condiciones
de hipoxia, de la turbidez del agua y de la produccién primaria han sido los cambios mas
comunmente asociados con la eutrofizacién (Cloern 2001). Las variaciones en la base
de la red tréfica pueden alterar las interacciones alimentarias y por consiguiente, la
transferencia de carbono hacia los niveles troficos superiores (deYoung et al. 2008). El
seguimiento de los ambientes costeros proporciona informacion valiosa para evaluar la
vulnerabilidad de los ecosistemas por la pérdida del habitat acuatico como consecuencia
directa e indirecta de la actividad humana (Halpern et al. 2007). Dado que los
organismos zooplancténicos tienen un papel central en las redes troficas marinas
relacionando la variabilidad ambiental con la ecoldgica, se los ha postulado como
indicadores adecuados de los cambios en el estado de los ecosistemas ocednicos,

incluyendo las modificaciones causadas por la eutrofizacién en los sistemas costeros.

1.1.5. El mesozooplancton del estuario de Bahia Blanca

La comunidad zooplancténica del estuario de Bahia Blanca ha sido estudiada desde
fines de los afos 70. Los antecedentes existentes sobre el mesozooplancton, el
macrozooplancton y el zooplancton temporario del estuario han sido detallados por
Hoffmeyer (2004a), Hoffmeyer & Mianzan (2004) y Hoffmeyer & Cervellini (2004),
respectivamente. Ciertas especies de crustaceos copépodos, larvas de cirripedios y
zoeas de decdpodos constituyen los principales componentes de la fraccion
mesozooplanctonica del estuario (Hoffmeyer 1994, Hoffmeyer 2004a y b). Dentro de
esta fraccion, el copépodo calanoideo Acartia tonsa es la especie dominante a lo largo
del estuario y durante la mayor parte del afo (Hoffmeyer 1983, Sabatini 1989,
Hoffmeyer 2004a y b, Hoffmeyer et al. 2009), registrandose densidades de hasta 37.700
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ind. m™® en los meses de mayores temperaturas (Sabatini 1989). Debido a su alta
frecuencia de ocurrencia e importancia numérica y a su rol como modulador de la
dinamica poblacional fito- y microplanctonica, A. tonsa es considerada un componente
clave en la trama tréfica del estuario (Diodato & Hoffmeyer 2008). Constituye también
uno de los items mas abundantes en la dieta de peces de importancia ecolégica como la
saraquita (Ramnogaster arcuata), asi como un item trofico relevante para juveniles de
peces de importancia econémica regional como la pescadilla (Cynoscion guatucupa) y la
corvina rubia (Micropogonias furnieri), entre otros (Sardifia 2004, Sardifa & Lépez
Cazorla 2005, Lopez Cazorla et al. 2011). Durante los meses frios, cuando las
condiciones ambientales son menos favorables para el desarrollo de A. tonsa
(Hoffmeyer 2004a), otras especies como el copépodo Eurytemora americana y las
larvas nauplii'y cypris del cirripedio Balanus glandula muestran abundancias importantes
en el estuario (Hoffmeyer 2004b, Hoffmeyer & Barria de Cao 2007, Berasategui et al.
2009).

Las especies zooplanctonicas presentan una resistencia relativamente alta a
diversos estresores ambientales provenientes de fuentes de disturbio antrdpico
(Hoffmeyer et al. 2005, Ferrer et al. 2006, Hoffmeyer et al. 2008, Fernandez Severini et
al. 2009, 2010, 2013, Biancalana et al. 2012). Sin embargo, los efectos vinculados a los
impactos antropicos no han sido investigados en relacién con la dinamica trofica del

zooplancton.
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1.2. Materiales y métodos

1.2.1. Area de estudio

El estuario de Bahia Blanca esta situado en una regién templada semiarida, al sur
de la provincia de Buenos Aires sobre la costa Atlantica entre los 38°42’ - 39°25’ de latitud
Sur y los 61°0° - 62°22’de longitud Oeste (Fig. 1.3). Es un estuario de planicie costera
caracterizado por una configuracion espacial en triangulo, que se estrecha a medida que se
acerca al continente, y por la presencia de una red compleja de canales de marea
meandriformes con orientacion NO — SE (Cuadrado et al. 2004). Abarca una superficie
aproximada de 3.000 km? que incluye &reas insulares e intermareales (Melo et al. 2008), de
la cual un 10 % se encuentra cubierta por vegetacion haléfila dominada por las especies
Spartina alterniflora, S. densiflora'y Sarcocornia perennis (Botté et al. 2008, Negrin 2011).
El principal acceso al estuario lo conforma el mayor canal navegable, el Canal Principal,
cuya longitud es de 70 km y su ancho varia desde menos de 50 m en su cabecera a 10 km
en su desembocadura (Melo et al. 2008). En base a las propiedades geofisicas, el Canal
Principal puede dividirse en tres sectores: interno, medio y externo. La zona interna
comprende desde el area de Villarino Viejo hasta Ingeniero White. El sector medio continda
hasta la altura de Puerto Belgrano y el sector externo se extiende desde Puerto Belgrano
hasta la altura de Punta Tejada (Fig. 1.3). En términos generales, el estuario es turbio y
somero (50 - 300 UNT vy profundidad media de 10 m), con una columna verticalmente
homogénea en términos de salinidad y temperatura por el efecto de la marea y los vientos
(Perillo et al. 2001a). El volumen de agua dulce que ingresa al sistema es reducido y
principalmente aportado por la descarga de los arroyos Sauce Chico y Naposta Grande,
con un caudal medio anual de 1,9 y 0,8 m®s™, respectivamente (Perillo & Piccolo 1991) y
por las descargas cloacales provenientes de los principales nucleos urbanos de la region
(caudal promedio estimado de 0,97 m®s™) (Heffner et al. 2003). El sistema esta sujeto a un
régimen de marea semidiurno, con una amplitud de marea de entre 2 y 4 m que se
incrementa desde la desembocadura hacia el interior del estuario. La marea representa la
principal fuente de energia en el estuario y estd condicionada por la geometria de los
canales y la intensidad de los vientos dominantes (Perillo & Piccolo 1991). La zona interna
del estuario presenta una circulacion restringida (velocidades de entre 0,69 y 0,77 m s™)
con baja adveccion y un tiempo de residencia cercano a los 28 dias (Perillo et al. 2001b).
La salinidad varia entre 15,8 y 41,9 (UPS) dependiendo del régimen estacional de
precipitaciones, viento y temperatura, registrandose usualmente condiciones de
hipersalinidad en los veranos secos y calurosos. La temperatura media anual del agua es
de 13 °C, con una media en verano de 23 °C y de 7,1 °C en invierno (Freije & Marcovecchio
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2004). La concentracion de nutrientes disueltos es elevada durante todo el ano,
particularmente en la zona interna del estuario (valores medios de nitrito+nitrato, amonio,
fosfato y silicato de 7,76, 32,32, 1,85 y 80,22 uM respectivamente), disminuyendo
Unicamente en la etapa final del florecimiento fitoplanctédnico, a fines del invierno-principios
de la primavera (Freije et al. 2008). La productividad primaria también es alta,
registrandose, en la cabecera, valores extremos de productividad primaria neta de hasta
300 mg C m*® h™ (Freije & Marcovecchio 2004) y valores de hasta 143 mg C m® d'en la
zona interna-media del estuario (MC L6pez Abbate datos no publicados).
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Figura 1.3. Mapa y ubicacidon geografica del estuario de Bahia Blanca. Se representan en
naranja los centros urbanos asociados al estuario en la costa norte; en celeste, el area de

inundacién en pleamar y en tonos de verde, las planicies y marismas (Fuente: WD Melo).
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El patron climatico tipico de la regién corresponde a seco y templado, con
precipitaciones predominantes en primavera-verano y medias anuales de 489 mm, y
temperaturas medias anuales de entre 14 y 20 °C con estaciones térmicas bien
diferenciadas. Predominan fuertes vientos del sector N - NO con velocidades medias de 6,7
m s’y eventos de 28 m s™" (Piccolo 2008).

La costa norte del Canal Principal estd sometida a una fuerte presion antrépica
(Lam. 1). Refinerias, industrias petroquimicas y cerealeras, fabricas de plasticos vy
fertilizantes descargan diariamente sus efluentes al estuario (Arias et al. 2010, 2011).
Asimismo, los desechos urbanos de la ciudad de Bahia Blanca (301.501 habitantes, INDEC
2010) se vierten al estuario, actualmente sin tratamiento previo, con un caudal medio de
0,75 m® s (Heffner et al. 2003) y aportes estimados de sélidos suspendidos totales de 31 g
hab.” dia™ y de 450 y 127 mg hab.” dia™ de N y P respectivamente (Tombesi et al. 2000).

1.2.1.1. Sitios de muestreo

Los sitios de muestreo escogidos fueron Canal Vieja (CV), como el sitio perturbado,
y Bahia del Medio (BM), como el sitio control (Fig. 1.4 y Lam. Il). Esta eleccién se baso en
investigaciones e informes técnicos cuyos resultados demostraron el impacto negativo del
vertido del efluente cloacal insuficientemente tratado sobre las condiciones fisicas y
bioquimicas del agua del canal receptor (Brezina & Baldini 2008, Tombesi et al. 2000,
Marcovecchio et al. 2004, 2008, 2010); asi como la falta de evidencias de la influencia
cloacal en Bahia del Medio, sitio sefialado como apropiado para el desarrollo de actividades
de acuicultura (Baldini et al. 1999).

CV es un canal paralelo al Canal Principal en su tramo intermedio, ubicado a los 38°
48' 44" de latitud Sur y a los 62°13' 18" de longitud Oeste. Tiene 4,7 km de longitud, 300 m
de ancho y 6,5 m de profundidad (EO Redondo comunicacion personal). CV recibe una de
las descargas cloacales municipales de la ciudad de Bahia Blanca y en condiciones de
marea bajante, aportes provenientes del arroyo Naposta Grande.

BM estd asociado a un sistema particular de canales interconectados, rodeado por
grandes extensiones de marismas cubiertas por la espartina perenne S. alterniflora
(Hoffmeyer & Barria de Cao 2007). Es un canal de marea que se desarrolla en forma
sinusioidal de Oeste a Este a los 38° 50' 41" de latitud Sur y a los 62° 16" 35" de longitud
Oeste. Tiene 5,7 km de longitud, 70 m de ancho y 4,5 m de profundidad media (WD Melo

11
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comunicacion personal). A través de los canales El Alambre y La Lista, BM desemboca en
la region media del Canal Principal (Cuadrado et al. 2000, Ginsberg et al. 2009).
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Figura 1.4. Detalle de la zona interna-media del estuario de Bahia Blanca. Arriba, se sefalan con
circulos los sitios de muestreo: Canal Vieja (CV), receptor de una de las descargas cloacales de la
ciudad de Bahia Blanca y Bahia del Medio (BM), canal de marea no impactado por efluentes

cloacales o industriales. Abajo, ampliacién del drea que abarca las dos estaciones de muestreo

(Fuente: WD Melo).
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1.3. Objetivo general y estructura de la tesis

Teniendo en cuenta el marco conceptual previamente expuesto, el objetivo general
de esta tesis fue evaluar si la existencia de una fuente puntual y permanente de
nutrientes, metales pesados y materia organica aléctona, como es la principal descarga
cloacal de la ciudad de Bahia Blanca, condiciona a la comunidad mesozooplancténica,
ya sea en su (/) estructura, (i) comportamiento trofico y/o (i) composicién de acidos
grasos.

Por otro lado, debido a que la dindmica plancténica del estuario esta fuertemente
regulada por la estacionalidad climatica tipica de la regién (Hoffmeyer et al. 2009;
Berasategui et al. 2009), el criterio empleado fue el de abarcar dos periodos de estudio
contrastantes en términos climaticos: meses calidos (en adelante, verano) y meses frios

(invierno) (Tabla | Anexo).

Los capitulos desarrollados en esta tesis, se centran en cada uno de los propdsitos
mencionados, exponiendo los objetivos y la metodologia utilizada para cumplirlos, los
resultados alcanzados y la discusidbn generada a partir de estos resultados y los
antecedentes disponibles de cada uno de los temas.

13
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Lamina I. Fotografias de la zona industrial y portuaria localizada en la costa norte del Canal
Principal del estuario de Bahia Blanca. (Fuentes: MS Dutto y http:/ecomiradas.wordpress.com
foto izquierda arriba).

14
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Lamina Il. Fotografias de los sitios de muestreo. a), b) y c): Canal Vieja (CV) en verano,
invierno y el area periférica, respectivamente; d), e) y f): idem para Bahia del Medio (BM). En las
fotografias de CV se observa la pluma cloacal (densidad < 1 g ml'1) diferenciada del agua
estuarina. (Fuente: MS Dutto).
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Capitulo 2

Evaluacion ambiental y analisis de la comunidad

del mesozooplancton

2.1. Hipoétesis y objetivos

En el presente capitulo, se plantea el estudio de la calidad ambiental y la
comunidad del mesozooplancton en dos sitios del estuario de Bahia Blanca con
distinto nivel de impacto antropico y en dos periodos climaticos contrastantes. En el
marco de los antecedentes desarrollados se pretendio testear la siguiente hipétesis:

La contribucién aléctona y permanente de materia organica y nutrientes altera
las condiciones bioquimicas y las asociaciones mesozooplanctonicas en relacion con
un sitio control y estas modificaciones son detectables en estaciones del afio
contrastantes a pesar de la variabilidad ambiental promovida por la fuerte influencia
climatica regional.

Para ello, se propusieron los siguientes objetivos:

() Analizar y comparar las caracteristicas ambientales del canal receptor de
una descarga cloacal de la ciudad de Bahia Blanca: Canal Vieja (CV) y de un sitio
control, no impactado por efluentes cloacales: Bahia del Medio (BM), en meses calidos

y en meses frios.

(/) Detectar variaciones en la estructura de la comunidad del mesozooplancton
en los dos sitios de muestreo propuestos y durante los dos periodos climaticos
abarcados.
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2.2. Materiales y Métodos

2.2.1. Diseno de muestreo

Con el proposito de testear la hipotesis planteada, se realizaron diez campanas
de muestreo en los dos sitios propuestos, durante horas diurnas, en verano e invierno
del ciclo 2009 en las siguientes fechas: diciembre 2008 (CV: 11, BM: 15/12/08),
febrero 2009 (CV: 16, BM: 20/02/09), marzo 2009 (BM: 5, CV: 9/03/09), julio 2009 (CV:
27, BM: 29/07/09) y agosto 2009 (CV: 10, BM: 13/08/09) utilizando las embarcaciones
institucionales IADO IIl “Buen dia Sefior” e IADO IV. En cada una de las campanas se

realizaron mediciones in situ 'y se recolectaron muestras biologicas.

2.2.1.1. Trabajos de campo
Registro de las variables ambientales

Se registraron las variables ambientales (pH, oxigeno disuelto -OD, salinidad —
S, temperatura -T y turbidez —Tu) con un sensor multiparametro Horiba® U-10 y se
recolectaron muestras de agua subsuperficial para la posterior determinacién de
carbono organico particulado (COP), nutrientes inorganicos disueltos [nitrito (NOy),
nitrato (NO3), amonio (NH,*), fosfato (PO,*) y silicato (DSi)], clorofila a (Cl a) y
feopigmentos (Feop). Todas las determinaciones quimicas fueron realizadas por
personal técnico del Laboratorio de Quimica Marina del IADO.

Recoleccion del mesozooplancton

Los organismos mesozooplanctonicos se recolectaron mediante arrastres
horizontales subsuperficiales (0 — 2 m) empleando una red de plancton de 200 um de
poro (Lam. lll). En cada uno de los sitios se realizaron cuatro arrastres (arrojando dos
veces consecutivas dos redes idénticas en simultdneo) de 2 minutos cada uno y a
aproximadamente 2 nudos de velocidad. Los arrastres se realizaron durante marea
bajante para favorecer la recepcion de la pluma cloacal en el sitio impactado y debido
a que la abundancia del zooplancton es significativamente mayor en este estado de
marea (Menéndez 2009, Menéndez et al. 2012). Para estimar el volumen de agua
filtrado por las redes, fue colocado un flujometro General Oceanics® en la boca de una
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de las redes que conformaron cada par. El volumen (m®) se calcul6 de acuerdo con la
férmula establecida:

V=axd

donde: a = area de la boca de la red utilizada (1 x r?), d = distancia recorrida obtenida
mediante la multiplicacion de la constante del rotor (0,027) por el nUmero de vueltas

del flujometro (n? inicial — n® final).

Las muestras fueron colocadas en recipientes plasticos de 5 litros de
capacidad con agua del lugar (para ser tratadas como se indica en el Cap. 3) y
posteriormente trasladadas al laboratorio en conservadoras para evitar cambios

bruscos de temperatura, hasta su correspondiente e inmediato procesamiento.

2.2.1.2. Trabajos de laboratorio
Determinacién de clorofila a y feopigmentos

Las concentraciones de clorofila a y feopigmentos (ug I'") se determinaron
segun APHA (1998) basado en el método de Lorenzen & Jeffrey (1980), que consiste
en la extraccion de los pigmentos fotosintéticos con un solvente organico y la lectura
por espectrofotometria. Las muestras de agua (250 ml) se filtraron a través de filtros
Whatman® GF/F (47 mm de didametro y 0,7 um de tamano de poro) que fueron
inmediatamente almacenados a -20 °C hasta su posterior analisis. La extraccién de los
pigmentos se realizd con acetona al 90 % a temperatura ambiente durante 24 h y las
lecturas se efectuaron en un espectrofotometro UV-visible Beckman DU-2 con celdas
de 5 cm de paso éptico a 665 y 750 nm de longitud de onda. Luego, se agreg6 HCI 0,1
M a la celda de lectura, se dejé reposar 1 minuto y se realizaron nuevamente las

lecturas a las mismas longitudes de onda para la determinacion de los feopigmentos.

La cuantificacion de los pigmentos se realiz6 a través de los siguientes

calculos:
Clorofila a (ug ") = 26,7 x v/ V xb (1665- 1 665 a)
Feopigmentos (ug I'") =26,7 xv/Vxb (1,7 x 1 665a- 1 665)

donde: v = volumen de acetona final; V = volumen de muestra filtrada, b = longitud de

la celda (cm), A 665 = lectura de absorbancia a 665 nm — lectura de absorbancia a
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750 nm, A 665 a = lectura de absorbancia a 665 nm con acido — lectura de

absorbancia a 750 nm con acido (blanco).

El limite de deteccion del método es de 0,02 pg I”.

Determinacion de nutrientes disueltos

La concentracion de los nutrientes inorganicos disueltos se determind en
muestras de agua procesadas segun APHA (1998). Se filtraron 250 ml a través de
filtros GF/F y 100 ml de la fraccién disuelta fueron colocados en envases plasticos
previamente acondicionados (Gardolinski et al. 2001) y conservados a -18 °C hasta su
posterior analisis. Las determinaciones de los nutrientes inorganicos disueltos se
realizaron empleando un Autoanalizador Technicon® AA-II expandido a cinco canales
segun los siguientes métodos colorimétricos: nitrito (Grasshoff et al. 1983), nitrato
(Treguer & Le Corre 1975), amonio (Richards & Klestch 1964) descripto por Treguer &
Le Corre (1975), fosfato (Eberlein & Kattner 1987) basado en el método original de
Murphy & Riley (1962), y silicato (Technicon® 1973). Las lecturas se realizaron a una
longitud de onda de 540 nm para la determinacién de nitrito, nitrato y amonio (ya que
su determinacién se realiza sobre nitrito), 885 de longitud de onda para fosfato y 660
nm de longitud de onda para silicato. El limite de cuantificacion de los métodos es de
0,02 pM para nitrito, 0,10 uM para nitrato, 0,01 uM para amonio, 0,01 uM para fosfato
y 1,00 puM para silicato.

Determinacién de carbono organico particulado

La concentracion de carbono organico particulado (COP) se determiné
siguiendo el método descrito por Strickland & Parsons (1968), que se basa en la
oxidacion humeda de la materia organica por dicromato de potasio (K.Cr.O;) en medio
acido. El principio de este método radica en medir la disminucién en la absorbancia del
color amarillo del dicromato (Cr*®) luego de su reduccion a Cr*® por el carbono
organico presente. Se filtraron 250 ml de agua a través de filtros Whatman® GF/F
previamente muflados a 450 - 500 °C durante 30 minutos. Para conservar la muestra,
se le agregaron al filtro 4 ml de sulfato de sodio anhidro (Na,SO,) 0,32 M.
Posteriormente, los filtros fueron plegados, colocados en sobres de papel de aluminio
y almacenados en heladera hasta su andlisis. Las lecturas de absorbancia se
realizaron mediante un espectrofotometro UV-visible Beckman DU-2 utilizando celdas
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de 1 cm de camino 6ptico a una longitud de onda de 440 nm. Para la determinacion de
carbono organico, se utilizé6 una solucion estandar de glucosa y blancos de reactivos,
tratados del mismo modo que las muestras. El calculo se realiz6é en base a la siguiente

ecuacion:
ngC=ExFxv

donde: E = extincion corregida para la absorbancia del Cr trivalente expresada como:
E = 1,1 x E obs, F = factor dado por la expresiéon: F = 120/Ec; siendo: Ec = extincion
media corregida de tres patrones, v = volumen de oxidante usado (ml).

El contenido de carbono se expresé como pg I'. El rango cuantificable del
método es de 10 a 4.000 pg I”.

Andlisis de las muestras de mesozooplancton

El mesozooplancton recolectado fue analizado cualitativa y cuantitativamente
bajo una lupa binocular Wild M5. La identificacién se realiz6 utilizando literatura
taxondémica especifica (e.g. Boltovskoy 1981, 1999, Hoffmeyer 1983, Sabatini 1987,
Young 2002) procurando alcanzar el menor nivel taxonémico posible. En los casos en
que fue necesaria la diseccion o la extraccién de apéndices para la determinacion
taxonémica, éstos se montaron en un portaobjetos con glicerina gelatinada y se
observaron bajo microscopio Zeiss-Jena Laboval y Zeiss Standard. La abundancia
(ind. m®) se determiné a través de conteo total o por alicuotas dependiendo de la
densidad observada en cada muestra, usando en este Ultimo caso, cdmaras de
recuento de acrilico tipo Bogorov (Harris et al. 2000). El recuento por alicuotas
consistié en la dilucion de la muestra en 250 ml de agua de mar filtrada (a través de
filtros GF/F) y la extraccion de cinco alicuotas de 5 ml cada una (volumen total
submuestreado: 10 %) (Boltovskoy 1981). La muestra se homogeneizd previamente a
la extraccién de cada una de las alicuotas, las que fueron analizadas de a una por vez.
La abundancia fue determinada a través de recuentos totales (en el caso de las
muestras correspondientes a los meses de marzo, julio y agosto) y de recuentos por
alicuotas (en el caso de las muestras de diciembre y febrero), de acuerdo con la

densidad observada a priori en las mismas.
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2.2.2. Analisis estadistico

2.2.2.1. Andlisis univariado

Con el propésito de realizar un analisis comparativo exhaustivo, se utilizaron
diferentes indices ecoldgicos para estimar la diversidad especifica en los dos sitios de
muestreo durante el periodo estudiado. La diversidad especifica es un atributo de la
comunidad que resulta de un conjunto de interacciones entre las especies de un lugar
y relaciona dos aspectos: riqueza, numero de especies presentes en la comunidad, y
equitatividad, distribucién de la abundancia entre las especies de la misma. La
equitatividad sera maxima cuando todas las especies presenten abundancias idénticas
(perfecta homogeneidad) y minima, cuando una sola especie domine por sobre las
demas (Margalef 1974, Magurran 1988). La riqueza de especies fue calculada con el
indice de Margalef (d) (Margalef 1958) que es independiente del tamano de la
muestra, mientras que la equitatividad se midi6 a través del indice de Pielou (J’)
(Pielou 1969). La diversidad, como valor Unico que combina ambos parametros
(riqueza especifica y equitatividad), se estimé mediante el indice de Shannon-Wiener
(H’) (Shannon & Weaver 1949). Este indice mide el grado promedio de incertidumbre
en predecir a qué especie pertenecera un individuo escogido al azar de una muestra
en la que todas las especies estan representadas. Por lo tanto, tendera a cero cuando
la muestra contenga sélo una especie y sera maximo cuando todas las especies estén
representadas por el mismo numero de individuos, es decir, cuando la comunidad
presente una distribucion equitativa de las abundancias (Magurran 1988). Estos
indices fueron calculados mediante el sofiware PRIMER-E® 5, a través de las

siguientes férmulas:
d=(S-1)/log N
J=H/log S

H'= -2 [pi (logz pi)]

donde: S = numero total de especies o taxones, N = numero total de individuos
observados, pi = proporcion de la especie o taxén j en la muestra.

Todas las variables ambientales y bidticas registradas y los indices calculados
fueron graficados y comparados entre los sitios de muestreo y entre los periodos
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abarcados. Debido al rechazo de los supuestos de normalidad y homoscedasticidad
aun luego de aplicar transformaciones adecuadas [logi, para datos fisicoquimicos y
raiz cuarta o logio (X + 1) para valores de abundancia] (Clarke & Warwick 1994), se
aplicéd el test no paramétrico de Mann-Whitney (Sokal & Rohlf 1999) con un nivel de
significacion de 0,05. El software estadistico utilizado fue NCSS® 2007.

2.2.2.2. Analisis multivariado

Para detectar relaciones entre las variables ambientales y su asociacién con
los sitios de muestreo, se aplico el andlisis de ordenacion de componentes principales
(ACP) utilizando el software XLStat Addinsoft 2010®. El principal objetivo que persigue
el ACP es la representacion de las medidas numéricas de varias variables en un
espacio de pocas dimensiones donde se puedan percibir relaciones entre las mismas.
Las variables fueron previamente estandarizadas (z score) y expresadas en unidades
de desviacion tipica para homogeneizar el conjunto de datos y permitir el analisis
adimensional, es decir, independiente de las unidades de cada variable. Para esto, se
dividié la diferencia de cada valor con respecto a la media, por su desviacion estandar
(z = x — x/DE). Los sitios de muestreo fueron incluidos como una variable
suplementaria para determinar su disposicidn espacial en relacién con las variables
consideradas. Los indices de diversidad, la abundancia total del mesozooplancton y la
abundancia de las principales especies de acuerdo con la abundancia registrada
(Acartia tonsa, Neohelice granulata y Balanus glandula) fueron examinados en cuanto
a su correlacion con las variables ambientales. Se mantuvieron los dos primeros
componentes principales (CP1 y CP2) ya que explicaron una proporcion significativa
de la variacion total observada. La distribucion de las variables fue representada en un
espacio bidimensional. La clorofila a fue excluida del analisis debido a su muy baja
contribucién para los dos primeros ejes.

Con el fin de representar la comunidad estudiada y determinar grupos
internamente homogéneos y heterogéneos entre si, de acuerdo con la abundancia de
los taxones mesozooplanctdnicos registrados, se aplicd el andlisis de conglomerados
(cluster) por el método jerarquico (Clarke & Warwick 1994). Luego, los grupos hallados
fueron dispuestos espacialmente a través de un andlisis de escalamiento
multidimensional no métrico (non-metric Multi-Dimensional Scalling, MDS) de acuerdo
con la similitud entre las muestras. La bondad de ajuste de este método de ordenacion

se calcula mediante un valor de stress que es una medida de la distorsion entre las

22



Capitulo 2 — Evaluacién ambiental y analisis del mesozooplancton

similitudes y las distancias en el mapa de ordenacién. El objetivo de este analisis es
construir una configuracion de ordenacién que minimice el stress aproximandolo a
cero (ajuste perfecto). Valores de stress superiores a 0,2 se asocian con malos
ajustes. Ambas técnicas, clustery MDS, se basaron en matrices triangulares utilizando
el indice de similitud de Bray-Curtis sobre una matriz de datos de abundancia (datos
biéticos) (Clarke & Ainsworth 1993) transformada por raiz cuarta con el fin de mejorar
la contribucién de los taxones menos abundantes (Clarke & Warwick 1994). La
abundancia de las especies que contribuyeron a la diferenciacién de los sitios fue
representada en la ordenacién MDS con circulos superpuestos de tamafo creciente
segun la abundancia registrada (a mayor abundancia, mayor diametro de los circulos).
Para examinar la contribucién de cada taxén a la similitud dentro de un grupo y a la
disimilitud entre los grupos (en la escala temporal), se aplicé el analisis de similitud
porcentual (Similarity Percentages, SIMPER) utilizando el indice de similitud de Bray-
Curtis. Para determinar las variables ambientales que mejor explicaran el patrén de la
comunidad, se realiz6 un analisis BIOENV incluyendo las dos matrices: la matriz de
similitud de los datos ambientales basada en distancias euclideas (Clarke & Ainsworth
1993) y la matriz de similitud de los taxones. Los datos ambientales se transformaron
mediante logaritmo (Clarke & Warwick 1994). Se aplicd un andlisis de similitudes
(Analysis of Similarities, ANOSIM) para detectar diferencias significativas entre los
grupos discriminados. Se utilizé el software PRIMER® 5 para realizar estos andlisis.
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2.3. Resultados

2.3.1. Condiciones ambientales y parametros bioticos

Los sitios analizados se diferenciaron entre si en varios aspectos ambientales y
biodticos a lo largo de las estaciones climaticas estudiadas. La variacién intraestacional
en cada sitio de las variables registradas y de los indices calculados se muestran en
las Fig. 2.1 y Fig. 2.2, respectivamente; mientras que las comparaciones entre las
estaciones climaticas y entre los sitios se detallan en la Tabla 2.1.

Al comparar los sitios entre si, se detect6 en BM durante ambas estaciones
climaticas, valores de pH y de concentracion de oxigeno disuelto significativamente
mayores que en CV (Tabla 2.1). Por otro lado, durante el invierno, la salinidad y la
turbidez fueron significativamente mayores en BM, mientras que la temperatura fue
significativamente mas elevada en CV en comparacién con BM (Tabla 2.1). Excepto la
concentracion de silicato, que presenté valores similares en ambos sitios, la
concentracion de los demas nutrientes (nitrito, nitrato, fosfato y amonio) fue
significativamente mas elevada en CV que en BM en las dos estaciones climaticas
estudiadas (Tabla 2.1). Durante el verano, la riqueza especifica (d) fue
significativamente mayor en BM y la equitatividad (J') significativamente menor, en
relacion a los valores obtenidos para CV. No se observaron diferencias significativas
entre los sitios en estos indices durante el invierno. Las concentraciones de silicato,
clorofila a, COP, la diversidad (H) y la abundancia del mesozooplancton no
presentaron diferencias significativas entre los sitios en ninguna de las dos estaciones
climaticas estudiadas. La concentracion de feopigmentos fue mas elevada en BM y
significativamente mayor a lo registrado en CV, en el verano (Fig. 2.1d y Tabla 2.1).
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Figura 2.1. Valores medios y desvios estandares de las variables fisicoquimicas y
bioticas registradas en los sitios de muestreo durante los meses de verano e invierno. a)
temperatura (T, °C), oxigeno disuelto (OD, mg I'"), pH y salinidad (S); b) nutrientes inorganicos
disueltos: nitrito, nitrato, fosfato, silicato y amonio (uM); c) carbono organico particulado (COP,
g ") y turbidez (Tu, UNT); d) clorofila a (Cl a, ug I'") y feopigmentos (Feop, pg I''). CV: Canal
Vieja, receptor de la descarga cloacal; BM: Bahia del Medio, sitio control.
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Asimismo, se observaron diferencias estacionales en cada sitio de muestreo en
particular (Tabla 2.1). El 59 % de las variables estudiadas presentaron diferencias
estacionales en ambos sitios. Los valores de pH, la temperatura, las concentraciones
de nitrato, silicato, amonio, COP, la abundancia del mesozooplancton y la diversidad
(d, H’, J) fueron significativamente diferentes entre el verano y el invierno tanto en CV
como en BM (Tabla 2.1). De estas variables, el pH, la concentracion de amonio y los
indices de diversidad fueron méas elevados durante el invierno, mientras que las

variables restantes lo fueron en el verano (Figs. 2.1ay b, 2.2 y Tabla 2.1).
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Figura 2.2. Valores medios y desvios estandares de los indices de diversidad y de la
abundancia del mesozooploancton en los sitios de muestreo durante los meses de
verano e invierno. Ab_mesoz: abundancia del mesozooplancton (ind. m'3), d: indice de
Margalef, J': indice de Pielou, H': indice de Shannon-Wiener (bits ind.'1), CV: Canal Vieja,

receptor de la descarga cloacal; BM: Bahia del Medio, sitio control.

Por otro lado, en CV, los valores de concentracion de nitrito y de turbidez
fueron significativamente mayores en el verano; mientras que en BM, se hallaron

valores més elevados de fosfato y clorofila a en el verano y de salinidad en el invierno.
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No se encontraron diferencias significativas entre las estaciones climaticas en CV en la
salinidad y en las concentraciones de oxigeno disuelto, fosfato, clorofila a y
feopigmentos, como asi tampoco en la turbidez y en las concentraciones de oxigeno

disuelto, nitrito y feopigmentos, en BM (Tabla 2.1).
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2.3.2. Composicion y abundancia del mesozooplancton

La clasificaciéon taxonémica de los organismos registrados durante todo el
periodo estudiado en ambos sitios de muestreo, se detalla en la Tabla 2.2. Durante el
presente estudio, se registraron e identificaron 51.572 organismos que
correspondieron a 68 taxones y a 11 filos diferentes (Tabla 2.2). De éstos, 4 taxones
fueron citados por primera vez para el mesozooplancton del estuario de Bahia Blanca

(sefialados con *en la Tabla 2.2).

En términos generales, los crustaceos fueron el grupo dominante abarcando el
99 % de la abundancia total y dentro de éstos, los grupos mas diversos fueron los
copépodos y los decapodos, representados por 34 y 7 taxones respectivamente. De la
totalidad de taxones registrados, 26 (38 %) fueron detectados en los dos sitios, tanto
en CV como en BM; mientras que 13 (19 %) fueron exclusivamente registrados en CV
y 19 (28 %) en BM. Durante el periodo estudiado y en los dos sitios de muestreo, unos
pocos taxones presentaron abundancias relativas mayores al 1 % (Tabla 2.3). Las
especies restantes, cuyas abundancias no superaron el 1 % de la abundancia total
registrada, fueron agrupados en “otros taxones” y comprendié principalmente a
organismos asociados al fondo como especies de copépodos harpacticoideos,
poliquetos y formas meroplanctonicas (Tabla 2.2).
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Tabla 2.2. Mesozooplancton registrado en los sitios Canal Vieja y Bahia del Medio del

estuario de Bahia Blanca durante el periodo de estudio.

Phylum Foraminifera

Foraminifera nn

Phylum Cnidaria
Clase Hydrozoa
Hydrozoa nn
Clase Anthozoa
Orden Ceriantharia
Ceriantharia nn

Phylum Cephalorhyncha
Clase Priapulida
Familia Priapulidae
Priapulidae nn*

Phylum Mollusca
Clase Gastropoda
Gastropoda nn
Clase Bivalvia

Bivalvia nn

Phylum Annelida
Clase Polychaeta
Polychaeta nn*
Orden Spionida
Familia Spionidae
Spionidae nn
Orden Phyllodocida
Familia Syllidae
Syllidae nn
Familia Aphroditidae
Aphroditidae nn

Phylum Nematoda
Nematoda nn

Phylum Chaetognatha
Clase Sagittoidea
Orden Aphragmophora
Familia Sagittidae
Parasagitta (= Sagitta) friderici

Phylum Arthropoda
Subphylum Chelicerata
Clase Arachnida

Orden Acarina
Acari nn

Subphylum Crustacea
Clase Branchiopoda
Subclase Phyllopoda
Orden Diplostraca
Suborden Cladocera
Cladocera nn
Familia Daphniidae
Daphnia sp.
Familia Bosminidae
Bosmina longirostris
Clase Malacostraca
Subclase Eumalacostraca
Orden Mysida

Familia Mysidae
Arthromysis magellanica

Neomysis americana
Orden Amphipoda
Familia Caprellidae
Caprellidae nn

Familia Corophiidae
Corophium sp.

Familia Ischyroceridae
Jassa sp.

Orden Decapoda

Familia Varunidae
Neohelice granulata
Cyrtograpsus altimanus
Familia Pinnotheridae
Austinixa (= Pinnixa) patagoniensis
Tumidotheres (= Pinnotheres) maculatus
Familia Epialtidae

Libinia spinosa

Familia Alpheidae
Alpheus puapeba

Familia Paguridae
Pagurixus (= Pagurus) sp.
Clase Maxillopoda
Subclase Thecostraca
Orden Sessilia

Familia Balanidae
Balanus glandula (Darwin 1854)
Amphibalanus amphitrite
Subclase Copepoda
Orden Calanoida

Familia Acartiidae
Acartia tonsa

Familia Temoridae
Eurytemora americana
Temora turbinata *
Familia Paracalanidae
Paracalanus parvus
Familia Calanidae
Calanoides carinatus
Familia Pontellidae
Labidocera fluviatilis
Familia Clausocalanidae
Clausocalanus sp.

Ctenocalanus vanus
Orden Harpacticoida
Familia Porcellidiidae

Porcellidiidae nn
Familia Ectinosomatidae
Ectinosomatidae nn
Familia Euterpinidae
Euterpina acutifrons
Familia Tisbidae
Tisbidae nn

Tisbe aff. gracilis
Familia Tegastidae
Tegastes sp.

Familia Longipediidae
Longipedia sp.

Familia Miraciidae
Robertsonia sp.
Amphiascus sp.

Delavalia (= Stenhelia) aff. palustris
Familia Nannopodidae

Nannopus aff. palustris
Familia Laophontidae
Heterolaophonte sp.
Familia Tachidiidae
Microarthridion aff. littorale
Familia Dactylopusiidae
Dactylopusia (= Dactylopodia) tisboides
Dactylopusia (= Dactylopodia) sp.
Familia Canthocamptidae
Cletocamptus aff. bermudae
Orden Siphonostomatoida
Familia Pennellidae
Pennellidae nn

Orden Cyclopoida
Cyclopoida nn1

Cyclopoida nn2

Familia Oithonidae

Oithona aff. oswaldocruzi *
Oithona nana

Familia Cyclopidae
Microcyclops sp.
Halicyclops aff. crassicornis
Orden Monstrilloida
Familia Monstrillidae
Monstrilla sp.

Monstrilla helgolandica

Phylum Bryozoa
Superphylum Lophotrochozoa

Bryozoa nn

Phylum Echinodermata
Clase Ophiuroidea
Orden Ophiurida
Ophiurida nn

Phylum Cordata
Subphylum Tunicata
Clase Ascidiacea
Ascidiacea nn
Subphylum Vertebrata
Superclase Pisces

Clase Actinopterygii
Orden Clupeiformes
Familia Clupeidae
Brevoortia aurea (huevos)

* Taxén reportado por primera vez para el
mesozooplancton del estuario de Bahia Blanca

(Fuente: World Register of Marine Species, www. http://www.marinespecies.org/)
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En la Figura 2.3 se representa la abundancia relativa de las principales
especies registradas en los dos sitios y en las dos estaciones climaticas estudiadas.
En el verano, A. tonsa dominé en ambos sitios de muestreo y su abundancia fue
significativamente mayor en BM (92 % de la abundancia total registrada con un
méaximo de 10.869 ind. m®) en relacion a lo hallado en CV durante ese mismo periodo
(55 % con un maximo de 2.649 ind. m*®) (Fig. 2.3a y ¢, Tabla 2.3). La segunda especie
en importancia numérica en el verano fue el decdpodo N. granulata (zoeas), cuya
abundancia fue significativamente mayor en CV donde representd el 33 % de la
abundancia total registrada con un maximo de 2.309 ind. m® (Fig. 2.3a, Tabla 2.3).

" A.tonsa " B. glandula 20, 5%
EN. granulata 1% 2% B A.tonsa 4%
"y o .
5 A. amphitrite 7% B E. americana o
= E. acutifrons EE. acu_tifrons i
®P.parvus . g carinatus 2%
Hotros taxones . Pca” 4%
. parvus
B N. granulata 29
' Hotros taxones \
50»

a b

3% 1%1% %
HA. tonsa 3% EB. glandula
HN. granulata B A.tonsa

= A. amphitrite np, par.vus 5%
B E. acutifrons C. carinatus 2%
®otros taxones RE. acut|fron§ 4%
H. aff. crassicornis
oM. aff. littorale

Longipedia sp.
N. aff. palustris 8%

" Foraminifera
" otros taxones
8%

10%

Figura 2.3. Abundancias relativas del mesozooplancton (%). a) Canal Vieja verano, b)
Canal Vieja invierno, c) Bahia del Medio verano, d) Bahia del Medio invierno.

Otras especies halladas en ambos sitios durante el verano con abundancias
relativas mayores al 1 % fueron el cirripedio Amphibalanus amphitrite y el copépodo
harpacticoideo Euterpina acutrifrons (Fig. 2.3a y c¢, Tabla 2.3). Amphibalanus
amphitrite fue registrado en mayores abundancias en BM mientras que, en este

32



Capitulo 2 — Evaluacién ambiental y analisis del mesozooplancton

periodo, la abundancia de E. acutifrons no fue significativamente diferente entre los
sitios. Al igual que en el verano, en el invierno, el patron de abundancia del
mesozooplancton también estuvo regulado por una sola especie dominante (Fig. 2.3b
y d). Durante este periodo, 13 taxones con una abundancia relativa mayor al 1 %
fueron registrados en total (Tabla 2.3). El cirripedio Balanus glandula dominé en los
dos sitios de muestreo, presentando abundancias similares en ambos sitios (Tabla
2.3). La abundancia relativa de este cirripedio fue de 72 % en CV y de 53 % en BM
(Fig. 2.3b y d).

Otras especies detectadas en los dos sitios durante el invierno fueron los
copépodos E. acutifrons, Paracalanus parvusy Calanoides carinatus, siendo estos dos
ultimos, significativamente més abundantes en BM que en CV. La abundancia de E.
acutifrons no fue significativamente diferente entre los sitios durante el invierno. Otros
taxones con abundancias relativas mayores al 1 % fueron registrados en el invierno en
cada sitio en particular: el copépodo Eurytemora americana, el decapodo N. granulata
y Acari fueron detectados en CV, mientras que Foraminifera y los copépodos
Halicyclops aff. crassicornis, Microarthridion aff. littoralis, Longipedia sp., Nannopus aff.
palustris fueron observados en BM (Tabla 2.3).
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Tabla 2.3. Valores de abundancia (ind. m'3) de los principales taxones
mesozooplanctonicos registrados durante el verano (panel superior) y el invierno (panel

inferior) en los dos sitios de muestreo, Canal Vieja y Bahia del Medio.

CvV BM
Taxon Media + DE Minimo Maximo Media + DE Minimo Maximo P
A. tonsa 854 + 785 165 2.649 3.589 +4.533 41 10.869 0,031
N. granulata 502 + 753 11 2.309 108 £ 117 4 340 0,049
A. amphitrite 26 + 31 0 98 120 + 150 0 363 0,028
E. acutifrons 107 £ 202 0 695 39 +55 0 179 0,312
P. parvus 20+£17 0 51 - - - -
B. glandula 80 +43 22 146 82 +98 11 311 0,231
A. tonsa 1 16 16+£16 3 49 0,172
P. parvus 2 12 12+7 5 28 0,006
C. carinatus 1 11 12+6 7 22 0,002
E. acutifrons 4+5 0 15 6+5 1 15 0,200
E. americana 0 8 - - - -
N. granulata 3+3 0 7 - - -
H. aff. crassicornis - - - 0 12 -
M. aff. littorale — - - 1 25 _
Longipedia sp. - - — 0 13 _
N. aff. palustris - - - + 0 13 -
Acari 4+3 0 9 - - - -
Foraminifera - - - 25 0 14 -

Se detallan las medias + los desvios estandares (DE) y los valores minimos y maximos
registrados. Las abundancias fueron comparadas entre los sitios mediante el test de Mann-

Whitney. Las comparaciones significativas (p < 0,05) se muestran en negrita.

Asimismo, se detectaron diferencias significativas en la abundancia de las
especies registradas en cada sitio de muestreo entre las estaciones climaticas
estudiadas. Las especies A. tonsa, N. granulata y E. acutifrons presentaron
abundancias significativamente mayores en el verano en comparacién con el invierno
(test de Mann-Whitney p < 0,05), mientras que la abundancia de P. parvus no fue
significativamente diferente entre los periodos abarcados (test de Mann-Whitney p <
0,05).
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2.3.3. Analisis multivariado: variables ambientales y bioticas

Los dos primeros componentes principales, considerando las variables
ambientales y las abundancias de las especies mas importantes, explicaron el 61,37 %
del total de la variacion observada. En el grafico bidimensional (Fig. 2.4) se visualiza la
disposicién de las variables y el grado de correlacién entre las mismas. En la Tabla 2.4
se detallan los valores de las correlaciones entre las variables analizadas.

CP1&CP2:61,37%

A. tonsa
’

;f Ab m es%z T
3 I
N CoP DS
?5 -0,25
-0,5
-0,75

-1 -0,75 -0,5 -0,25 0 0,25 0,5 0,75 1
CP 1 (47,70 %)

Figura 2.4. Representacion bidimensional del ACP en el espacio de los dos primeros
componentes principales (CP 1 y CP 2). Entre paréntesis se indica el porcentaje de

explicacion de la variacion total de cada CP.

La abundancia del mesozooplancton y de A. tonsa, el indice de Margalef (d), la
abundancia de N. granulata, el indice de Shannon-Wiener (H’), la abundancia de B.
glandula, el pH y la temperatura contribuyeron, en ese orden, al mayor porcentaje de
contribucién al primer eje (CP1: 47,70 %). La abundancia del mesozooplancton
correlaciond positivamente con la turbidez, la temperatura, la concentracion de nitrito,

nitrato, silicato, COP y las abundancias de N. granulata y A. tonsa (Tabla 2.4); y
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negativamente con el pH, la concentracién de amonio, la diversidad (H’, d, J)) y la
abundancia de B. glandula. Acartia tonsa present6 ademas de la misma tendencia que
el mesozooplancton total, una correlaciéon significativa y negativa con la salinidad
(Tabla 2.4). El patron observado para N. granulata fue similar al observado para A.
tonsa, pero correlacioné positivamente con la concentraciéon de fosfato y no hubo una
asociacion con la turbidez y la concentracion de COP (Tabla 2.4).

Por otro lado, se detectaron correlaciones positivas entre la abundancia de B.
glandula y el pH, la salinidad, la concentracion de amonio y la diversidad (H’, d, J); y
negativas con la turbidez, la temperatura y las concentraciones de nitrito, nitrato,
silicato y COP (Tabla 2.4). La concentracién de oxigeno disuelto y el amonio fueron las
variables que mejor explicaron la variacién absorbida por el segundo eje (CP 2: 13,67
%). Excepto el contenido de silicato, las concentraciones de los demas nutrientes
correlacionaron positivamente con CV, ubicado en el cuadrante inferior derecho (Fig.
2.4), mientras que la concentracién de oxigeno disuelto y la turbidez correlacionaron
en forma inversa con este sitio (Tabla 2.4). La tendencia opuesta present6é BM,
localizado en el cuadrante superior izquierdo (Fig. 2.4 y Tabla 2.4).
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En cuanto al andlisis de cluster, dos grupos mesozooplancténicos
correspondientes al verano y al invierno fueron determinados con un nivel de similitud
del 22 % (cluster Fig. 2.5). Acartia tonsa y B. glandula fueron las especies que
presentaron los mayores porcentajes de contribucion al promedio de similitud en el
verano y en el invierno, respectivamente (SIMPER Fig. 2.5). El porcentaje de
disimilitud entre estos grupos fue determinado por A. tonsa, B. glandula'y N. granulata
(SIMPER Fig. 2.5). Los grupos definidos como verano e invierno fueron
significativamente diferentes entre si (ANOSIM R global: 0,993 p < 0,000) y fueron
discriminados visualmente mediante el método MDS con un stress de 0,08 (Fig. 2.5).
Acartia tonsa y N. granulata contribuyeron a la discriminacién de los sitios debido a los
diferentes valores de abundancia entre los sitios (SIMPER % contrib.: 21,07 y 14,26
respectivamente). La concentracion de oxigeno disuelto, el pH y la temperatura fueron
las variables que mejor explicaron el patrén espacial observado (BIOENV rho: 0,755
Fig. 2.5). Los sitios de muestreo, aunque con un R bajo, difirieron significativamente
entre si al considerarse las variables ambientales estudiadas (ANOSIM R global: 0,299
p < 0,001 Fig. 2.5).
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«— Figura 2.5. Grupos mesozooplancténicos y variables ambientales asociados a los
sitios de muestreo y a las estaciones climaticas estudiadas determinados por los
métodos de analisis multivariados. Los dos grupos mesozooplanctonicos discriminados por
el método de cluster fueron representados mediante un analisis MDS considerando a los sitios
como el factor de discriminacion. La abundancia de las dos principales especies que
diferenciaron los sitios se indicé con circulos superpuestos (A. tonsa: circulos blancos, N.
granulata: circulos grises). Las variables ambientales que mejor explicaron el patrén espacial
fueron determinadas por BIOENV (distancias euclideas) utilizando la matriz ambiental
(transformada con log) y la de abundancias (transformada con raiz cuarta). Los grupos verano
e invierno se muestran al 22 % de similitud (Bray-Curtis), los porcentajes de similitud en cada
grupo y de disimilitud entre ellos asi como las especies que contribuyeron a su discriminacién
fueron determinados por SIMPER. Se encontraron diferencias significativas entre CV y BM y

entre verano e invierno (ANOSIM p < 0,05).
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2.4. Discusion

2.4.1. Variacion ambiental entre los sitios

El canal receptor de la descarga cloacal, Canal Vieja, se diferencié del sitio
control, Bahia del Medio, por variaciones significativas en el comportamiento de
algunas variables fisicoquimicos del agua. Elevadas concentraciones de nutrientes,
por sobre los valores naturales (Freije & Marcovecchio 2004), y menores niveles de
oxigeno disuelto, en relacién con el sitio control, fueron caracteristicas ambientales de
Canal Vieja. Estos resultados coincidieron con estudios locales en los que se asocio la
descarga cloacal con incrementos significativos de nutrientes y niveles mas bajos de
oxigeno en relacion al ambiente circundante (Lara et al. 1985, Barria de Cao et al.
2003, Marcovecchio et al. 2004); asi como con estudios realizados en ambientes
costeros impactados por la descarga de efluentes cloacales (Mateus et al. 2008).

Si bien los valores de pH registrados en este estudio estuvieron comprendidos
dentro del rango de valores naturales para el estuario (Popovich et al. 2008a), fueron
sensiblemente mas bajos en Canal Vieja, difiriendo estadisticamente de los valores
registrados en Bahia del Medio en los dos periodos estudiados. Sin embargo, las
variaciones entre los sitios fueron muy pequenas (del orden de ~0,10 unidades de pH)
sin registros de valores por debajo de siete, por lo que, desde el punto de vista
guimico, no puede hablarse de valores mas acidos de pH en el sitio disturbado, sino
solamente de valores menores. No obstante, estas pequefnas variaciones fueron lo
suficientemente importantes como para que el pH sea sefialado por el analisis
BIOENV como una de las variables responsables de la diferenciacion entre los sitios.

Por otro lado, la temperatura contribuyé a la diferenciacion de los sitios en
especial en el invierno, indicando posiblemente un impacto localizado considerando
una escala temporal corta. La elevada temperatura registrada en Canal Vieja en el
invierno, en comparacion con la registrada en el mismo periodo en Bahia del Medio,
podria estar directamente asociada con dos procesos actuantes en el canal receptor y
sus cercanias: la temperatura del agua del efluente cloacal (Tombesi et al. 2000) que
contribuye al aumento local de esta variable y el impacto de la descarga de agua
sobrecalentada proveniente de la planta termoeléctrica Comandante Piedra Buena
(Hoffmeyer et al. 2005), ubicada a 1.700 m aguas arriba de Canal Vieja. Aunque estos
procesos artificiales de sobrecalentamiento del agua actuan a lo largo de todo el afo,
no se observé una marcada variacion de la temperatura entre los sitios durante el
verano, si bien la mayor temperatura del agua fue registrada en Canal Vieja (25,70
°C).
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En términos generales, fueron detectados valores altos de turbidez y de
concentracion de carbono organico particulado en relacién con otros estuarios (Cloern
1987, Hemminga et al. 1993), reflejando la naturaleza turbia y eutréfica de este
sistema (Perillo & Piccolo 1991, Freije et al. 2008, Popovich & Marcovecchio 2008,
Guinder et al. 2010). Sin embargo y en contraposicién a lo esperado, Canal Vieja no
se asocid con incrementos significativos de turbidez y carbono organico particulado en
comparacion con el sitio control. La significativa disminucion de la turbidez durante el
invierno en Canal Vieja podria responder a cambios locales como los provocados por
el aporte continental. Debido a la marcada estacionalidad regional, la contribucion de
los arroyos disminuye considerablemente en el invierno reduciendo consecuentemente
la resuspension de los sedimentos y la contribucion de detrito a la columna de agua
con respecto a lo observado en el verano, cuando las lluvias son mas frecuentes
(Piccolo 2008). Esto se observé especificamente en Canal Vieja que recibe la
influencia directa del aporte continental a través del arroyo Naposta Grande localizado
en sus inmediaciones, aguas arriba. Este mismo efecto se reflej6 en la salinidad, con
valores menores durante la época de lluvias y valores mayores en el sitio control, el
cual no tiene vinculacién con el aporte continental.

Por otro lado, a pesar de que la clorofila es ampliamente reconocida como un
indicador de enriquecimiento de nutrientes en los sistemas acuaticos (Valiela 1995,
Nixon 1995), la concentracion de clorofila a no estuvo asociada con el contenido de
materia orgénica aldctona y/o con la concentracién de nutrientes en este estudio. Este
resultado concuerda con lo hallado por Barria de Cao et al. (2003) y Marcovecchio et
al. (2004) que determinaron que el patrén de concentracion de clorofila fue equivalente
a lo registrado en sitios cercanos a la descarga cloacal. Como ocurre en otros
sistemas someros y turbios (Cloern 1987, Kocum et al. 2002, Araujo et al. 2008,
Domingues et al. 2011), el fitoplancton no se encuentra limitado por el contenido de
nutrientes sino que es la disponibilidad de la luz en la columna de agua el principal
factor regulador de la productividad primaria en el estuario de Bahia Blanca (Popovich
& Marcovecchio 2008, Guinder et al. 2009).

Como se mencioné anteriormente, en comparacion con otros estuarios, el
estuario de Bahia Blanca es un sistema organicamente enriquecido (Freije et al. 2008)
en el que distintas fuentes autéctonas proporcionan aportes significativos de materia
organica (Popovich & Marcovecchio 2008, Guinder et al. 2009, Negrin et al. 2011). El
contenido de carbono organico particulado mostré un patréon similar al del
mesozooplancton, presentando ambos, méximos valores en el verano y reflejando de
esta forma, el rol crucial del plancton en el flujo energético de este sistema. En
términos de distribucion espacial, las concentraciones de los nutrientes nitrogenados y
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fosfatados, el contenido de oxigeno disuelto y el pH fueron las variables que mostraron
la mayor asociacion con el efecto de la descarga cloacal. Asimismo, la concentracién
de feopigmentos, productos de degradacion de la clorofila e indicadores de la actividad
de pastoreo del zooplancton (Lorenzen 1967, Helling & Baars 1985, Head & Harris
1992), fue mas baja en Canal Vieja, sefialando asi otra variacién detectada entre los
sitios estudiados y otro posible efecto de la descarga cloacal.

2.4.2. Variaciones detectadas en el mesozooplancton

Los resultados obtenidos en el presente estudio son consistentes con los
hallados en investigaciones previas en las que se reporta la tolerancia efectiva del
mesozooplancton del estuario de Bahia Blanca a diferentes tipos de estrés ambiental
(Fernandez Severini et al. 2009, 2010, Biancalana et al. 2012). No obstante ésto y a
pesar de que la influencia climatica fue claramente la principal fuerza reguladora de los
patrones mesozooplanctonicos observados, algunas variaciones posiblemente

asociadas con el impacto de la descarga cloacal fueron registradas.

Si bien la abundancia del mesozooplancton no presenté diferencias
estadisticas entre los sitios, fue mas elevada en el sitio control exhibiendo un méximo
significativo en el verano. Acartia tonsa, la principal especie del mesozooplancton del
estuario (Hoffmeyer 1994, 2004), present6 el maximo de abundancia en el sitio control.
Se conoce que las tasas de crecimiento del zooplancton responden positivamente al
enriguecimiento en nutrientes (e.g. Gismervik et al. 2002). Sin embargo, el desarrollo
de A. tonsa fue significativamente menor en Canal Vieja. Este resultado podria indicar
la contribucién por parte de la cloaca de componentes no favorables para la
reproduccion y el desarrollo de la especie. Ciertamente, estudios previos identificaron
a la descarga cloacal de la ciudad de Bahia Blanca como una de las fuentes mas
relevantes de ingreso de metales pesados al sistema (Marcovecchio et al. 2008,
2010). Aunque A. tonsa tolera niveles elevados de metales pesados en este sistema
(Fernandez Severini et al. 2009, 2013), estos contaminantes influyen negativamente
en la reproduccién de ciertos copépodos, entre los que se incluye el género Acartia, y
subsecuentemente en la viabilidad de sus huevos (Jiang et al. 2007, Mohammed et al.
2010).

Asimismo, los cambios relacionados con el efecto de la descarga cloacal sobre
la calidad del alimento (Pinckney et al. 2001) podria estar restringiendo el desarrollo de
las especies tipicas en Canal Vieja. La diversidad y la disponibilidad del alimento
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afectan el éxito reproductivo de los copépodos del género Acartia (Keppel & Hazzard
2000, Calliari & Tiselius 2005), por lo que la presencia de grupos plancténicos de talla
pequefna en Canal Vieja (Barria de Cao et al. 2003) como fuente de alimento para el
mesozooplancton podria ser uno de los factores asociados al efecto de la descarga
cloacal que limitaria el desarrollo de A. tonsa en ese lugar.

Por otro lado, la contribuciéon continua de materia orgénica al6ctona podria
estimular el desarrollo de poblaciones de organismos detritivoros como el cangrejo N.
granulata, cuyas larvas fueron encontradas en mayor abundancia en el canal receptor
de la descarga cloacal, tanto en el verano como en el invierno. Esto podria indicar que
ciertas condiciones ambientales de este sitio serian favorables para la especie. La
existencia de planicies de marea asociadas a Canal Vieja beneficiarian el
asentamiento de N. granulata. En ecosistemas templados, las poblaciones de N.
granulata presentan un mejor desarrollo en las planicies de marea que en ambientes
de marismas (Silva et al. 2009), tipicos de Bahia del Medio. Por otro lado, y debido a
su reconocida resistencia a los contaminantes, N. granulata ha sido sefialado como un
biomonitor util en este ambiente estuarino (Ferrer et al. 2006, Simonetti et al. 2011).
Seria interesante realizar estudios experimentales que evalluen la supervivencia y el
desarrollo de los estadios larvales de esta especie en relacion con la contribucién de
los desechos provenientes de la descarga cloacal con el fin de analizar el nivel de
adaptabilidad y la confirmacion de su utilidad como especie indicadora de aporte

organico aléctono.

Como ya se ha mencionado, la pronunciada estacionalidad climéatica de la
region ha sido sefalada como el factor principal de la variacién ambiental observada.
En este sentido, la variacion climatica dentro de escalas temporales cortas posee un
rol relevante en la modulacion de la dindmica plancténica en este sistema (Hoffmeyer
et al. 2009, Berasategui et al. 2009). Debido a que el estuario de Bahia Blanca esta
siendo sometido al aporte continuo de desechos cloacales de la region, se necesitan
programas de monitoreo ambiental y biolégico a largo plazo para determinar la
resistencia del sistema a este impacto antrépico y detectar senales tempranas de
disturbio. Asimismo, son necesarias investigaciones que amplien el espectro
plancténico y evallen las respuestas fisiolégicas del zooplancton a contaminantes
derivados de la cloaca mediante bioensayos y experimentacion in situ.
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2.5. Conclusiones

Los sitios estudiados presentaron caracteristicas ambientales diferenciales
entre si. Canal Vieja, el canal receptor de la principal descarga cloacal de la ciudad de
Bahia Blanca, se caracteriz6 por un alto contenido de nutrientes nitrogenados y
fosfatados disueltos, por sobre los valores de enriquecimiento natural del estuario, asi
como por valores menores de oxigeno disuelto y de pH con respecto al sitio control,
Bahia del Medio, durante los dos periodos climaticos abarcados (verano e invierno).
Estas variables ambientales fueron los principales indicadores de la influencia de la
descarga cloacal durante este estudio. Las concentraciones de clorofila a, carbono
organico particulado y silicato mostraron una fuerte variacion entre los periodos
estudiados, no asi entre los sitios, denotando una asociacidon neutral o una
independencia de los efectos de la descarga cloacal en este ambiente naturalmente
eutrofico. El efecto de otras fuentes puntuales de variacién diferentes a la influencia
cloacal, tanto naturales como antropicas (e.g. contribucién fluvial, liberacién de agua
sobrecalentada del sector industrial) parecieron provocar cambios locales en la
turbidez, la salinidad y la temperatura en ambas estaciones climaticas estudiadas.

El mesozooplancton estuvo principalmente representado en ambos sitios por el
copépodo A. tonsa, durante el verano y las larvas nauplii del cirripedio B. glandula en
el invierno, coincidiendo en términos generales con el patrén mesozooplancténico
tipico del estuario y mostrando una clara regulacion climatica por sobre la influencia de
la variacion espacial. Sin embargo, la dominancia estival tipica de A. fonsa se observd
en el sitio control. El decapodo N. granulata (zoeas) present6 abundancias importantes
en el sitio impactado indicando que esta especie detritivora podria verse favorecida
por la contribucion del efluente cloacal asi como por la geomorfologia de este sitio
(e.g. presencia de planicies de marea).

Para detectar sefiales de cambios en las condiciones naturales del estuario,
son necesarios estudios de monitoreo prolongados y sostenidos en el tiempo que
incluyan en la evaluacion ambiental y bioldgica, a este sitio receptor de una de las
principales descargas cloacales sin tratamiento previo de la ciudad de Bahia Blanca.
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Capitulo 3

Comportamiento trofico del mesozooplancton

3.1. Hipoétesis y objetivos

En el presente capitulo se propone analizar el consumo del mesozooplancton en
los dos sitios y periodos ya detallados (Cap. 1 y 2). El comportamiento tréfico del
mesozooplancton se evaluo en relacién con condiciones ambientales diferentes segun
el tipo y contribucién de la materia organica disponible y la estacionalidad abarcada.
En funcién de los conocimientos previos y de los antecedentes disponibles en este
tema, se propuso testear las siguientes hipétesis de trabajo:

Las condiciones ambientales generadas por la contribucion permanente de la
cloaca producen una variacion significativa en la alimentacion del mesozooplancton,
tanto en el verano como en el invierno, debido al desarrollo de presas diferentes en

ese sitio en comparacion con el sitio control.

Como consecuencia de la variacion estacional en la estructura de la comunidad
planctonica, el comportamiento trofico del mesozooplancton es cuantificablemente
diferente entre el verano (comunidad dominada por A. tonsa) y el invierno (comunidad
dominada por E. americana).

El detrito representa una fuente alternativa de alimento para el mesozooplancton
del estuario y su disponibilidad es alta en los dos periodos y sitios.

La incorporacion de detrito a la dieta del mesozooplancton es menor en el canal
receptor de la descarga cloacal debido presumiblemente a la baja calidad del mismo

para los organismos mesozooplanctonicos.
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Para testear las hipotesis planteadas, se propusieron los siguientes objetivos:

(/) Estimar y analizar las tasas de alimentacion y el comportamiento de seleccion
del mesozooplancton sobre los items tréficos disponibles en el ambiente natural
(fitoplancton, microzooplancton y detrito) en el canal receptor de la descarga cloacal y

en el sitio control, en los dos periodos climéaticos considerados.

(i) Evaluar comparativamente entre los sitios y entre los periodos considerados el

comportamiento tréfico del mesozooplancton sobre el alimento natural.
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3. 2. Materiales y Métodos

3.2.1. Diseno de muestreo

Con el proposito de testear las hipétesis planteadas, se realizaron 13
campafnas de campo en ambos sitios de muestreo del estuario de Bahia Blanca
(Cap.1 subseccién 1.2.1.1), durante horas diurnas, en los meses frios y calidos desde
julio de 2008 a agosto de 2009. Las campanas se realizaron en las siguientes fechas:
julio 2008 (CV: 15-16, BM: 22-23/07/08), diciembre 2008 (CV: 11-12, BM: 15-
16/12/08), febrero 2009 (CV: 16-17, BM: 20-21 y 26-27/02/09), marzo 2009 (BM: 5-6,
CV: 9-10/03/09), julio 2009 (CV: 27-28, BM: 29-30/07/09) y agosto 2009 (CV: 10-11,
BM: 13-14/08/09) utilizando las embarcaciones institucionales IADO Il “Buen dia
Senor” e IADO IV. En cada sitio de muestreo, se registraron las variables ambientales
(pH, oxigeno disuelto -OD, salinidad —S, temperatura -T y turbidez —Tu) con un sensor
multipardmetro HORIBA®, tanto al inicio como al final de la experimentacién (Lam. Ill).

Los organismos mesozooplanctonicos destinados a los experimentos de
incubacién in situ, se colectaron mediante arrastres horizontales segun la metodologia

detallada en la subseccion 2.2.1.1 del Capitulo 2.

3.2.2. Trabajos de campo

3.2.2.1. Método de remocién de particulas

Para estimar las tasas de alimentacion de los organismos
mesozooplancténicos, se aplicd el método de remocién de particulas con incubacion in
situ por 24 h (Bamstedt et al. 2000). Este método consiste en la incubacion de
organismos consumidores en botellas con alimento por un tiempo determinado,
midiendo la disminucién de la concentracion del alimento en relacion con la existente
en las botellas controles (sin organismos consumidores) y obteniendo, de esta forma,
una tasa de alimentacién o tasa de filtracion de los organismos incubados (Bamstedt
et al. 2000).

Esta técnica presenta limitaciones metodoldgicas potenciales que incluyen el
estrés de captura, la manipulacién y el confinamiento de los organismos plancténicos,
el apifamiento de los consumidores y la falta de contemplacién de las relaciones
alimentarias entre los niveles tréficos inferiores, entre otros factores, conocidos como
“efectos botella” (Roman & Rublee 1980, Nejstgaard et al. 1997, 2001). Sin embargo,
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actualmente es el Unico método que permite la cuantificacién directa y simultanea de
las tasas de alimentacion sobre grupos planctonicos autétrofos y no autétrofos
(heterétrofos y mixétrofos). Presenta también la ventaja de que mantiene a los
organismos en las condiciones idénticas a las de su ambiente natural ya que son
incubados en el mismo medio del que se extraen y alimentados con el seston natural.
Por las caracteristicas mencionadas, es el método mas simple y méas utilizado en
ecologia trofica plancténica que permite la cuantificacién de la omnivoria (Bamstedt et
al. 2000).

La técnica consiste en tres tratamientos: Inicial, Control y Experimental.

Inicial: Representa la condicion ambiental del medio de incubacién en la etapa inicial
de la experimentacion (t,). A partir de estas botellas, se obtiene la condicidén
experimental inicial (concentracion de pigmentos, nutrientes y materia organica) y la
concentracion inicial del alimento natural (fitoplancton, microzooplancton y detrito). Las
botellas Iniciales no contienen organismos mesozooplanctonicos y no son sometidas al

periodo de incubacion.

Control: Representa la condicién ambiental del medio de incubacion en la etapa final
de la experimentacion (t»4). De estas botellas, se obtiene la condicién experimental
final y la concentracion final del alimento que permite calcular, teniendo en cuenta las
concentraciones en las botellas Iniciales, el crecimiento del alimento sin la presion de
predacién. Las botellas Controles no contienen consumidores mesozooplancténicos y
son incubados en el medio natural por 24 h junto con las botellas del siguiente

tratamiento.

Experimental: Estas botellas contienen a los organismos consumidores
(mesozooplancton) y permiten calcular, junto con lo obtenido a partir de los demas
tratamientos, las tasas de alimentacion de los organismos mesozooplacténicos

incubados en el medio por 24 h.

Las tasas de alimentacion del mesozooplancton se determinan mediante la
comparacion de los valores de abundancia y biomasa de cada tipo de alimento, entre
las botellas Iniciales y Experimentales, teniendo en cuenta el crecimiento del alimento
estimado mediante las botellas Controles.
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3.2.2.2. Aplicacién del método de remocion de particulas

Siguiendo la metodologia empleada por Diodato & Hoffmeyer (2008) se
extrajeron, mediante un biddn plastico, 40 litros de agua subsuperficial para ser
utilizados como alimento natural y medio de incubacién (indicado como AN). El agua
fue homogeneizada cuidadosamente con un cucharén plastico y utilizada para llenar
todos las botellas por filtracion reversa a través de una malla de 135 um y sifoneo por
gravedad, con el propésito de evitar adicionar organismos mesozooplancténicos a las
botellas tratadas (Lam. Ill). Todos las botellas fueron llenadas hasta su maxima
capacidad, cerradas y selladas con cinta Parafiim® para evitar la formacion de
burbujas que pudieran causar turbulencia y afectar negativamente a los organismos
microzooplancténicos delicados como los ciliados desnudos y los flagelados (Bamstedt
et al. 2000).

Para la realizacibn de esta técnica, se utilizaron 12 botellas de plastico
transparente de 3 litros de capacidad con tapa a rosca. Cada tratamiento consté de

cuatro réplicas constituyendo cuatro series:

a) Inicial 1 (I1), Control 1 (C1), Experimental 1(E1)
b) Inicial 2 (12), Control 2 (C2), Experimental 2 (E2)
c)

)

d

Inicial 3 (I3), Control 3 (C3), Experimental 3 (E3)
Inicial 4(14), Control 4 (C4), Experimental 4 (E4)

Luego de la puesta a punto del método, se establecié la siguiente secuencia de
trabajo (Lam. Ill) que fue cumplimentada en cada campana realizada:

1- Se realizaron cuatro arrastres de mesozooplancton (uno por cada botella
Experimental) de acuerdo con la metodologia detallada en el Capitulo 2,
subseccién 2.2.1.1.

2- Para retener el mesozooplancton, se filtr6 cada arrastre por una serie de
tamices de 1,7 mm y 135 um de poro, descartandose lo retenido por la malla
de 1,7 mm y manteniéndose el resto.

3- Se transfiri6 el mesozooplancton retenido a una bandeja con agua
previamente filtrada por malla de 135 um, utilizando para ello una piseta con
agua filtrada (< 135 pum).

4- El agua de la bandeja, conteniendo el mesozooplancton, se depositd
suavemente en una botella Experimental previamente llenada con medio de

incubacién (AN) hasta un ' de su capacidad para amortiguar el pasaje de los
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organismos. Se repitid esta operacioén con las tres botellas Experimentales
restantes.

5- Se complet6é el volumen total de cada botella Experimental con medio de
incubacion (AN).

6- Se llenaron las demas botellas de la serie (Inicial y Control) con medio de
incubacién (AN) hasta su capacidad maxima.

7- Los botellas Iniciales (I1, 12, 13, 14) fueron transportadas en conservadoras y al
resguardo de luz al laboratorio para su procesamiento inmediato, mientras que
las botellas Controles (C1, C2, C3, C4) y Experimentales (E1, E2, E3, E4)
fueron cerradas y selladas para sumergirlas subsuperficialmente en el sitio de
muestreo dentro de una bolsa de red fondeada con boyas para permitir su
visualizacién y recoleccion transcurridas las 24 h.

— Lamina lll. Fotografias de los trabajos realizados y de los elementos utilizados

durante las campafias de muestreo. a) registro de las variables ambientales, b) arrastre de
mesozooplancton, ¢) separacion y retencion del mesozooplancton, d) pasaje del
mesozooplancton a la bandeja de contencién, e) llenado de las botellas con medio de
incubacion, f) disposicion de las botellas en la red de incubaciéon (con botellas de otro
experimento incubadas en simultaneo), g) incubacién in situ, h) ancla para el fondeo de las
muestras, i) red de mesozooplacton, j) elementos utilizados en el método de remociéon de
particulas (Fuentes: EO Redondo, MC L6pez Abbate y MS Dutto).
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3.2.3. Trabajos de laboratorio

Para el recuento del alimento natural (fitoplancton y microzooplancton), se
extrajeron 250 ml de agua de cada una de las botellas, conservandolos con solucién
de Lugol &cida (al 2 %) y al resguardo de la luz hasta su posterior analisis. Asimismo,
se extrajeron 250 ml para la determinacién de la concentraciones de COP, clorofila a
(Cl a) y feopigmentos (Feop) y 100 ml para la determinacién de nutrientes inorganicos
disueltos [nitrito (NOy), nitrato (NO3), amonio (NH,"), fosfato (PO,*) y silicato (DSi)].
Estas determinaciones fueron realizadas por el personal técnico del Laboratorio de
Quimica Marina del IADO siguiendo el protocolo metodologico detallado en la
subseccién 2.2.1.2 del Capitulo 2.

Las botellas Iniciales fueron muestreadas de inmediato () mientras que las
restantes (Controles y Experimentales) fueron muestreadas luego del periodo de
incubacién (t,4). El mesozooplancton incubado fue extraido de cada botella
Experimental mediante el pasaje del agua incubada por un filtro de 135 um de poro y
se lo resuspendié en 100 ml de agua de mar filtrada (0,7 pm) para la inmediata
cuantificacién de la supervivencia. Luego, se procedié a la fijacién de la muestra con
formaldehido a una concentracién final de 4 % (Boltovskoy 1999) para el posterior

andlisis cualitativo y cuantitativo.

3.2.3.1. Analisis de las muestras de plancton
Mesozooplancton

Se observd el mesozooplancton extraido de cada botella Experimental bajo
una lupa estereoscopica Wild M5 con el objeto de identificar y cuantificar los
organismos muertos que fueron luego restados de la cantidad total de individuos
registrados. De esta forma, se determiné la cantidad de organismos posibilitados de
alimentarse durante todo el periodo de incubacion, a los que se los denominé

“consumidores”.

El analisis cualitativo y cuantitativo de las muestras preservadas fue realizado

siguiendo la metodologia detallada en la subseccién 2.2.1.1 del Capitulo 2.

Siguiendo el criterio empleado por Diodato & Hoffmeyer (2008), la biomasa de
los consumidores fue estimada multiplicando la cantidad de consumidores hallados en
cada experimento por la masa corporal de la especie dominante (> 50 % de la
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abundancia total). De esta forma, para la mayoria de los experimentos realizados en
los meses de verano, se utilizé la masa corporal individual de A. tonsa estimada en
3,255 pg C. Este valor fue obtenido a través de la ecuacién morfométrica especifica
para la especie (Muxagata et al. 2012) considerando una longitud promedio del
prosoma de 825 um (Hoffmeyer & Torres 2001) y una proporcién de carbono del peso
seco de 44,21 % (Ara 2001). En el experimento realizado en el mes de diciembre en
CV, en el que zoeas | del decapodo N. granulata fueron los consumidores dominantes,
se utilizé un valor de biomasa individual de 3,594 ug C obtenido de datos de Bas et al.
(2007). En el mes de febrero en CV, en el que dominé E. acutifrons, se utilizé un valor
de biomasa individual de 0,456 pg C (Muxagata 2005) empleando un factor de
conversion a carbono de 46,04 % (Ara 2001). Para los experimentos realizados en los
meses de invierno, en los que dominaron las larvas nauplii de B. glandula, se utiliz6 un
valor estimado de biomasa individual de 1,720 ug C obtenido mediante la ecuacion
morfométrica calculada para B. crenatus (Muxagata 2005) considerando una longitud
corporal promedio de 748,5 um (MS Hoffmeyer datos no publicados) y un factor de
conversion a carbono de 42,03 % (Muxagata et al. 2004). En el mes de julio, en BM,
donde los consumidores dominantes fueron copépodos, se utilizd el valor de biomasa
de A. tonsa antes mencionado.

Fitoplancton y Microzooplancton

Para el andlisis cualitativo y cuantitativo del fitoplancton y del
microzooplancton, se sedimentaron submuestras en una cdmara combinada con
cilindro durante 24 horas. El volumen de muestra sedimentado para el recuento de
fitoplancton dependié de la cantidad de sedimento presente en cada una de las
muestras, variando entre 10 y 50 ml; mientras que para el microzooplancton, el
volumen sedimentado fue de 50 ml. Los recuentos se realizaron bajo microscopio
invertido siguiendo el método de Uterméhl, de acuerdo con Hasle (1978). Se
cuantificaron, midieron e identificaron todas las especies encontradas en 1 cm? de la
camara de sedimentacion (campo acotado) a 10x y en dos transectas a 40x dentro de
esta superficie en el caso del fitoplancton y de toda la camara a 10x y 20x, en el caso
del microzooplancton. La abundancia fue expresada en cél. I" e ind. I,
respectivamente. La medicion de los ejemplares loricados (tintinidos) se realizd
utilizando un ocular micrométrico calibrado Wild 10x adicionado al microscopio
invertido; mientras que los ciliados aloricados o desnudos fueron medidos utilizando un

microscopio invertido Nikon Eclipse TE 300 y una camara digital Nikon Sight DS-U2.
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La identificacion se realiz6 hasta el menor nivel taxonémico posible utilizando para ello
bibliografia general, regional y especifica del estuario de Bahia Blanca, entre las que
se mencionan para el fitoplancton: Hallegraeff et al. (1995), Gayoso (1981, 1988,
1989), Tomas (1997), Guinder (2011) y para el microzooplancton: Berzins (1960a y b),
Balech (1964, 1971, 1988), Balech & Souto (1980, 1981), Barria de Cao (1981, 1986,
1992), Barria (2002), Barria de Cao et al. (1997, 2005, 2011), Barria de Cao & Piccolo
(2008), Lynn et al. (1991), Montagnes & Lynn (1991), Rougier et al. (2000), Pettigrosso
(2001, 2003), Pettigrosso et al. (1997), Kogan (2005).

La biomasa de las especies fitoplancténicas (ug C cél. ') y
microzooplancténicas (ug C ind. I") se estimé aplicando el método morfométrico que
se basa en el célculo del volumen celular individual o biovolumen (um?®) mediante la
aproximacion de cada especie a una forma geométrica o combinacién de formas
geometricas simples (Hillebrand et al. 1999, Leakey et al. 1992, Gilron & Lynn 1989).
Los volumenes celulares se expresaron en contenido de carbono aplicando féormulas
determinadas para grupos o especies. Para las especies de fitoplancton se aplicaron
las férmulas propuestas por Edler (1979) y Menden-Deuer & Lessard (2000), mientras
que para el microzooplancton, se aplicaron distintas férmulas segun el grupo
taxondémico, a saber: dinoflagelados: Menden-Deuer & Lessard (2000), ciliados
aloricados y foraminiferos: Putt & Stoecker (1989), tintinidos: Verity & Langdon (1984),
rotiferos: Heinbokel et al. (1988), larvas nauplii de crustaceos, larvas de bivalvos,
larvas de gastrépodos y larvas de poliquetos: Beers & Stewart (1970).

3.2.3.2. Determinacion de los alimentos

El andlisis de las muestras permitié la determinacion de los tres tipos de
alimentos naturales considerados: detrito, fitoplancton y microzooplancton. Siguiendo
el criterio de Diodato & Hoffmeyer (2008), el contenido de detrito en las botellas de
cada tratamiento se obtuvo a través de la diferencia entre la concentracion de COP,
guimicamente determinado, y las biomasas fitoplancténicas y microzooplancténicas
estimadas con el método morfométrico para cada una de las botellas. La biomasa
fitoplanctonica en el medio de incubacion se expresé tanto en términos de
concentracion de clorofila a (sefialado como FCla) como de biovolumen celular en
términos de carbono estimado por el método morfométrico (FC). EI microzooplancton
se expresd en términos de biomasa (biovolumen) como se detallé arriba. La
concentracion de cada uno de estos alimentos fue empleada en el célculo de las tasas

de alimentacion que a continuacién se puntualizan.
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3.2.4. Analisis de los datos

3.2.4.1. Célculo de las tasas de alimentacion

Como ya se menciond, una de las limitaciones del método de remocion de
particulas es la subestimacion del consumo del mesozooplancton sobre el fitoplancton,
debido a que no se contempla la presién de pastoreo que ejerce el microzooplancton
sobre los componentes autoétrofos (Nejstgaard et al. 1997, 2001). Con el objetivo de
disminuir este sesgo, se corrigioé el contenido de fitoplancton utilizando los valores de
pastoreo del microzooplancton calculados para las mismas fechas y los mismos sitios
de muestreo (MC Lépez Abbate datos no publicados). Asi, se sumé al contenido de
clorofila a'y de biomasa fitoplanctdnica en términos de carbono de las botellas Control
(t24), €l valor correspondiente al porcentaje de pastoreo sobre la concentracién inicial
(to) de este item trofico expresado de estas mismas dos formas. Luego, siguiendo el
criterio de Calbet et al. (2009), en los casos en que en las botellas Experimentales se
detecté una concentracion del alimento significativamente menor a la del Control
(Tabla 3.1, test t de dos muestras independientes), se calcularon las tasas de
alimentacion para cada alimento considerado (fitoplancton -FCla y FC-,
microzooplancton y detrito) de acuerdo con Frost (1972). El nivel de significacion
utilizado abarcé valores significativos (p < 0,05) y valores levemente o marginalmente
significativos (/s: 0,05 < p < 0,10) con el fin de incorporar al analisis aquellos casos en
que la disminucion del alimento fue evidente pero estadisticamente no detectada. En
los casos en que esta diferencia no fue detectada (p > 0,10) o la concentracién del
alimento en las botellas Experimentales fue mayor que en las botellas Controles, se

asumié que el consumo del mesozooplancton fue cero.
A continuacién se detallan las tasas de alimentacién diarias (d™') calculadas:

e Coeficiente de consumo (grazing, en inglés): g (d”) = K + [(In Ci—In Cy) / (A1)]
donde: C; y Ctf = concentracién inicial y final de las presas en las botellas
Experimentales (ug C ml™), At = tiempo de incubacién (h), K: tasa de crecimiento del
alimento (algal u otro) determinada como K = [(In C2 — In C4) / (At)] siendo Co y Cq las
concentraciones iniciales y finales de las presas en las botellas Controles (sin

consumidores).
Cf = Ci e’(k-g)(At)

Cf/Ci = eMK-g)( At)
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Ln(CH/Ci) = Ln (eN(K-g)( At))

LnCf —Ln Gi = (K-g)(At) Ln e

LnCf — Ln Gi/ (At) = K-g

[(LnCf — Ln Ci) / (At)]K = -g

-g(-1) = (1) [(LnCf — Ln Ci) / (At)]-K

g =[(-LnCf + LnCi) / (At) ] + K =>> ¢ =(LnCi -LnCf)/ (At) + K

C2 = C1e™K(At)
C2/C1 = e"K(At)
LnC2/C1 = K(At) Lne

Ln C2-Ln C1 = K(At) =>> K =(Ln C2-Ln C1)/ (At)

e Tasa de filtracion: F; (mlind." d") = (V xg) /n
donde: V = volumen del frasco de incubacién (ml), n: numero de consumidores en la

botella Experimental
e Tasadeingestion: | (ug Cind."d"=FxC
donde: € = concentracién media de presas en el periodo de incubacién (ug C ml™)
determinado como € = (Cf + Ci) /2
e Tasa de ingestion especifica de carbono:
IEC (ug C pg C corporal® d') = | / biomasa de consumidores mesozooplancténicos

incubados (ug C)

e Tasa de predacion o de ingestion por metro cubico:
P (ug C m*d") = | /volumen filtrado por la red (m™®)

e Presion de predacién PP (%) = P / [alimento inicial] (ug C m™)
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—> Tabla 3.1. Concentracion media * desvio estandar de cada alimento en los tres

tratamientos (Inicial, Control y Experimental). Las biomasas de las botellas Controles y
Experimentales fueron comparadas con el test t de dos muestras independientes para detectar
consumo. F: fitoplancton estimado mediante la clorofila a (Cl a, pug I'") y la biomasa en términos
de carbono por el método morfométrico (C, ug C I'"), M: microzooplancton (ug C I'"), D: detrito
(ug C I'1). Las tasas de alimentacion fueron calculadas en aquellas botellas Experimentales que
mostraron un crecimiento de la presa significativamente menor a la del Control (p levemente
significativo: 0,05 < p Is < 0,10; p significativo* < 0,05; p altamente significativo*™* < 0,01). n = 4

para cada tipo de alimento en todas las fechas.
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3.2.4.2. Célculo del indice de selectividad trofica

Se aplicé un indice de selectividad trofica para caracterizar el grado de
seleccion de los organismos mesozooplanctonicos sobre las distintas presas
disponibles en el ambiente y discernir patrones tréficos en los sitios y en los periodos
estudiados. La selectividad alimentaria del mesozooplancton fue evaluada en aquellos
casos en los que se detectdé consumo (Tabla 3.1) aplicando el indice de selectividad E*
de Vanderploeg & Scavia (1979). La selectividad de cada item tréfico (E;) fue calculada

de acuerdo con:
Ei=W;—(1/n)/W;+ (1/n)

donde: n = numero total de tipos de presa en cada experimento, W; = coeficiente de
seleccién definido como W, = F;/ ¥ F; donde: F; = tasa de filtracién sobre la presa i/, 3

Fi = suma de las tasas de filtracién sobre todos los tipos de presa disponibles.

Este indice varia entre -1 y +1, indicando valores negativos, evitacion del
alimento o inaccesibilidad al mismo; valores positivos, seleccion activa del item tréfico
y cero, ausencia de seleccion. Este indice es uno de los mas utiles en la estimacion de
la preferencia alimentaria, especialmente en aquellos casos donde la abundancia de
los distintos items tréficos no es igualitaria (Lechowicz 1982).

El coeficiente de seleccion (W, fue calculado considerando una tasa de
filtracién promedio (entre las réplicas) para cada una de las presas. Cabe destacar que
E* fue calculado Unicamente para aquellas presas fitoplancténicas vy
microzooplanctonicas que fueron registradas en al menos el 50 % de las réplicas
(considerando las ocho réplicas: Iniciales + Controles) dentro de un mismo
experimento. Si habiendo cumplido con el registro minimo en el 50 % de las réplicas
Iniciales + Controles, el item tréfico no fue registrado en ninguna de las réplicas
Experimentales, se consider6 como valor de biomasa del item tréfico a su valor
minimo registrado en el experimento. De esta forma, pudo obtenerse una tasa de
filtracion (Fj) positiva (en concordancia con la variacion de la concentracion del item
trofico en el experimento) y por consiguiente, el indice de selectividad. Cuando las
tasas de filtracion dieron valores negativos, es decir, cuando la concentracion del item
tréfico fue mayor en las botellas Experimentales que en las Controles, se interpreté
que el item fue evitado ya que se multiplicd en presencia del consumidor. En estos
casos se consider6 a E* = -1, siguiendo el criterio de Alimeda et al. (2011).
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3.2.4.3. Analisis estadistico

Las tasas de alimentacion (F;, |, IEC, P y PP) sobre cada alimento natural
(fitoplancton, microzooplancton y detrito) fueron comparadas dentro y entre los sitios
de muestreo. En los casos en los que se rechazdé la normalidad y la
homoscedasticidad, las tasas fueron transformadas con logaritmo y nuevamente
testeadas para confirmar que se cumpliera con los supuestos. El test W de Shapiro-
Wilk (Shapiro & Wilk 1965) y el test modificado de Levene (Levene 1960, Conover et
al. 1981) fueron los empleados para testear la normalidad y la igualdad de varianzas
respectivamente. Dentro de un mismo sitio para una misma fecha, las tasas de
alimentacion sobre cada alimento fueron comparadas entre si aplicando el test t de
muestras apareadas cuando los alimentos a comparar fueron dos (e.g. CV en febrero)
y ANOVA de muestras repetidas cuando los alimentos fueron mas de dos (e.g. CV en
diciembre) (Sokal & Rohlf 1999). Entre los sitios de muestreo para una misma fecha,
se compararon las tasas del mismo alimento, utilizando el test t para muestras
independientes. Excepto para los andlisis detallados en la Tabla 3.1 en los que se
consideraron valores levemente significativos (/s: 0,05 < p < 0,10), en los demas
analisis el nivel de significacién fue de 0,05. Los andlisis fueron realizados utilizando el
software NCSS® 2007.
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3.3. Resultados

3.3.1. Aplicacién del método de remocion de particulas, condiciones

ambientales de la experimentacién y composicién de los consumidores

Excepto las campanas realizadas en julio de 2008, que sirvieron de puesta a
punto de la técnica y las dos camparias realizadas en el mes de febrero en BM, en
todas las demas se logré la complecién del método de remocion de particulas (Tabla |
Anexo). Los experimentos realizados en el sitio control en el mes de febrero no
pudieron ser incluidos en el andlisis ya que la totalidad de los organismos
mesozooplanctonicos incubados resultaron muertos en el t. En estas botellas
Experimentales se registrd la méaxima concentracién inducida (10.441 ind. I'), asi como
también los valores mas bajos de oxigeno disuelto (0,27 mg I"). Debido a la alta
mortalidad (100 % de los organismos) no fue posible la estimacion de la supervivencia
y en consecuencia el calculo de los consumidores, por lo que para el mes de febrero,
se contd sblo con el experimento de alimentacién en CV. En el resto de los
experimentos, la densidad del mesozooplancton en las botellas Experimentales fue
variable de acuerdo con la densidad en la columna de agua, alcanzando el maximo
valor en el mes de diciembre (5.818 ind. I'') en CV y el minimo en el mes julio en este
mismo sitio (65 ind. I''). Exceptuando los experimentos realizados en BM en el mes de
febrero, la supervivencia promedio fue del 73 %.

En la Fig. 3.1 se representa la abundancia relativa de los consumidores
mesozooplancténicos en los experimentos realizados. En los meses de verano, los
consumidores estuvieron mayormente representados por el copépodo A. fonsa
principalmente en BM (61 % de la abundancia total promedio). En CV este patrén fue
observado so6lo en el mes de marzo (68 % de la abundancia total Fig. 3.1). En el mes
de diciembre, las zoeas del decdpodo N. granulata fueron los consumidores
dominantes en CV, alcanzando el 83 % de la abundancia total (Fig. 3.1); mientras que
en el mes de febrero en este sitio, el 55 % de los consumidores estuvo representado
por el copépodo E. acutifrons (Fig. 3.1). En los meses de invierno, las larvas nauplii del
cirripedio B. glandula fueron los consumidores preponderantes (84 % de la abundancia
total promedio) excepto en el mes de julio en BM, en donde los copépodos,
representados por 11 especies, fueron los consumidores mayoritarios alcanzando el
68 % de la abundancia total registrada en ese mes (Fig. 3.1).
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0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
Abundancia

® Acartia tonsa Euterpina acutifrons ® Paracalanus parvus Neohelice granulata

= Balanusglandula = Amphibalanus amphitrite Labidocera fluviatilis = Eurytemora americana

® Halicyclops aff. crassicornis ~ ®Qithonanana = Oithona sp. = Microarthridion aff. littorale

= Monstrilla helgolandica B | ongipedia sp. = Nannopus aff. palustris = Cyclopoida nn

= Calanoides carinatus = Delavalia aff. palustris = Cletocamptus aff. bermudae ™ Dactylopusia tisboides
Ctenocalanus vanus ® Aphroditidae nn = Spionidae nn Corophium sp.

= Cyrtograpsus altimanus = Pagurixus sp. Austinixa patagoniensis = Bosmina longirostris
Bivalviann Gastropoda nn Foraminiferann Hydrozoann
Cerianthariann Acarinn Bryozoann Priapulidae nn
Nematoda nn

Figura 3.1. Abundancia relativa (%) de los consumidores mesozooplancténicos en los
experimentos de alimentacion realizados en los dos sitios de muestreo en los meses de
verano e invierno. Las especies se graficaron en el orden de la leyenda, comenzando por

Acartia tonsa y siguiendo hacia la derecha.

Las condiciones ambientales al inicio y al final de la experimentacién se
muestran en la Tabla Il del Anexo. Se observd una leve disminucién en el pH al final
de la experimentacion (botellas Experimentales) en los meses de verano, mientras que
no se observaron grandes variaciones de pH en los meses de invierno. La salinidad, la
turbidez y la temperatura se mantuvieron aproximadamente constantes entre los
tratamientos. Los nutrientes mostraron variaciones entre los tratamientos,
especialmente el amonio que aumenté considerablemente al final de la
experimentacién, siendo particularmente alta su concentracion en los experimentos
realizados en CV. El oxigeno disuelto presentd consistentemente concentraciones mas
bajas en CV y disminuyé sensiblemente en las botellas Experimentales principalmente

en los meses de verano.
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3.3.2. Oferta alimentaria: comunidad microplancténica y detrito

El contenido de carbono individual, la abundancia y la biomasa natural de los
diferentes taxones fitoplanctdnicos y microzooplantdnicos en los dos sitios y durante el
verano y el invierno, se muestran en las Tablas 3.2 y 3.3, respectivamente. Las
abundancias y biomasas relativas de estos taxones en los dos sitios y en cada mes en
particular se muestran en las Fig. 3.2 y 3.3 para el fitoplancton y el microzooplancton,

respectivamente.

Las concentraciones de clorofila a y de detrito a lo largo del periodo estudiado
y en los dos sitios de muestreo se detallan en la Tabla 3.1. El contenido promedio de
clorofila a in situ fue de 7,79 + 2,63 pg I"en CV y de 6,58 + 3,51 ug I en BM. Los
méaximos valores se registraron en julio en CV (17,23 ug I'") y en diciembre en BM
(14,28 pg I'"). La concentracion natural de detrito estuvo siempre por encima de los
2.500 pg I presentando en los dos sitios de muestreo, valores mayores en los meses
de verano (~ 4.000 pg I'") y valores menores en los meses de invierno (~ 3.000 pg I™).
El maximo y minimo valor de concentracion de detrito fueron registrados en BM en

marzo y agosto, respectivamente (4.830 pg I''y 2.746 ug I Tabla 3.1).

La abundancia fitoplancténica promedio fue en CV de 66 x 10°cél. I'' en el
verano y de 185 x 10° cél. I en el invierno, y en BM, de 53 x 10° y de 40 x 10° cél. I’
en el verano y el invierno, respectivamente. En general, las diatomeas Paralia sulcata,
Thalassiosira spp. y Thalassiosira minima fueron las especies preponderantes en los
dos sitios de muestreo y en los dos periodos climaticos estudiados (Tabla 3.2 y Fig
3.2). Considerando el verano, la diatomea T. minima fue la especie mas abundante en
BM; mientras que P. sulcata domin6 en términos de abundancia en CV y en términos
de biomasa en ambos sitios de muestreo (Tabla 3.2 y Fig 3.2). En el invierno, las
especies de diatomeas del género Thalassiosira no identificadas dominaron en CV
tanto en abundancia como en biomasa; mientras que en BM la especie mas
abundante fue T. minimay la que presentdé mayor biomasa, P. sulcata (Tabla 3.2 y Fig
3.2). Los maximos valores absolutos y relativos de abundancia y biomasa de P.
Sulcata y Thalassiosira spp. fueron registrados en CV en febrero y julio
respectivamente (P. sul.:35 x 10* cél. I, 45 %y 11,21 pg C "', 61 %;Thal. spp.: 30 x
10* cél. I" , 84 % y 88,26 ug C I', 88 %). Los mayores valores absolutos de
abundancia y biomasa de T. minima fueron registrados en diciembre en BM (32 x 10°
cél. I" y 1,86 pg C I") mientras que los mayores valores relativos se registraron en
agosto en CV (Ab: 63 % y Biom. 24 % Fig. 3.2). Otras especies de diatomeas como
Podosira stelligera, Gyrosigma spp. y Odontella sp. contribuyeron a la biomasa
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fitoplanctonica principalmente en BM y particularmente en el mes de diciembre, donde

representaron el 58 % de la biomasa total (Fig. 3.2).

BM

cv

ago
jul
mar

dic

0% 10% 20%

30% 40%

50% 60% 70%

Abundancia

80% 90% 100%

0% 10% 20%

= Paralia sulcata
Chaetoceros sp.

B Cylindrotheca closterium

= Melosira spp.

= Rhizosolenia sp.

¥ Thalassiosira rotula

30% 40%

50% 60% 70%
Biomasa

= Thalassiosira minima " Thalassiosira spp.

= Cocconeis spp.

® Coscinodiscus sp.

¥ Gyrosigma attenuatum ~ ® Gyrosigma sp.

= Navicula spp.

Odontella sp.

= Thalassiosira eccentrica ® Thalassiosira hendeyi
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65
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u Cyclotella spp.
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<— Figura 3.2. a) Abundancia y b) biomasa relativas (%) de los taxones fitoplancténicos

en el periodo de estudio y en los dos sitios de muestreo. Las especies estan graficadas en
el orden de la leyenda, comenzando por Paralia sulcata y siguiendo hacia la derecha. CV:
Canal Vieja; BM: Bahia del Medio.

Con respecto al microzooplancton, los valores promedio de abundancia
registrados en CV fueron de 1.030 ind. I en el verano y de 1.094 ind. I en el invierno;
y en BM, de 3.152 y de 2.377 ind. I en el verano y el invierno, respectivamente. En
general y analizando los principales componentes del microzooplancton segun su
morfologia, los tintinidos dominaron en términos de abundancia durante el periodo de
estudio tanto en el sitio impactado, CV (Ab. promedio tintinidos: 714 + 504, aloricados:
303 + 215, otros: 39 + 58 ind. I'") como en el sitio control, BM (Ab. promedio tintinidos:
2.405 + 2.035, aloricados: 206 + 161, otros: 154 + 244 ind. I'"). El tintinido Tintinnidium
balechi fue la especie microzooplancténica preponderante registrandose a lo largo de
todo el periodo de estudio. Esta especie presento los valores extremos de abundancia
y biomasa en BM durante el invierno (Tabla 3.3). El maximo valor de abundancia fue
de 4.290 ind. I en el mes de agosto, consituyendo el 95 % de la abundancia total
registrada en ese mes (Fig. 3.3). El minimo valor de abundancia fue de 60 ind. I y se
registr6 en CV en el mes de julio (Tabla 3.3 y Fig. 3.3). Otra especie de tintinido,
Tintinnopsis gracilis, fue importante en el mes de diciembre representando el 29 %y el
45 % de la abundancia total del microzooplancton en CV y BM, respectivamente (Fig.
3.3). La abundancia de los ciliados aloricados fue aproximadamente constante en los
dos sitios de muestreo y en todos los meses, presentando un maximo de 656 ind. I en
CV en el mes de febrero (representando Strombidinopsis sp. 4, el 69 % de los
aloricados) y un minimo de 29 ind. I en BM en el mes de julio. Las especies mas
frecuentemente registradas pertenecieron a los géneros Strombidinopsis,
Leegaardiella, Tontonia y Cyrtostrombidium (Fig. 3.3). Otros organismos
microzooplancténicos como rotiferos, dinoflagelados y larvas de moluscos y
crustaceos fueron detectados a lo largo del estudio, principalmente en BM, donde se
registrd el mayor valor de abundancia de estos organismos en el mes de diciembre
(520 ind. I'') entre los que se destacé el rotifero Synchaeta sp.
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0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
Abundancia

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
Biomasa
b = Tintinnidium balechi = Tintinnopsis gracilis ® Tintinnopsis baltica

Tintinnopsis parva = Tintinnopsis beroidea = Tintinnopsis brasiliensis
Tintinnopsis parvula = Tintinnopsis glans B Tintinnopsis buetschlii var. mortensenii

= Tintinnopsis sp. 2 = Codonellopsis lusitanica = Metacylis aff. mereschkowski
Favellataraikaensis = Gyrodinium fusus Synchaetasp.

® Trichocercamarina B Globorotaliasp. B Strombidinopsis elongata

= Strombidinopsis aff. spiniferum ® Strombidinopsis sp. 4 = Strombidinopsis sp. 5

= Strombidinopsis sp. 9 = Strombidium conicum = Strombidium capitatum
Strombidium acutum = Strombidium dalum Strombidium sp.
Strobilidium epacrum Cyrtostrombidium longisomun Leegaardiella sp.
Tontonia sp. Lohmanniella sp. Balanion sp.

= ciliado no identificado = Bivalvia (L) Gastropoda (L)

Figura 3.3. a) Abundancia y b) biomasa relativas (%) de los taxones
microzooplancténicos en el periodo de estudio y en los dos sitios de muestreo. Las
especies estan graficadas en el orden de la leyenda, comenzando por Tintinnidium balechi y

siguiendo hacia la derecha. CV: Canal Vieja, receptor de la descarga cloacal; BM: Bahia del
Medio, sitio control.
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3.3.3. Tasas de alimentacion y selectividad trofica del mesozooplancton

El consumo del mesozooplancton sobre al menos un tipo de alimento
considerado fue detectado en todos los experimentos realizados (Tabla 3.1 y Fig. 3.4).
La disminucién de la concentracién de detrito debido a consumo fue registrado en 1 de
los 9 experimentos realizados, solamente en BM durante el mes de julio (11 % de los
experimentos realizados), mientras que la frecuencia de consumo sobre las demas
fuentes de alimento fue relativamente mayor (FCla: 67 %, FC: 56 %, M: 89 % de los
experimentos realizados).

100,00 7 4Fgia A
FC
AM
XD x
A
10,00 - X
A o 4
* o A
A

1,00 . i . . , . f . .
s

F; (mlcons.”m d)

0,10 1
CV‘BM cv CV‘BM CV‘BM CV‘BM

dic feb mar jul ago

Figura 3.4. Consumo detectado del mesozooplancton sobre los alimentos naturales en
los dos sitios de muestreo expresado como tasa de filtraciéon individual (F;) en escala

logaritmica. F: fitoplancton estimado mediante clorofila a, FCla y mediante biomasa celular en
términos de carbono, FC, M: microzooplancton, D: detrito.

Los valores de las tasas de alimentacién en cada uno de los experimentos en
donde se detecté consumo se detallan en la Tabla 3.4. En la Fig. 3.4 se representan
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en escala logaritmica los valores de la tasa de filtracion sobre cada uno de los
alimentos considerados en los experimentos donde se detecté consumo. La tasa de
filtracion individual (F;) varié entre 0,43 ml d sobre el fitoplancton (estimado por la
biomasa celular, FC) en el verano en el mes de diciembre en CV y 77,87 ml d” sobre
el microzooplancton durante el invierno en el mes de agosto en este mismo sitio (Tabla
3.4, Fig. 3.4). Los mayores valores de ingestion (I, IEC) y de predacién (P) fueron
detectados en BM sobre el detrito durante el invierno en el mes de julio (27,81 ug C
total cons.'d”, 16,17 ug C pg C corp.” d, 2.265,16 pg C m® d’, respectivamente),
mientras que el valor mas alto de presion de predacion (PP) fue registrado sobre el
microzooplancton en CV durante el verano en el mes de marzo (1.153,24 % Tabla
3.4).

Al comparar el consumo del mesozooplancton sobre los alimentos en cada uno
de los sitios en los meses de diciembre, marzo y agosto, no se encontraron diferencias
significativas entre las tasas de alimentacion calculadas en ninguno de los dos sitios
(ANOVA de muestras repetidas y test t de muestras apareadas en el caso de agosto p
> 0,05 Tabla 3.4). Durante el mes de febrero en CV, las tasas |, IEC y P fueron
significativamente mayores sobre la Cl a que sobre el microzooplancton (I e IEC: T =
3,0085 p = 0,028640, P: T = 4,6472 p = 0,009393); mientras que la tasas F; y PP
mostraron la tendencia inversa sin arrojar valores significativos (test t de muestras
apareadas p > 0,10 Tabla 3.4). El incremento de la biomasa fitoplanctonica en las
botellas Experimentales (E) en este experimento, se correspondié al crecimiento de P.
Sulcata y Cyclotella spp. Estas diatomeas representaron el 66 % y el 10 %,
respectivamente, de la biomasa fitoplancténica total. Las biomasas promedio de P.
Sulcata y de Cyclotella spp. aumentaron en las botellas Experimentales el 33 % vy el
235 % en comparacién con las biomasas Iniciales (l); y el 40 % y el 567 % en
comparacion con las biomasas Controles (C), respectivamente (P. sul. I: 11,21 uyg C I
'C:10,64 ug CI",E: 14,86 ug C I'"; Cycl. spp. 1: 0,71 pg C 1", C: 0,36 uyg C I'", E: 2,38
ug C IM).
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Con respecto a la comparacion del consumo del mesozooplancton entre los
sitios dentro de un mismo mes, se observd que durante el verano en el mes de
diciembre, el consumo de fitoplancton (estimado mediante la clorofila a y la biomasa
celular en carbono) y de microzooplancton fue significativamente superior en BM;
mientras que en marzo estas mismas fuentes de alimento fueron consumidas
mayormente en CV. Los valores de las tasas de alimentacion sobre el
microzooplancton detectadas en agosto no se diferenciaron entre los sitios (test t de
muestras independientes p < 0,05 Tabla 3.5).
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En invierno, en el mes de julio, las fuentes de alimentacion sobre las que se
detecté consumo fueron el fitoplancton estimado mediante la biomasa celular (FC) en
CV, y el microzooplancton y el detrito en BM (Tabla 3.1, Tabla 3.4 y Fig. 3.4). En BM,
las tasas I, CSI y P fueron significativamente mayores sobre el detrito que sobre el
microzooplancton (test de muestras apareadas p < 0,05 Tabla 3.4). En agosto, el
consumo se detectdé sobre el microzooplancton en CV, y sobre la clorofila a y el
microzooplancton en BM, no encontrdndose diferencias significativas entre las tasas
de consumo sobre estos dos alimentos (test de muestras apareadas p < 0,05 Tabla
3.4 y Fig. 3.4). Cabe destacar que se detectaron incrementos de la biomasa
fitoplancténica (FC) en las botellas Experimentales (E) en los experimentos realizados
en BM en el invierno (Tabla 3.1). En julio, este incremento se debi6 al crecimiento de
P. sulcata que representé el 62 % de la biomasa total, mostrando un incremento
comparado con la biomasa Inicial y Control de 113 % y 13 % respectivamente (P. sul.
l: 5,34 ug C I'", C: 10,02 pg C I'", E: 11,35 pg C I''). En agosto, el incremento de la
biomasa fitoplanctonica (FC) en las botellas Experimentales (E), se debi6 al
crecimiento de Thalassiosira spp. que representdé el 37 % de la biomasa total,
mostrando un aumento comparado con la biomasa Inicial y Control de 92 % y 162 %,
respectivamente (Thal. spp. 1: 0,53 ug C I, C: 0,51 pg C I, E: 1,02 pug C I').

Los indices de selectividad tréfica (E*) variaron dependiendo de la presa, del
mes abarcado y del sitio de muestreo (Fig. 3.5). En términos generales, las presas
positivamente seleccionadas por el mesozooplancton en CV fueron el tintinido T.
balechiy las diatomeas Rhizosolenia sp., Chaetoceros sp. y Odontella sp, entre otras;
mientras que las diatomeas P. sulcata, Melosira spp., Navicula spp., los tintinidos
Tintinnopsis baltica, Tintinnopsis glans, el ciliado aloricado Cyrtostrombidium
longisomun y las larvas de Bivalvia, fueron evitadas o no consumidas (Fig. 3.5a). En
este sitio, el mesozooplancton mostré selectividad variable (entre valores positivos y
negativos) sobre la diatomea T. minima y los tintinidos T. gracilis, Tintinnopsis parvay
Codonellopsis lusitanica (Fig. 3.5a). EI mayor valor registrado de selectividad positiva
fue sobre Strombidinopsis sp. 4 en febrero (E* = 0,5043 Fig. 3.5a).
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Capitulo 3 — Comportamiento tréfico del mesozooplancton

En BM, el mesozooplancton mostr6 una seleccién positiva sobre los tintinidos
T. balechi, T. parva, las diatomeas Rhizosolenia sp., Podosira stelligera, Odontella sp.,
el rotifero Synchaeta sp. y el dinoflagelado Gyrodinium fusus, entre otros (Fig. 3.5b).
Las presas evitadas o no consumidas fueron las diatomeas P. sulcata, Navicula spp.,
Cyclotella spp., los tintinidos Tintinnopsis parvula, Tintinnopsis brasiliensis, C.
lusitanica, el aloricado C. longisomun'y las larvas de Gastropoda y Bivalvia (Fig. 3.5b).
La selectividad sobre la diatomea T. minima fue variable (evitada en diciembre y
seleccionada en marzo) y los mayores valores detectados de selectividad fueron sobre
esta diatomea (E* = 0,5624) y sobre P. stelligera (E* = 0,560 Fig. 3.5b)
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3.4. Discusion

3.4.1. Aplicacién del método de remocion de particulas, condiciones
ambientales de la experimentacion y composicion de los

consumidores

Uno de los potenciales “efectos botella” del método se debe a las condiciones
de confinamiento del mesozooplancton y al aumento artificial de la densidad de éste
en comparacioén con la densidad natural (Bamstedt et al. 2000, Nejstgaard et al. 2001).
Este mismo efecto ha sido sefalado en trabajos en los que se emplearon métodos de
incubacién in situ (Bamstedt et al. 2000, Schwamborn et al. 2004) y debe tenerse en
cuenta una posible subestimacién de las tasas de alimentacion debido al efecto
mencionado. Sin embargo, una concentracion de consumidores elevada, por encima
de la natural, es necesaria para producir un consumo detectable en un periodo de 24 h
(Schwamborn et al. 2004). A pesar de los recaudos tomados en esta tesis (arrastres
de corta duracion), la densidad del mesozooplancton en las botellas Experimentales
fue en promedio aproximadamente 700 veces mayor que la densidad registrada in situ.
La mayor concentracién forzada se registré en los experimentos llevados a cabo en el
sitio control en el mes de febrero (1.000 veces mayor que la densidad registrada in
situ), coincidiendo con el maximo de abundancia de A. tonsa (10.869 ind. m®, Cap. 2).
El hacinamiento de la gran cantidad de individuos combinado con las altas
temperaturas, superiores a los 25 °C, causé la mortalidad de la totalidad de los
organismos incubados en esa oportunidad. Sin embargo, en el resto de los
experimentos, la mortalidad al final de la experimentacién fue baja y el consumo sobre
al menos una fuente de alimento fue cuantificable. La examinacion con lupa del
arrastre mesozooplancténico y la seleccion de una determinada cantidad de individuos
vivos, previas a la incubacién, podrian ser una solucién para regular la densidad
incubada. Asimismo, la experimentacion a gran escala, como los mesocosmos
(volumenes incubados superiores a 1000 litros) seria una buena alternativa para
cuantificar la alimentacién natural del mesozooplancton minimizando las limitaciones

generadas por el confinamiento.

Si bien el patron de consumidores fue aproximadamente similar en ambos
sitios de muestreo y coincidioé en términos generales con el patrén composicional tipico
de la comunidad mesozooplancténica del estuario de Bahia Blanca (Hoffmeyer 1994,
2004a), se observd una marcada variacion entre los sitios en los meses de diciembre y
julio. La dominancia de las zoeas del decdpodo N. granulata en el sitio receptor de la
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descarga cloacal por sobre el copépodo A. tonsa, principal especie
mesozooplancténica del estuario esencialmente durante los meses calidos (Hoffmeyer
1983, Sabatini 1989, Hoffmeyer 2004a) fue notoria. En julio, por otro lado, se
observaron en el sitio control diversas especies de copépodos de habitos bentonicos y
otras propias de la plataforma (Ramirez 2007), concordando con lo observado por
Hoffmeyer & Barria de Cao (2007).

Ademéds de estas variaciones puntuales detectadas en la composicion de los
consumidores del mesozooplancton fue llamativo el bajo registro en los meses frios
del copépodo herbivoro E. americana. Esta especie, posiblemente introducida al
estuario a través de agua de lastre a fines de los anos 80 (Hoffmeyer et al. 2000), ha
sido registrada desde entonces en forma continua como el componente numérico
dominante del mesozooplancton en el periodo de junio a octubre (Hoffmeyer 2004b,
Berasategui et al. 2009). Su distribucién espacial abarca desde la zona mas interna del
estuario, donde anualmente presenta sus maximos poblacionales (abundancia de
hasta 18.000 ind. m®, Hoffmeyer 2007), hasta la altura de Puerto Belgrano (BNPB
Fig.1.3, Cap.1) incluyendo los dos puntos de muestreo comprendidos por este trabajo
de tesis (Hoffmeyer 2004b, Hoffmeyer & Barria de Cao 2007, Hoffmeyer 2007, 2008,
Biancalana et al. 2012). Por este motivo, se esperaba observar un patron de
dominancia al menos parcial de este copépodo en los meses de invierno y junto con
esta tendencia comunitaria, una clara propensién hacia el comportamiento de
herbivoria en los experimentos de alimentacion de ese periodo. Aunque la explicacion
de la dinamica poblacional de E. americana excede el propdsito y el alcance de esta
tesis, el comportamiento de la temperatura (inusualmente elevada durante el invierno
abarcado por este estudio, media de 11 °C en contraposicidén con los 7 °C usuales) ha
sido posiblemente el factor determinante del escaso desarrollo de la especie
(Berasategui et al. 2009, 2012). La desviacion estacional de la comunidad
mesozooplancténica reflejada en la composicion de los consumidores incubados,
aporté una fuente de variacion extra en la interpretacién de los resultados de los

experimentos de incubacion (discutidos en la subseccion 3.4.4).

3.4.2. Comunidad microplancténica en los experimentos de

alimentacién

Las concentraciones de clorofila a estuvieron dentro del rango registrado en la
zona interna del estuario (Popovich et al. 2008a, Guinder et al. 2009). El patron

79



Capitulo 3 — Comportamiento tréfico del mesozooplancton

fitoplanctonico siguid, en términos generales, la tendencia observada en los ultimos
anos en el estuario (Popovich et al. 2008b, Guinder et al. 2010), con un maximo de
abundancia en el invierno producido por diatomeas del género Thalassiosira diferentes
a la histéricamente dominante T. curviseriata (Popovich 2004, Popovich & Gayoso
1999) y una importante contribucién de T. minima (Guinder et al. 2010, Guinder 2011,
Guinder et al. 2012). Paralia sulcata, una especie presente a lo largo de todo el afo
(Popovich et al. 2008b, Guinder 2011), también fue relevante en este estudio
contribuyendo en forma significativa a la abundancia y a la biomasa total registradas.
Aunque no se observaron marcadas diferencias en la composicién de especies
fitoplanctonicas entre los sitios muestreados, algunas especies de habitos
ticopelagicos o asociadas al sustrato (e.g. Odontella y Gyrosigma spp.) (Popovich
2004) fueron mayormente registradas en Bahia del Medio debido posiblemente a la
mayor resuspension de los sedimentos del fondo, proceso magnificado por la
geomorfologia de ese canal (Cuadrado et al. 2000, Hoffmeyer & Barria de Cao 2007).
Por otro lado, ciertas condiciones ambientales en el mes de julio en Canal Vieja, tales
como la menor turbidez y la mayor disponibilidad de nutrientes, particularmente de
amonio (Cap. 2), pueden haber promovido el maximo crecimiento fitoplancténico
producido por diatomeas del género Thalassiosira concordando con la maxima

concentracion de clorofila a.

La comunidad microzooplanctonica detallada en este estudio fue coincidente
con el patrén general de especies observado en la zona interna del estuario de Bahia
Blanca (Pettigrosso et al. 1997, Barria de Cao et al. 2003, Pettigrosso & Barria de Cao
2004, Hoffmeyer & Barria de Cao 2007). Si bien los valores de abundancia de los
ciliados aloricados estuvieron abarcados por el rango de valores previamente
registrado en el sitio receptor de la descarga cloacal (Barria de Cao et al. 2003), se
acercaron mas a los valores minimos (~250 ind. I''). La composicién de especies de
ciliados aloricados fue similar a la observada en el ciclo 1995-1996, destacandose
igualmente la abundancia de los ciliados del género Strombidinopsis en el sitio de la
descarga cloacal (Barria de Cao et al. 2003). Cabe senalar que a diferencia del
mencionado trabajo en el que los mayores valores de abundancia de aloricados se
registraron lejos de la cloaca, en el presente estudio, las mayores abundancias de
estos ciliados se detectaron en el canal receptor de la descarga cloacal. El patron
estacional de abundancia y biomasa de los ciliados aloricados fue el mismo que el
reportado para la zona interna del estuario (Pettigrosso & Popovich 2009),
presentando las abundancias mas altas en el verano y los mayores valores de

biomasa en el invierno. La tendencia observada por Pettigrosso et al. (1997) y
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Pettigrosso & Popovich (2009), que vincula los mayores valores de biomasa con los
maximos fitoplancténicos, se observé principalmente en el sitio impactado por la
descarga cloacal. Es importante destacar que la biomasa de los aloricados fue
siempre superior en Canal Vieja y que el mayor valor fue en agosto aportado por S.
elongata y Lohmanniella sp., especies no halladas en el sitio control. Estos ciliados,
que soportan un amplio rango de variacién y disturbio ambiental (Urrutxurtua et al.
2003, Xu et al. 2011, Li et al. 2011), han sido previamente registrados en la zona
interna del estuario, particularmente en el invierno (Pettigrosso 2003, Pettigrosso &
Popovich 2009). La ausencia de estas especies en el sitio control y el mejor desarrollo
en el canal receptor de la cloaca podrian sugerir, en este ultimo sitio, una mejor oferta
alimentaria para estos ciliados de habitos heterotréficos y mixotroficos (Pettigrosso &
Barria de Cao 2004, Pettigrosso & Popovich 2009). La mayor disponibilidad de presas
pico- y nanoplancténicas aportadas (e.g. bacterias heterotrofas terrestres) vy
favorecidas (e.g. bacterias heterotrofas marinas) por la descarga cloacal (Cabezali &
Burgos 1988, Baldini et al. 2004) apoyaria esta hipétesis. La similar variacion
observada en G. fusus, un dinoflagelado heterétrofo recientemente citado para el
estuario (Barria de Cao & Piccolo 2008), cuya contribucion fue particularmente
relevante en Canal Vieja a principios del invierno, podria asimismo estar vinculada a

estas asociaciones troficas microbianas.

Por otro lado, la comunidad de tintinidos en ambos sitios de muestreo fue
numéricamente mas importante que la de ciliados aloricados, siendo las especies de
los géneros Tintinnopsis y Tintinnidium las mas relevantes, siguiendo la tendencia
general de la comunidad microzooplancténica del estuario (Barria de Cao et al. 1997,
Barria de Cao et al. 2005). Los maximos de abundancia ocurrieron en Bahia del Medio
al comienzo del verano (T. gracilis) y a finales del invierno, cuando T. balechi, la
especie mas conspicua de la comunidad microplancténica, fue la Unica especie de
tintinido registrada. Este fenémeno ocurrié en los dos sitios de muestreo junto con el
incremento paulatino de la temperatura del agua, concordando con el comportamiento
observado en esta especie (Barria de Cao et al. 2005, Hoffmeyer & Barria de Cao
2007). Como se menciond anteriormente, el patron de biomasa microzooplanctdnica
fue muy variable entre los sitios, siendo el aporte de los tintinidos mayor en el sitio
control que en el sitio impactado. En Canal Vieja contribuyeron a esa diferenciacion,
especies comunmente registradas a lo largo del Canal Principal del estuario, mientras
que en Bahia del Medio, ademas de especies estuarinas tipicas (Barria de Cao 1986),

fueron observadas especies vinculadas a la influencia oceanica, caracteristicas de
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aguas externas al estuario. Este resultado coincidié con lo reportado por Hoffmeyer &
Barria de Cao (2007).

3.4.3. El detrito en la dieta del mesozooplancton

El contenido de detrito en este estudio fue alto y similar a lo hallado por Diodato
& Hoffmeyer (2008). Estos autores sefialaron la utilizacion en el estuario del detrito por
parte del mesozooplancton y lo sugirieron como una fuente alternativa de alimento
debido a la disponibilidad y a la cantidad mas que a la calidad nutritiva del mismo. Los
resultados de esta tesis reafirman y refuerzan esa idea, afadiendo potenciales
condicionantes al concepto de la incorporacion del detrito en la dieta natural del
mesozooplancton del estuario de Bahia Blanca.

El detrito es uno de los alimentos consumidos por los copépodos (Lenz 1977,
Roman 1984) principalmente en los ambientes costeros (Heinle et al. 1977, Sautour &
Castel 1993, Irigoien & Castel 1995) donde la disponibilidad del mismo en la columna
de agua es alta durante todo el afo.

Si bien la disponibilidad de detrito fue alta durante todo el periodo abarcado, el
consumo de detrito fue detectado en una sola oportunidad, especificamente en Bahia
del Medio en el mes de julio. Esto ocurri6 en conjunto con el registro de su menor
concentracion, la menor concentraciébn de microzooplancton y una asociacion
mesozooplanctonica diferente a la detectada en el resto de los casos, conformada
principalmente por copépodos planctonicos y bentonicos. Ademas de la oferta
alimentaria y el comportamiento tré6fico del mesozooplancton, la calidad y el origen del
detrito también pueden condicionar su aprovechamiento y su funcién en la trama
tréfica del ecosistema (Bouillon et al. 2000, Chanton & Lewis 2002). Como se
menciond en la descripcion del sitio de estudio, Bahia del Medio estd rodeado de
marismas cubiertas por S. alterniflora. La biomasa seca producida por las marismas
del estuario es maxima durante el invierno (Negrin 2011) y debido a que la fuerza
impulsora de ingreso de detrito organico aléctono a la columna de agua la constituyen
las mareas diarias y en mayor medida, las mareas extraordinarias (Odum 2000), la
contribucién de materia organica vegetal al detrito estuarino serd& maximo en los
meses frios. Este proceso, ademas de ser favorecido por el lavado dos veces al dia de
las superficies de las marismas, fue promovido por las mareas extraordinarias
ocurridas durante el invierno abarcado por esta tesis (ver Anexo). Se sabe que el
detrito aportado por Spartina spp. puede ser una fuente de energia relevante para el
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sostenimiento de un ecosistema (Deegan et al. 1990, Currin et al. 1995, Botto et al.
2011) y su incorporacion a la dieta de los copépodos puede tener una fuerte
regulacion estacional (Maddi et al. 2006). La contribucion de detrito derivada de la
produccion primaria y secundaria plancténica es seguramente importante en el
estuario de Bahia Blanca y los mayores valores concuerdan con los maximos
poblacionales del plancton (e.g. en verano cuando la productividad de A. tonsa es
maxima, Sabatini 1987). Aun asi el detrito proveniente de las plantas vasculares de las
marismas también seria significativo y podria sustentar parcialmente, en periodos de

escasez de otras fuentes de alimento, la trama tréfica planctonica del estuario.

Mientras que el detrito de los canales de marea esta fuertemente vinculado a la
contribucién de las marismas circundantes, principalmente en el invierno, el origen del
detrito de Canal Vieja puede asociarse mas estrechamente con el aporte proveniente
de la descarga cloacal. La disponibilidad de detrito en Canal Vieja a lo largo del
periodo estudiado fue alta y constante; sin embargo, su consumo por el
mesozooplancton no fue detectado, por lo que la calidad del detrito propio de ese sitio
(materia organica asociada a contaminantes biolégicos y quimicos, Baldini et al. 2004),
puede estar condicionando su utilizacion como una fuente adicional de alimento. Para
confirmar esta hipotesis, serian necesarios estudios bajo condiciones controladas que
evallen el consumo de detrito de distinto origen (incluyendo el cloacal) y la calidad
nutricional en una misma comunidad mesozooplancténica limitando la disponibilidad

de otros elementos troficos.

Durante el resto de los meses, otras fuentes de alimento como organismos
microplancténicos estuvieron disponibles en el ambiente y conformaron la dieta natural

del mesozooplancton en los dos sitios estudiados.

Aunque este enfoque experimental resulté atil en la cuantificacién del consumo
de detrito, es necesario aclarar que la estimacion de la concentracion de detrito
mediante la diferencia entre el carbono organico y las biomasas fito- y
microplancténicas puede haber sido muy imprecisa. Por un lado, las biomasas
planctonicas pueden estar subestimadas debido a un posible deterioro de las muestras
durante el periodo de almacenamiento (Stoecker et al. 1994, Gifford & Caron 2000,
Modigh & Castaldo 2005). Por otro lado, la cuantificacién del carbono organico
particulado en las botellas incubadas también incluye el material generado a partir de
la misma alimentacién y de otras actividades biolégicas durante el tiempo de
incubacién (e.g. pellets fecales), por lo que el contenido de detrito en la etapa final de
la incubacién (t»4) posiblemente esté sobreestimado. La determinacion del detrito a
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través de esta metodologia, excluyendo los productos de la actividad biolégica
consecuentes de la alimentacién, es practicamente imposible en las botellas
incubadas. Ademas, el alto contenido de carbono asi estimado del detrito, de hasta
cuatro 6rdenes de magnitud mayor que el contenido de carbono de los restantes
alimentos (fitoplancton y microzooplancton) generé que las tasas de alimentacion
cuantificadas en términos de carbono (I, IEC y P) fueran extremadamente superiores
sobre este alimento en comparacién con el resto. Esto no significa que los resultados
no sean validos sino que deben interpretarse sin perder de vista una posible
sobreestimacién y deben ser completados con otros enfoques de estudio. El andlisis
bioquimico, como el de acidos grasos (Cap. 4), puede ayudar a clarificar el consumo
sobre particulas organicas heterogéneas, como el detrito, dilucidando asi la
trofodinamica plancténica de un sistema (Richoux & Froneman 2009).

3.4.4. Consumo y selectividad tréfica del mesozooplancton

Las tasas de alimentacion del mesozooplancton mostraron una marcada
variacion durante el periodo de estudio. Esto implicaria que la dieta del
mesozooplancton del estuario presenta un fuerte condicionamiento temporal segun las
asociaciones mesozooplanctonicas que dominen. En términos generales, puede
decirse que a pesar de la existencia de un patrén trofico heterogéneo en cuanto a las
tasas de alimentacion, la omnivoria fue el comportamiento tréfico caracteristico del
mesozooplancton del estuario de Bahia Blanca. Este resultado concuerda con el Unico
antecedente sobre la alimentacion del mesozooplancton en el estuario (Diodato &
Hoffmeyer 2008) y con la tendencia observada en el comportamiento tréfico natural del
zooplancton en otros sistemas costeros (Stevens et al. 2004, Gifford et al. 2007).

El consumo sobre el microzooplancton se registré en la mayoria de los casos
(89 %) y los mayores valores de filtracién y de presion de predacion fueron
determinados sobre este grupo. Estos resultados indican la importancia que los
ciliados plancténicos tienen en el sostenimiento del mesozooplancton de este sistema
(Diodato & Hoffmeyer 2008) y a su vez, la regulacion de sus poblaciones por parte de
los consumidores mesozooplanctonicos (Calbet & Saiz 2005).

El componente autotréfico también fue relevante en la alimentacién del
mesozooplancton. Exceptuando las tasas sobre el detrito (posiblemente
sobreestimadas), las tasas de ingestion sobre el fitoplancton fueron las mas altas

registradas, en particular, en Canal Vieja a fines del verano y comienzos del invierno.
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Es interesante destacar la selectividad tréfica de las comunidades
mesozooplanctdnicas de esos periodos, dominada por A. tonsa en marzo y por larvas
nauplii de B. glandula en julio. Las diatomeas T. minima, especie que ha mostrado en
los dltimos afios un desarrollo considerable en el estuario (Guinder et al. 2010, 2012) y
Gyrosigma sp. fueron predadas preferencialmente en cada uno de los casos,
respectivamente. Si bien son necesarios estudios especificos de la alimentacion de
estas especies mesozooplanctdnicas, este resultado es el primer indicio del consumo
y de la selectividad trofica en el estuario de Bahia Blanca sobre las diatomeas
mencionadas. Ademas, es relevante la contribucion de este estudio al conocimiento
del comportamiento tréfico de la comunidad dominada por las zoeas de N. granulata'y
las larvas nauplii de B. glandula. Las larvas de decapodos y cirripedios constituyen
presas importantes para las larvas de especies de peces y otros predadores
planctonicos tanto en éste como en otros sistemas marinos (Turner 1984, Lépez
Cazorla et al. 2011). Sin embargo, la informacién disponible sobre la ecologia tréfica
de estas larvas en los ambientes naturales, particularmente de cirripedios, es muy
escasa. Los resultados de esta tesis son similares a los obtenidos por Turner et al.
(2001) quienes evaluaron el comportamiento de alimentacion de larvas nauplii de
Balanus cf. crenatus en la bahia Disko, en la costa oeste de Groenlandia. Estos
autores sefalaron la preferencia trofica de las larvas nauplii sobre el fitoplancton y un
menor consumo sobre los ciliados y dinoflagelados. En esta tesis, no se encontraron
diferencias significativas en el consumo de los alimentos, pero fue registrada la
alimentacion y la selectividad tréfica sobre el fitoplancton y el microzooplancton por
parte de ambos tipos de larvas. Si bien N. granulata es un consumidor de restos de
Spartina sp. y sedimentos blandos (Botto et al. 2005), los estadios planctonicos se
alimentarian en el estuario de microalgas y ciliados. El consumo efectuado por las
zoeas de N. granulata y por las larvas nauplii de B. glandula contribuiria en forma
relevante a la regulacion del microplancton facilitada asimismo por las altas
abundancias que pueden alcanzar estas larvas en el estuario (Cervellini 2001,
Hoffmeyer & Cervellini 2004).

El impacto ambiental vinculado a la descarga del efluente cloacal pareciera no
determinar las respuestas tréficas del mesozooplancton o al menos no se observd un
patrén tréfico claramente diferente en la comparacién con el sitio control. Los cambios
en el consumo pueden explicarse por particularidades observadas en cada situacion,
como es el caso del experimento realizado en el mes de febrero en Canal Vieja (el que
a continuacion se analiza en profundidad). Sin embargo, existieron algunos indicios
puntuales que podrian estar relacionados con la perturbacion cloacal. EI consumo
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diferencial de detrito, ya analizado, es uno de ellos. El crecimiento fitoplancténico
detectado en julio en Canal Vieja podria haber sido promovido por la alta
concentracion de nutrientes nitrogenados en ese sitio (Cap. 2), favoreciendo la
predacion del mesozooplancton sobre el fitoplancton, Unica fuente de alimento
consumida en ese caso. La presion de pastoreo del mesozooplancton ejercida en ese
momento, posiblemente haya regulado el crecimiento del fitoplancton (control top-
down), como lo sugiere la baja concentracion fitoplanctdnica registrada en el mes

siguiente a pesar del elevado contenido de nutrientes disueltos.

La significativa disminucion de la concentracién de clorofila a detectada en el
experimento realizado en Canal Vieja en el mes de febrero indicé el consumo del
mesozooplancton sobre componentes autotréficos. Sin embargo, este proceso no se
reflej6 en el patrdbn de concentracion de fitoplancton sino que por el contrario, la
concentracion de las microalgas aumenté en las botellas Experimentales. El
comportamiento tréfico del copépodo E. acutifrons, el consumidor dominante en este
experimento, y la limitacion metodoloégica empleada en los recuentos, podrian explicar
este resultado. Euterpina acutifrons conformd el 55 % de los consumidores en febrero
superando en numero a A. tonsa. Al igual que otros copépodos harpacticoideos (Uye
et al. 2002), E. acutifrons puede predar sobre componentes del nanoplancton (Sautour
& Castel 1993, Guisande et al. 2000) que incluye formas autétrofas y heteré6trofas
pequenas, con diametros entre 2 y 20 um (Sieburth et al. 1978). Esta fraccién
plancténica puede haber sido subestimada por la metodologia empleada en el
recuento microscopico pero su componente autotrofico fue definitivamente cuantificado
al determinar la concentracién de los pigmentos fotosintéticos, explicando la
discrepancia entre los patrones de concentracién de fitoplancton y de clorofila a para
este experimento en particular. El incremento de la biomasa fitoplanctonica se debié
principalmente al crecimiento de la diatomea P. sulcata, manteniéndose el resto de las
especies fitoplanctonicas en valores aproximadamente constantes. Esta especie fue
evitada o no consumida por el mesozooplancton permitiendo de esta forma su
multiplicacion durante el periodo de incubacién y su dominancia en las botellas
Experimentales, resultado coincidente con lo hallado por Diodato & Hoffmeyer (2008).
La forma rigida de la cadena de paredes siliceas gruesas y resistentes, el tamano
celular (de 8 a 90 um de diametro) y la elevada complejidad estructural de las valvas
de P. sulcata (Crawford 1979, Roelofs 1984) dificultarian la asimilacién de esta
diatomea por parte del zooplancton herbivoro presente en el experimento.

Ademas de la clorofila a, el consumo de microzooplancton también fue

detectado en este experimento con menores tasas de alimentacion coincidiendo con
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una menor abundancia de los consumidores carnivoros u omnivoros. El copépodo A.
tonsa, segundo consumidor en importancia numérica en febrero en Canal Vieja, es
considerado una especie omnivora de acuerdo con las caracteristicas morfolégicas de
la mandibula y las maxilas (Hoffmeyer 1987, Hoffmeyer & Prado Figueroa 1997,
Giesecke & Gonzalez 2004), aunque con cierta tendencia a la carnivoria (Giesecke &
Gonzalez 2004). Este copépodo presenta un comportamiento tréfico muy versatil
pudiendo alternar entre la filtracion suspensivora, un modo pasivo de alimentacion, a
la predacién raptorial, captura y seleccién activa de las presas (Jonsson & Tiselius
1990, Jeong 1994, Kiorboe et al. 1996). Existe mucha bibliografia que documenta el
amplio espectro de presas y el consumo oportunista de A. tonsa, aunque con cierta
predacion preferencial sobre los componentes del microzooplancton como los
tintinidos y los ciliados desnudos (Gifford & Dagg 1988, Tiselius 1989, Saiz & Kierboe
1995, Siuda & Dam 2010). Ciertamente, los ciliados del género Strombidinopsis fueron
las principales presas microzooplanctonicas en este experimento en particular. En
coincidencia, estos ciliados fueron positivamente seleccionados por el
mesozooplancton alcanzando incluso el mayor indice de selectividad registrado.
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3.5. Conclusiones

El enfoque experimental desarrollado en este capitulo permitié profundizar el
conocimiento de la trofodinamica plancténica del estuario de Bahia Blanca.

El impacto ambiental vinculado a la descarga cloacal no parecié ser un
condicionante categoérico del comportamiento tréfico del mesozooplancton, aunque se
detectaron algunos indicios posiblemente relacionados con su influencia. La variacién
temporal en la alimentacion reflej6 la dinamica temporal natural de la comunidad

mesozooplanctdnica del estuario.

El mesozooplancton del estuario presentd una dieta generalista que abarcé
colectivamente todas las fracciones alimentarias consideradas (fitoplancton,
microzooplancton y detrito). Esto se observé particularmente en el sitio control, donde
el detrito proveniente de las marismas adyacentes (Spartina alterniflora) fue

incorporado en la dieta del mesozooplancton junto con presas del microzooplancton.

El  microzooplancton fue la fraccion alimentaria preferencial del
mesozooplancton en los dos sitios de muestreo, indicando la importancia que tiene
este grupo en el mantenimiento de la comunidad mesozooplancténica. La fuerte
presion de predacién sugiere la regulacién top-down del microzooplancton del
estuario. El fitoplancton representé una fuente de alimentacion altamente disponible y

contribuy6 en forma importante a la dieta del mesozooplancton.

La versatilidad en el comportamiento tréfico del mesozoooplancton del estuario
y la disponibilidad de alimentos procedentes de diversas fuentes, parecen ser la clave
en el mantenimiento y desarrollo del mesozooplancton en un ecosistema altamente

variable en términos ambientales, como el estuario de Bahia Blanca.

Estudios experimentales a gran escala (e.g. mesocosmos) de las asociaciones
naturales del estuario deben ser realizados para confirmar y completar estos
resultados, minimizando las limitaciones que conlleva la incubacién en un volumen

pequenio.
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Analisis de los acidos grasos del plancton

4.1. Introduccion

En los ecosistemas acuéticos los lipidos son considerados los factores
nutricionales por excelencia que afectan el fitness de los organismos (Muller-Navarra et
al. 2000). Debido a su alto contenido energético (ca. 39 kJ g”), los lipidos resultan méas
ventajosos frente a las proteinas y los carbohidratos (ambos ca. 17-18 kJ g™
sustentando las vias troficas de un sistema (Lee et al. 1971, Kattner & Hagen 2009) y
suministrando energia y componentes esenciales para el funcionamiento metabdlico
general, el crecimiento somatico, la supervivencia, la reproduccién, la flotabilidad y la
inmunocompetencia de los organismos (Lee et al. 2006, Kattner et al. 2007).

Los lipidos comprenden un gran grupo de biomoléculas estructuralmente
heterogéneas y contienen, la mayoria de ellos, ésteres de &acidos grasos en su
estructura molecular. Los acidos grasos consisten en cadenas de 12 a 24 atomos de
carbono con 0 a 6 dobles enlaces, con un grupo metilo (-CHs) en un extremo de la
cadena y un grupo polar carboxilo (-COOH) en el otro (Fig. 4.1). La nomenclatura
adoptada especifica esta informacion estructural mencionando en primer lugar la
longitud de la cadena, es decir, el nimero de atomos de carbono, seguido por la
cantidad de dobles enlaces y la posicion del primer doble enlace en relacién al grupo
metilo terminal. La insaturacion de los acidos grasos esta determinada por la cantidad
de dobles enlaces que contienen, mientras menor es el nimero de dobles enlaces,
mayor es la saturacién y la rigidez estructual (lverson 2009). Aquellos que presentan
dos 0 mas dobles enlaces se denominan PUFA (polyunsaturated fatty acids); MUFA
(monounsaturated fatty acids) si tienen solamente un doble enlace y SFA (saturated
fatty acids) si son completamente saturados, es decir, no contienen dobles enlaces en
su cadena carbonada. Una alternativa a los dobles enlaces son las ramificaciones. Si
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bien los acidos grasos lineales son los mas abundantes también pueden encontrarse
acidos grasos ramificados, muy significativos en bacterias, con grupos metilo en el

penultimo (ramificaciones terminales “iso”, i) y antependltimo (“anteiso”, a) carbono

(Kaneda 1991). En estos casos, la posicion del metilo se indica en la nomenclatura
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adoptada anteponiendo la “i” o la “a” al nUmero de atomos de carbono (Fig. 4.1).
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Figura 4.1. Estructura de los acidos grasos. Se esquematizan el acido graso saturado 16:0

Ramificacion “iso” y “anteiso”

(acido palmitico), el acido insaturado 18:2(n-6) (acido linoleico) y los marcadores bacterianos iy a

15:0 con sus correspondientes ramificaciones.

Ciertas caracteristicas de biosintesis y de almacenamiento que poseen los
acidos grasos los convierten en marcadores adecuados de las dietas de los organismos
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y de la estructura de las redes tréficas marinas (lverson 2009). La especificidad de
algunos acidos grasos combinada con la transferencia conservativa a través de las
redes troficas ha permitido su utilizacion como biomarcadores tréficos dando lugar al
enfoque conceptual denominado Fatty Acid Trophic Markers (FATM), acidos grasos
marcadores troficos (Dalsgaard et al. 2003, Brett et al. 2009). Este enfoque ha sido
exitosamente empleado para clarificar e interpretar las relaciones tréficas en distintos
sistemas acuaticos (revisiones en Dalsgaard et al. 2003, Kelly & Scheibling 2012).
Aunque los FATM no posibilitan la identificacion a nivel de especie, proveen la
posibilidad de diferenciar grandes grupos plancténicos (Kattner & Hagen 2009), muchos
de los cuales han sido identificados y los componentes lipidicos asignados en la vasta
literatura existente en este tema (Tabla 4.1). Ademas, los acidos grasos pueden variar
en respuesta a factores ambientales como la temperatura, la profundidad (Farkas &
Herodek 1964, Reinhardt & Van Vleet 1986) y la estacionalidad climatica (Kattner &
Hagen 1995), por lo que su andlisis permite inferir algunas caracteristicas del nicho
ecolégico del organismo estudiado. Los FATM también pueden emplearse en la
evaluacion del estado de salud de un sistema identificando el origen bacteriano, marino
o terrestre de la materia organica y el grado de impacto de fuentes terrigenas o urbanas
(Volkman 1986, Seguel et al. 2001, Copeman & Parrish 2003).

Debido a que la acumulacibn y el almacenamiento lipidico son
considerablemente mas pronunciados en los ambientes extremos, la composicion y la
dinamica de los acidos grasos de especies planctdnicas han sido intensamente
estudiadas en sistemas de regiones templadas y polares (Hagen & Auel 2001, Kattner &
Hagen 2009). Aunque como se menciond, el analisis lipidico y el enfoque FATM son
herramientas muy valiosas para la comprensién de la ecologia tréfica acuatica de un
sistema, el conocimiento de estos componentes esta concentrado en el Hemisferio
Norte (e.g. Arts et al. 2009). En el Hemisferio Sur, particularmente en la costa Atlantica,
la composicién lipidica y los acidos grasos caracteristicos de las especies plancténicas,
han sido escasamente estudiados. La inclusién de esta area geogréfica es necesaria
para generar una perspectiva mas completa de la dinamica tréfica plancténica en
sistemas marinos de distintas latitudes y sometidos a diferentes tipos de impactos
naturales y antropogénicos, que permita realizar comparaciones de caracter global. En
Argentina, se ha realizado solamente un trabajo de investigacion sobre la composicion
de acidos grasos de algunos grupos plancténicos en su ambiente natural (estuario de
Bahia Blanca, Napolitano et al. 1997).
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Tabla 4.1. Acidos grasos marcadores tréficos utilizados en esta tesis y sus referencias.

Biomarcador Fuente/Indicador de Referencia
i15:0 Volkman et al. 1980, White et al. 1980, Morris et al. 1985,
al5:0 bacteria Wakeham & Beier 1991, Kaneda 1991, Boschker et al. 1999
i+a15:0/15:0 > 1
i17:0
16:1(n-7) Kattner et al. 1983, Sargent et al. 1985, Volkman et al. 1989,
16:4(n-1) Mayzaud et al. 1990, Viso & Marty 1993, Dunstan et al. 1994,
20:4(n-6) microalgas, diatomeas, Zhukova & Aizdaicher 1995, Parrish et al. 1995, Canuel et al.
20:5(n-3) herbivoria 1995, Kattner & Hagen 1995, Stiibing & Hagen 2003, Scholz &
16:0/16:1(n-7) < 1 Liebezeit 2012
20:5(n:3)/22:6(n-3) > 1
22:6(n-3) Nichols et al. 1984, Viso & Marty 1993, Zhukova &
flagel ’ ’

18:4(n-3) dinoflsgglaadgoesag?:t’ozoos Kharlamenko 1999, Graeve et al. 1994a, Napolitano et al.

’ 1997, Mansour et al. 1999, Falk-Petersen et al. 2000, Stlbing
18:2(n-6) Budge & Parrish 1998, Napolitano et al. 1997, Canuel et al.

18:2(n-6)+18:3(n-3) > 2,5

18:1(n-9)
18:1(n-7)/18:1(n-9) < 1

22:5(n-3)

terrestre, plantas
vasculares

metazoos, omivoria,
carnivoria

sedimentos marinos

1995, 1997, Budge et al. 2001

Kattner et al. 1983, Sargent & Henderson 1986, Kattner et al.
2003, Graeve et al. 1994b, 1997, Falk-Petersen et al. 1990,
2000

Budge et al. 2001
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4.2. Hipoétesis y objetivos

Este capitulo se centra en la caracterizacion, a través de la composicion de los
acidos grasos, de distintas fracciones del plancton (material particulado en suspension —
MPS-, microplancton y mesozooplancton) del estuario de Bahia Blanca con la finalidad
de complementar y verificar la informacién brindada por la experimentacién. Se
compararon las fracciones planctdénicas entre los dos sitios y los dos periodos
abarcados por esta tesis y detallados en el Capitulo 1. En el marco de los antecedentes
planteados se pretendio testear las siguientes hipotesis

El MPS del estuario se caracteriza por la dominancia de acidos grasos saturados
(16:0 y 18:0), los que también contribuyen en forma relevante a las demas fracciones del
plancton debido a la naturaleza turbia y dinamica de este estuario. En el microplancton, los
acidos grasos caracteristicos de diatomeas y de protozoos [20:5(n-3) y 22:6(n-3)
respectivamente] conforman esta fraccion, siendo la contribucion de las diatomeas mayor
en el invierno y superior a la de los protozoos. A su vez, el mesozooplancton consiste en
acidos grasos marcadores de diatomeas, protozoos y de aquellos vinculados a detrito o a
aporte terrestre (particularmente los acidos grasos Cyg).

A pesar de que los organismos planctonicos de regiones templadas no acumulan
grandes cantidades de lipidos en comparacion con aquellos que habitan en altas latitudes,
la estacionalidad climatica de la region es lo suficientemente marcada como para producir
una variacion en la composicion de acidos grasos de los principales grupos planctonicos
del estuario.

Las fracciones colectadas en Canal Vieja, en especial el material particulado,
presentan ciertos acidos grasos caracteristicos de bacterias y material aldoctono,
consecuencia de la influencia de la descarga cloacal en este ambiente, no encontrandose
estos acidos grasos en forma considerable en aquellas fracciones extraidas de Bahia del
Medio.

Los objetivos consistieron en:

(/) Caracterizar las fracciones plancténicas de acuerdo con la composicién de acidos

grasos presentes en las mismas.
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(i) Analizar y comparar la composicion de acidos grasos de las fracciones
plancténicas en dos estaciones del afio y en dos sitios de muestreo con diferente nivel de
perturbacion antropica.

(ii)y Determinar variaciones espaciales y temporales en la composicion de acidos
grasos de cada fraccion planctonica analizada.

(/v) Identificar marcadores tréficos (FATM) y/o indicadores de impacto antropogénico
de acuerdo con las referencias disponibles.
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4.3. Materiales y métodos

4.3.1. Area de estudio

El area de estudio y los sitios de muestreo fueron los mismos que en los demas

estudios desarrollados en esta tesis y estan detallados en el Capitulo 1.

4.3.2. Diseno de muestreo

Con el propésito de testear las hipotesis planteadas se recolectaron muestras de
plancton en los dos sitios de muestreo mencionados, en 21 de las 35 campanas de
campo realizadas en esta tesis. Los muestreos abarcaron julio y diciembre del afio 2008
y los meses de febrero, marzo, julio y agosto de los afios 2009 y 2010. Las fechas de las
campanas se detallan en la Tabla | del Anexo.

4.3.2.1. Trabajos de campo

El material se recolect6 mediante arrastres a 2 nudos de velocidad usando redes de
plancton con diferente tamafno de malla. Los muestreos se realizaron en horas diurnas en
marea bajante siguiendo la misma metodologia en cada campafna en ambos sitios de
muestreo y utilizando las embarcaciones institucionales IADO Il “Buen Dia Senor” e IADO
IV. Para la obtencion de MPS se recolect6 1 litro de agua subsuperficial utilizando una
botella plastica previamente enjuagada con agua del lugar. La fraccién microplanctonica
(fitoplancton + microzooplancton, sefialada como Fito/Micro) se recolecté mediante un
arrastre de 3 minutos, con una red de 20 um de poro. Para la recoleccion del
mesozooplancton (Meso) se usé el mismo método descripto en la subseccion 2.2.1.1 del
Capitulo 2, aunque el arrastre fue de 5 minutos para lograr una mayor captura de
organismos. Cada una de las muestras de plancton fue colocada en recipientes plasticos
de 5 litros de capacidad previamente enjuagados con agua del lugar y mantenidas en

conservadoras hasta su posterior procesamiento en el laboratorio.

Para complementar la informacién resultante del analisis de los acidos grasos y
obtener datos sobre la composicién del detrito aportado por los espartillares, el 7 de octubre
de 2011 se recolectaron dos muestras de hojas secas extraidas de S. alterniflora de la zona
interna del estuario de Bahia Blanca (Balneario Maldonado, 38° 44' 07"S - 62° 19' 05" O).
Este material fue procesado y analizado al igual que las muestras de plancton.
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4.3.2.2. Trabajos de laboratorio

Cada muestra se filtr6 con vacio suave a través de filtros GF/F previamente
muflados. En el caso del MPS, se filtré un volumen de entre 250 y 500 ml, mientras que las
muestras micro- y mesoplancténicas fueron filtradas en su totalidad o bien hasta que se
colmato el filtro. Los filtros conteniendo las muestras se colocaron en viales de vidrio de 10
ml, previamente lavados con detergente no i6nico y muflados e inmediatamente se
almacenaron en el freezer (-18 °C). Aquellas muestras (muestreo 2010) empleadas para
obtener una referencia cuantitativa (ug de acidos grasos mg de muestra seca™), fueron
liofilizadas con el fin de deshidratarlas preservando la estructura molecular. Luego fueron
pesadas en una balanza analitica. Finalmente, a todos los viales se les incorporo
diclorometano:metanol 2:1 (v/v) hasta cubrir totalmente cada muestra depositada
cerrandolos bajo N, suave. Estos viales se mantuvieron en el freezer hasta su posterior

analisis.

Originalmente se cont6 con un tamafo muestral de diez (cinco muestras de verano
y cinco de invierno) para cada fraccion planctonica de cada sitio. Debido a una falla en el
proceso de liofilizacion, algunas de las muestras destinadas, ademas de a la cualificacién, a
la cuantificacion del contenido lipidico se arruinaron durante este proceso. Parte del
material quedd en las paredes del liofilizador o se mezcldé con material proveniente de otras
muestras, de manera que no pudieron ser utilizadas para el andlisis cuantitativo de &cidos
grasos. Por la raz6n mencionada, de las cuatro muestras de 2010 de MPS, Fito/Micro y
Meso para cada sitio (dos de verano y dos de invierno) se perdié una muestra de invierno
de MPS de CV, una muestra de verano de MPS de los dos sitios, una muestra de verano
de Fito/Micro de CV y de las muestras de Meso solamente una muestra de verano de cada
sitio pudieron ser utilizadas para la cuantificacién. Sin embargo, algunas muestras de Meso
(marzo 2010 de BM vy julio 2010 de CV y BM) fueron igualmente analizadas
cualitativamente (composicién porcentual de &cidos grasos) con el fin Ultimo de
descartarlas en el caso de que los cromatogramas fueran defectuosos. En resumen, para el
analisis cualitativo, se cont6 con un tamano muestral de 17 muestras de MPS, 19 de
Fito/Micro y 17 de Meso; mientras que para el andlisis cuantitativo, 5 de MPS, 7 de
Fito/Micro y 2 de Meso.

El procesamiento lipidico consisti6 en primer lugar, en la adicibn a cada vial
conteniendo la muestra y el solvente de entre 30 y 150 ul de tricosanoato de metilo 23:0
(1,21 mg ml") como estandar interno para la determinacion cuantitativa de los &cidos
grasos totales. La cantidad de estandar agregado dependi6 de la estimacién visual (por la
coloracion) del contenido de grasas de cada una de las muestras; a mayor contenido de
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grasa, mayor cantidad de estandar. Luego, las muestras fueron homogeneizadas utilizando
un homogeneizador Ultra-Turrax® vy filtradas con vacio suave a través de filtros GF/F
previamente muflados separando asi la fase liquida, conteniendo el extracto, del material
solido. La extraccion lipidica se realizé6 segun Folch et al. (1957) modificado ya que se
empled diclorometano en lugar de cloroformo. Después, previo secado suave bajo Np, se
determiné gravimétricamente el contenido lipidico de las muestras. A continuacioén, para
conferirles una mayor volatilidad que facilite la examinacién cromatogréfica, los lipidos
fueron hidrolizados y transesterificados en metanol conteniendo 3 % de acido sulfurico
durante un periodo de 4 h a 80 °C (Kattner & Fricke 1986). Se obtuvieron asi los
metilésteres de los &cidos grasos (Fatty Acid Methyl Esters, FAME) que son los
compuestos resueltos por cromatografia. Los FAME fueron extraidos con hexano y
analizados mediante cromatografia gaseosa utilizando un cromatografo Hewlett Packard®
6890 equipado con una columna capilar DB-FFAP (30 m de longitud, 0,25 mm de diametro
interno y 0,25 um de espesor de film), utilizando el programa de temperatura propuesto por
Kattner & Fricke (1986) y helio como gas portador. Los FAME fueron determinados por
ionizacion de llama e identificados por comparacion de sus tiempos de retencion con los de
una mezcla estandar. La composicion de los acidos grasos fue calculada como porcentaje
del &rea del pico en relacion con la sumatoria de areas de todos los acidos grasos
detectados. Los picos de cada cromatograma fueron cuidadosamente chequeados y
corregidos en el caso de detectarse un error en la identificacion del &cido graso. Cada diez
muestras analizadas, se realiz6 un blanco con el fin de detectar posibles acidos grasos no

pertenecientes a la muestra y causados por contaminacién durante el proceso analitico.

4.3.3. Analisis estadistico

Para caracterizar cada fraccién plancténica estudiada se grafico la composicion
porcentual de aquellos acidos grasos que representaron un 1 % o0 mas del contenido total
de acidos grasos. Las muestras de cada fraccion se agruparon independientemente del
sitio y del periodo estudiado con el fin de caracterizar las fracciones de plancton de este
sistema estuarino, visualizar graficamente la composicién de cada una de ellas y comparar
entre si los principales acidos grasos segun su contribucion. El contenido total de &acidos
grasos saturados (SFA), monoinsaturados (MUFA) y poliinsaturados (PUFA), expresado en
porcentaje, fue también comparado entre las fracciones plancténicas analizadas. Debido a
la similitud general en el perfil composicional de las distintas fracciones en los afos
abarcados, las muestras recolectadas en el verano y el invierno correspondientes a los

anos mencionados en la seccién 4.3.2 fueron consideradas réplicas.

97



Capitulo 4 — Analisis de acidos grasos

Con el fin de determinar variaciones en la composicién de acidos grasos entre los
sitios y entre los periodos dentro de cada fraccién planctdnica, se realizaron ANOVA
considerando la mayoria de los acidos grasos detectados (concentracion = 0,1 % del total
de &cidos grasos) incluyendo los biomarcadores de bacterias (Tabla 4.1). Se analiz6
primero la existencia de interaccion entre los factores (sitio x periodo) y aquellos &cidos
grasos que presentaron interaccion significativa (p < 0,05) fueron comparados entre todos
los niveles de los factores. Los acidos grasos que no mostraron interaccion significativa (p >
0,05) fueron comparados entre los niveles de cada factor por separado (CV vs BM, verano

vs invierno).

En todos los casos, las comparaciones de medias fueron realizadas con ANOVA
seguido del test LSD de Fisher (Least Significant Difference), luego de chequear los
supuestos de normalidad y homoscedasticidad (Levene 1960, Shapiro & Wilk 1965,
Conover et al. 1981). En el caso de no cumplirse los supuestos para el ANOVA, los datos
fueron transformados mediante arcoseno (Sokal & Rohlf 1999). El nivel de significacién fue
de 0,05. ElI software estadistico utilizado fue INFOSTAT® (versién libre,
http://www.infostat.com.ar).

El andlisis multivariado fue realizado sobre la composicion porcentual de acidos
grasos de todas las muestras (concentracion = 1 % del total de acidos grasos detectados
en cada muestra) utilizando el software PRIMER-E® 5. Siguiendo los enfoques empleados
por Howell et al. (2003) y Cook et al. (2010), los datos de composicion no fueron
transformados para evitar, mediante la transformacion, una atribucion artificial y excesiva a
los &cidos grasos que presentaron una baja contribucion al perfil de la muestra. Este
conjunto de datos fue convertido en una matriz de similitud utilizando el indice de Bray-
Curtis. Se realizaron MDS con el fin de visualizar los datos y hallar patrones definidos de
acuerdo con el tipo de muestra, los sitios y los periodos. Un analisis de similitud porcentual
(SIMPER) fue realizado para detectar los acidos grasos que mas contribuyeron a cada
fraccion, sitio y periodo estudiado. Se aplic6 un analisis de similitud (ANOSIM) entre los

grupos para detectar diferencias globales entre ellos (Clarke & Warwick 1994).
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4.4. Resultados

4.4.1. Contenido lipidico de las fracciones de plancton

El MPS present6 en promedio un contenido lipidico de 5,50 ug de acidos grasos
por mg de peso seco (0,55 % del peso seco de la muestra). En la fraccion
microplancténica se registraron 2,85 ug mg™ (0,28 %), mientras que se determinaron en
promedio 23,35 ug de acidos grasos por mg de muestra mesozooplanctoénica (2,33 %).

4.4.2. Composicidn de acidos grasos de las fracciones de plancton

En la Fig. 4.2 se representa la contribucion relativa de los &cidos grasos
registrados en porcentajes mayores o iguales al 1 % del perfil graso de las fracciones
plancténicas estudiadas. EI MPS se caracterizé por un menor contenido de &cidos
grasos poliinsaturados (PUFA) y un alto contenido de acidos grasos saturados (SFA) en
relacion con las demas fracciones planctonicas (ANOVA test LSD p < 0,05 Fig. 4.3),
entre los que se destacaron los acidos grasos 16:0 y 18:0 que presentaron niveles
significativamente mayores que en el resto de las fracciones (ANOVA test LSD test p <
0,05 Fig. 4.2,). A éstos los sigui6é en importancia el acido graso monoinsaturado (MUFA)
18:1(n-9) (Fig. 4.2). Estos tres acidos grasos constituyeron el 65 % (29 %, 25 % y 11 %,
respectivamente) de la totalidad de los acidos grasos registrados en el MPS y
contribuyeron con el 73,8 % al promedio de similitud dentro de esta fraccion plancténica
(Tabla 4.2).

En el microplancton, los principales acidos grasos detectados fueron los SFA
16:0 y 18:0, los MUFA 16:1(n-7) y 18:1(n-9) y el PUFA 20:5(n-3) (Fig. 4.2). Estos acidos
grasos representaron el 72 % del total y, exceptuando el 18:1(n-9), todos los demés
fueron sefnalados por el SIMPER como los que contribuyeron con un 10 % o mas al
promedio de similitud dentro de esta fraccion plancténica (Tabla 4.2). El contenido del
16:1(n-7) en el microplancton fue significativamente mayor que en el resto de las
fracciones del plancton (ANOVA test LSD p < 0,05 Fig. 4.2).
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1 MPS
Fito/Micro
b
a ) ® Meso

Figura 4.2. Composicion porcentual media de acidos grasos en el material particulado en
el MPS, el Fito/Micro y el Meso. Las barras de error representan el desvio estandar. Se
representaron los acidos grasos cuya contribucion al total de &cidos grasos registrados fue = 1
%. Los principales &cidos grasos (= 10 %) fueron comparados entre las fracciones mediante
ANOVA vy test LSD. Letras asignadas alfabéticamente de menor a mayor media, medias que
comparten alguna letra no difieren al 5 %. MPS (material particulado en suspensién): n = 17,

Fito/Micro (fraccién microplancténica): n = 19, Meso (fraccion mesozooplancténica): n = 17.

El mesozooplancton presentd una composicion de acidos grasos similar a la del
microplancton (Tabla 4.2, Figs. 4.2 y 4.3) aunque se caracterizé por un alto contenido
del PUFA 22:6(n-3), con niveles significativamente mayores que en el resto de las
fracciones planctonicas (ANOVA test LSD p < 0,05 Fig. 4.3).

El contenido de los PUFA totales y particularmente de 20:5(n-3), fue

significativamente mayor en el microplancton y en el mesozooplancton con respecto al
contenido determinado en el MPS (ANOVA test LSD p < 0,05 Fig. 4.3).

100



Capitulo 4 — Analisis de acidos grasos

80 - m SFA

b MUFA
PUFA

70 -
60 - a
50 -
40 - a
30 -

I

10

Acidos grasos totales (%)

MPS Fito/Micro Meso

Figura 4.3. Contenido porcentual medio de SFA, MUFA y PUFA en el material particulado
en suspension, el microplancton y el mesozooplancton. Las barras de error representan el
desvio estandar. Los grupos de acidos grasos fueron comparados entre las fracciones de
plancton mediante ANOVA vy test LSD. Letras asignadas alfabéticamente de menor a mayor
media, medias que comparten alguna letra no difieren al 5 %. MPS (material particulado en
suspension): n = 17, Fito/Micro (fraccion microplancténica): n = 19, Meso (fraccion
mesozooplancténica): n = 17. SFA = acidos grasos saturados, MUFA = &cidos grasos

monoinsaturados, PUFA = acidos grasos poliinsaturados.

Aunque con un R muy bajo, el MPS, el microplancton y el mesozooplancton
fueron significativamente diferentes entre si en la composicion global de acidos grasos
debido principalmente a la contribucion diferencial de los &cidos grasos que
caracterizaron cada fraccion (ANOSIM p < 0,05 Tabla 4.3).

El método MDS arroj6é un arreglo con escasa diferenciacion en la ordenacion
espacial de los grupos y con un buen ajuste (stress = 0,12). De manera general, se
pueden visualizar ordenaciones mas definidas en grupos, como por ejemplo los dos
subgrupos del mesozooplancton correspondientes al verano (agrupacién formada en la
parte superior derecho de la Fig. 4.4a) y al invierno (agrupacién formada en la parte
inferior izquierda de la Fig. 4.4a). Su disposicion espacial estuvo comprendida entre las
otras dos fracciones del plancton, es decir, entre las ordenaciones correspondientes al
MPS y el Fito/Micro (Fig. 4.4a). Los arreglos espaciales considerando como factor de
diferenciacion a los sitios (Fig. 4.4b) y a los periodos (Fig. 4.4c) mostraron un patrén
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poco definido aunque se observa una tendencia a la agrupacién levemente mayor del
conjunto CV y del grupo de verano. Los puntos correspondientes al grupo S. alterniflora
se ordenaron cerca de la agrupaciéon del mesozooplancton del invierno (Fig. 4.4ay c) y
de la correspondiente a la descarga cloacal (Fig. 4.4b).

— Figura 4.4. Representacion del analisis de escalamiento multidimensional no métrico

(MDS) considerando a) las muestras, b) los sitios y c) los periodos estudiados. MPS: n =
17, Fito/Micro: n = 19, Meso: n = 17, S. alteniflora: n = 2; CV: n = 25, BM: n = 28, verano: n = 26,
invierno: n = 27.
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Tabla 4.2. Analisis de similitud SIMPER para cada grupo considerado.

SIMPER

Grupo Prom. Simil. AG - % Contrib.

MPS 68,93 16:0 - 34,70; 18:0 - 29,02; 18:1(n-9) - 10,06

Fito/Microplancton 64,75 16:0 -30,10 ; 20:5(n-3) - 13,88; 18:0 - 11,85; 16:1(n-7) - 11,02
Mesozooplancton 68,32 16:0 - 28,93; 20:5(n-3) - 14,37; 22:6(n-3) - 12,64; 18:0 - 11,22
cv 66,40 16:0 - 30,64; 18:0 -17,25; 18:1(n-9) - 14,17

BM 62,69 16:0 - 33,79; 18:0 - 14,39; 20:5(n-3) - 13,58

Verano 66,80 16:0 - 31,60; 18:0 - 15,19; 18:1(n-9) - 11,95

Invierno 62,13 16:0 - 33,10; 18:0 - 16,41; 18:1(n-9) - 11,86; 20:5(n-3) - 10,53

Se detallan el promedio de similitud (Prom. Simil.) obtenido para cada grupo y los acidos grasos
(AG) junto al porcentaje de contribucion (= 10 %) de cada uno de ellos al promedio de similitud.
MPS: material particulado en suspensién, CV: Canal Vieja, sitio impactado por la descarga
cloacal, BM: Bahia del Medio, sitio control.

Los acidos grasos saturados 16:0 y 18:0 fueron los mayores contribuyentes en la
formacion de los grupos referidos a los sitios (CV y BM) y a los periodos climaticos
(verano e invierno), seguidos por el monoinsaturado 18:1(n-9) en el caso de CV. El
PUFA 20:5(n-3) fue detectado en BM y en el invierno con una contribucién cercana al 10
% en ambos grupos (Tabla 4.2). Los sitios no fueron estadisticamente diferentes entre si
en cuanto a la composicion de acidos grasos, mientras que los periodos climaticos si se
diferenciaron estadisticamente (ANOSIM p < 0,010 Tabla 4.3).

Tabla 4.3. Analisis de similitud SIMPERy ANOSIM

SIMPER ANOSIM
Grupos Prom. Disim. AG - % Contrib. R o
MPS & Fito/Micro 39,02 18:0 - 19,97; 20:5(n-3) - 16,72; 16:0 - 12,99; 18:1(n-9) - 10,00 0,247 0,002
MPS & Meso 38,82 18:0 - 19,82; 22:6(n-3) - 15,75; 20:5(n-3) - 13,92; 18:1(n-9) - 13,07; 16:0 - 12,09 0,297 0,001
Fito/Micro & Meso 36,71  20:5(n-3) - 17,14; 22:6(n-3) - 15,63; 18:1(n-9) - 12,82; 18:0 - 10,00 0,116 0,022
CV & BM 37,28 20:5(n-3) - 15,92; 18:0 - 15,07; 18:1(n-9) - 13,50; 22:6(n-3) - 11,80; 16:0 - 11,37 0,073 0,063
Verano & Invierno 37,26 20:5(n-3) - 15,96; 18:0 - 15,12; 22:6(n-3) - 13,12; 18:1(n-9) - 12,44; 16:0 - 11,50 0,120 0,010

Se detallan el promedio de disimilitud obtenido entre los grupos y los acidos grasos (AG) junto al
porcentaje de contribucion de cada uno de ellos al promedio de disimilitud, el R global y el p del
ANOSIM. Se indican en italica los p significativos < 0,05.

El andlisis de los acidos grasos de cada fraccion plancténica revel6 interaccion
significativa entre los sitios y los periodos climaticos en ciertos acidos grasos del MPS y
del mesozooplancton (ANOVA p < 0,05). Es decir que el efecto del sitio sobre el
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comportamiento de estos acidos grasos no fue el mismo en los dos periodos climaticos
abarcados. Por esta razon, todos los valores promedio de estos acidos grasos obtenidos
en cada nivel de cada factor fueron comparados entre si (ANOVA test LSD Tabla 4.4).
Los éacidos grasos de cada fraccion planctonica que no revelaron una interaccion
significativa entre los factores fueron comparados entre los sitios considerando el
promedio de ambos periodos y viceversa (Tablas 4.5, 4.6 y 4.7).

Tabla 4.4. Acidos grasos y/o relaciones que mostraron interaccion entre los sitios y los
periodos abarcados.

Ccv BM

Acido Graso o Relacion — —
verano invierno verano invierno

MPS

20:5(n-3) / 22:6(n-3) 229+0,66° 3,11+1,67° 081+041® 3,88 +0,62°
Mesozooplancton

i15:0 0,17 £0,06®° 0,23+0,13®° 0,26 +0,08° 0,10+0,07°
a15:0 0,11 £0,04% 0,28+0,16° 0,20 + 0,09% r3
18:2(n-6) 3,92 £2,25% 13,21 +4,46° 1,41+0,29° 2,99 +1,26°
20:4(n-6) 1,40 + 0,38° tr? 1,05 +0,52° 0,84 0,73
18:2(n-6)+18:3(n-3) 4,88 +1,88° 13,76 +4,51® 2,68+0,30® 3,54 +1,33°
20:5(n-3)/22:6(n-3) 1,01 £0,31% 2,49+0,94°  099+0,13° 1,26 0,35

Los resultados se expresan como porcentaje medio + desvio estandar en relacién con el total de
acidos grasos registrados. Se compararon todos los promedios (sitios x periodos) entre si
(ANOVA test LSD p < 0,05). Letras asignadas alfabéticamente de menor a mayor valor, las
medias que comparten una letra no difieren al 5 %.

En el MPS la relaciébn 20:5(n-3)/22:6(n-3) presenté de acuerdo al sitio
muestreado, un comportamiento diferente entre los periodos. En CV, los valores de esta
relacion no variaron significativamente entre el verano y el invierno, mientras que en BM
el valor alcanzado en el invierno fue significativamente superior al de verano (Tabla 4.4).
En el microplancton no se registraron acidos grasos que presentaran interaccién entre
los sitios y los periodos climaticos. En cuanto al mesozooplancton, los &cidos grasos
i15:0 y a15:0 se mantuvieron en niveles aproximadamente constantes aunque el primero
varié entre los valores registrados en BM siendo significativamente mayor en el verano.
El contenido de a15:0 en el mesozooplancton difirié6 en CV presentando un valor mayor
en el invierno (Tabla 4.4). La proporcion de 20:4(n-6) en esta fraccion disminuyo
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considerablemente en el invierno en CV, manteniéndose en niveles constantes en el
resto de los casos (Tabla 4.4). Los contenidos de 18:2(n-6), de la sumatoria de éste y el
18:3(n-3) y de la relaciéon 20:5(n-3)/22:6(n-3) fueron significativamente mayores en CV
en el invierno en la fraccidbn mesozooplancténica (Tabla 4.4).
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Por otra parte, los acidos grasos del MPS que se registraron en valores
significativamente diferentes entre los sitios y mayores en CV, fueron el 18:2(n-6) y las
relaciones i+a15:0/15:0 y 18:2(n-6)+18:3(n-3). En esta fraccién plancténica no se
registraron &acidos grasos cuyos valores difirieron significativamente entre los periodos
climaticos (Tabla 4.5).

Tabla 4.5. Acidos grasos determinados en el material particulado en suspension (MPS) en
los sitios y los periodos abarcados.

MPS
Acido graso o
Relacion CV BM verano invierno

14:0 2,49 + 3,42 1,58 + 1,41 1,67 +1,08 2,30 + 3,39
i15:0 0,32 £ 0,38 0,21 £ 0,22 0,25 + 0,25 0,27 £ 0,36
als5:.0 0,31 £ 0,27 0,20 £ 0,22 0,25 + 0,26 0,26 + 0,25
15:0 0,62 £ 0,61 0,78 £0,70 0,58 + 0,64 0,81 £ 0,67
16:0 2419 + 6,54 31,33 +10,84 24,59 + 6,11 30,98 + 11,30
16:1(n-7) 5,05 + 4,88 3,20 +1,77 3,64 +2,76 4,50 + 4,30
16:2(n-4) 0,73 £0,80 1,14 + 1,55 1,08 +1,70 0,83 £ 0,69
16:3(n-4) 0,94 +1,26 0,57 £ 0,32 0,49 £ 0,50 0,97 £1,10
16:4(n-1) 0,70 £ 0,80 1,22 + 1,62 0,99 +1,82 0,96 £ 0,70
i17:0 0,28 £ 0,80 0,60 £ 0,94 0,17 £0,48 0,71 £1,07
18:0 25,14 + 9,37 22,96 + 8,15 26,36 + 9,63 21,87 +7,35
18:1(n-9) 12,37 £ 5,77 9,44 + 8,61 10,68 + 6,06 10,95 + 8,70
18:1(n-7) 4,05+ 1,88 3,22 + 2,25 3,50 +2,19 3,71 2,07
18:2(n-6) 5,41 £1,70 3,21 +1,82 4,58 +2,48 3,95+ 1,68
18:3(n-3) 0,77 £0,70 0,79 £ 0,66 0,94 £ 0,49 0,64 £0,77
18:4(n-3) 1,30 + 0,96 1,63 +1,39 1,73 +1,39 1,24 + 0,99
20:1(n-9) 0,48 £ 0,57 0,98 + 0,80 0,74 £ 0,64 0,75+ 0,84
20:4(n-6) 0,24 + 0,44 0,66 * 0,65 0,51 £ 0,55 0,42 + 0,64
20:5(n-3) 6,94 + 6,04 7,58 + 6,67 6,86 + 6,94 7,65 + 5,84
22:5(n-3) 0,54 + 0,64 0,64 £0,71 0,63 £ 0,61 0,56 £ 0,74
22:6(n-3) 2,34 +1,93 4,80 + 6,31 5,46 £ 6,51 2,03+1,75
i+a15:0/15:0 0,98 £ 0,28 0,54 + 0,26 0,91 £0,34 0,61 £0,31
16:0/16:1(n-7) 9,46 * 8,41 12,72 + 7,21 11,71 £ 9,44 10,72 £+ 6,40
18:1(n-7)/18:1(n-9) 0,40 + 0,23 0,47 + 0,27 0,45 + 0,29 0,43 £ 0,22
18:2(n-6)+18:3(n-3) 6,19 £ 1,63 4,00 +1,93 5,63 +2,93 4,58 +1,78
S SFA 54,29 + 8,71 58,27 + 14,89 54,56 + 10,74 58,03 + 13,75
> MUFA 24,13 + 4,51 18,19 + 10,46 20,67 + 6,34 21,27 + 10,52
> PUFA 20,67 + 9,46 23,03 + 13,86 24,78 + 12,92 19,38 + 10,58

Los resultados se expresan como porcentaje medio + desvio estandar en relacién con el total de
acidos grasos registrados. En negrita se sefialan aquellos acidos grasos que al compararlos
entre sitios o periodos, presentaron valores mayores y significativos (ANOVA test LSD p < 0,05).
SFA: acidos grasos saturados, MUFA: acidos grasos monoinsaturados, PUFA: acidos grasos
poliinsaturados.
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En cuanto al microplancton (Fito/Micro), los acidos grasos 18:1(n-9), 18:2(n-6) y
la sumatoria de este Ultimo y el 18:3(n-3) se registraron en porcentajes
significativamente mayores en CV que en BM, mientras que el &cido graso 16:1(n-7) y la
relacién 18:1(n-7)/18:1(n-9) mostraron valores significativamente mayores en BM (Tabla
4.6). Cuando se compararon entre si los periodos climaticos, se observd que los acidos
grasos 18:3(n-3) y 22:5(n-3) fueron significativamente mas elevados en el verano,
mientras que el 16:4(n-1) y la relaciébn 20:5(n-3)/22:6(n-3) mostraron valores
significativamente mas altos en invierno (Tabla 4.6).

Tabla 4.6. Acidos grasos determinados en la fraccion microplanctonica (Fito/Micro) en los
sitios y los periodos abarcados.

Fito/Micro
Acido graso o
Relacion CV BM verano invierno
14:0 3,88 £ 1,86 5,95 + 4,60 4,38 £ 2,95 5,50 £ 4,25
i15:0 0,28 £ 0,24 0,41 £0,45 0,42 £ 0,46 0,28 £ 0,25
als5:0 0,31 £0,24 0,25 £ 0,31 0,33 £ 0,35 0,23 £0,19
15:0 0,72 £ 0,26 0,84 £ 0,68 0,97 £ 0,63 0,61 £0,34
16:0 23,24 + 8,24 21,76 + 5,71 24,51 +6,43 20,61 +7,02
16:1(n-7) 7,22 £1,99 11,62 £ 5,95 8,21 + 4,61 10,73 £5,18
16:2(n-4) 1,25 + 0,63 1,97 + 1,15 1,32 + 0,92 1,90 + 1,01
16:3(n-4) 1,10 £ 0,99 1,52 £1,09 1,42 £ 1,46 1,23 £ 0,50
16:4(n-1) 2,48 £ 3,15 2,49 £ 2,34 0,61 £0,58 4,17 £ 2,70
i17:0 0,19 £ 0,57 1,11 £ 2,63 0,31 £0,75 1,00 + 2,62
18:0 12,95 + 5,80 10,12 £ 9,93 14,49 £+ 10,24 8,73 +4,71
18:1(n-9) 11,38 £ 5,30 5,81 £5,27 7,79 £ 5,57 9,04 +£6,37
18:1(n-7) 3,24 + 0,99 2,54 +1,85 3,07 +1,13 2,69 +1,83
18:2(n-6) 5,46 = 1,06 2,55 +£2,00 4,05+2,13 3,82 £ 2,32
18:3(n-3) 0,53 £ 0,33 0,59 + 0,64 0,85 £ 0,55 0,30 £ 0,30
18:4(n-3) 2,19 +£1,58 2,41 £1,80 2,30 £1,50 2,32 £1,87
20:1(n-9) 0,32 £ 0,50 0,78 £0,87 0,76 £0,53 0,38 +£0,88
20:4(n-6) 0,39 £ 0,62 0,65 £ 0,81 0,77 £ 0,66 0,31 £0,74
20:5(n-3) 15,30 + 11,84 16,52 + 14,00 11,54 £+ 9,43 19,90 + 14,34
22:5(n-3) 0,42 £ 0,61 0,47 £ 0,86 0,87 £ 0,88 0,06 £ 0,20
22:6(n-3) 5,12 £ 5,88 5,09 £ 4,61 6,83 =+ 6,60 3,55 +2,75
i+a15:0/15:0 0,91 £0,63 0,66 +£0,48 0,60 £ 0,50 0,97 £ 0,59
16:0/16:1(n-7) 3,72 +2,83 3,61 + 5,61 5,30 £ 6,06 2,18 £ 0,94
18:1(n-7)/18:1(n-9) 0,32 £ 0,11 0,61 £ 0,36 0,59 + 0,37 0,37 £ 0,19
18:2(n-6)+18:3(n-3) 5,99 + 1,16 3,14 £2,29 4,89 +2,06 4,12 + 2,57
20:5(n-3)/22:6(n-3) 6,11 £ 5,86 3,98 + 2,39 2,31 +1,39 7,40 £ 4,82
S SFA 41,66 + 14,23 41,32 £ 14,84 46,31 + 14,32 37,13 +13,17
> MUFA 23,04 + 6,20 23,10 £ 7,00 21,71 £4,20 24,30 = 8,00
> PUFA 35,33 + 19,58 34,69 + 19,48 31,40 £ 17,79 38,22 + 20,36
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Los resultados se expresan como porcentaje medio + desvio estandar en relacién con el total de
acidos grasos registrados. En negrita se sefialan aquellos acidos grasos que al compararlos
entre sitios o periodos, presentaron valores mayores y significativos (ANOVA test LSD p < 0,05).
SFA: acidos grasos saturados, MUFA: acidos grasos monoinsaturados, PUFA: acidos grasos
poliinsaturados.

Los acidos grasos del mesozooplancton mostraron una variacién menor entre los
sitios que entre los periodos estudiados (Tabla 4.7). EI MUFA 18:1(n-9) fue el Unico
acido graso cuyo porcentaje fue significativamente mayor en CV, mientras que los
16:1(n-7), 18:4(n-3) y la relacion 18:1(n-7)/18:1(n-9) mostraron  valores
significativamente mayores en BM (Tabla 4.7). Al comparar los periodos, ciertos 4cidos
grasos como los saturados 14:0 y 15:0, el 16:1(n-7), el 18:3(n-3), el 18:4(n-3), el 20:5(n-
3), el 22:6(n-3), la relacion 18:1(n-7)/18:1(n-9) y los poliinsaturados totales, presentaron
valores significativamente mas elevados en el verano (Tabla 4.7). Los porcentajes de los
acidos grasos 16:4(n-1), 18:0, 18:1(n-7), 18:1(n-9), 20:1(n-9), de las relaciones
i+a15:0/15:0 y 16:0/16:1(n-7) y de los monoinsaturados totales fueron significativamente

mayores en el invierno que en el verano (Tabla 4.7).
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Tabla 4.7. Acidos grasos determinados en el mesozooplancton en los sitios y los periodos

abarcados.

Acido graso o

Mesozooplancton

Relacién CV BM verano invierno

14:0 2,72 + 0,64 3,45 +1,74 3,88 £ 1,33 2,24 +0,73
15:0 0,54 £ 0,19 0,70 £ 0,42 0,87 £ 0,26 0,35+0,11
16:0 22,76 + 5,47 20,77 +4,28 20,56 + 3,84 22,99 +5,73
16:1(n-7) 3,26 £ 1,34 5,42 £ 2,21 5,46 £ 1,67 3,22 +2,00
16:2(n-4) 0,43 £ 0,31 0,59 + 0,36 0,59 £ 0,35 0,43 £0,33
16:3(n-4) 0,56 + 0,41 0,96 + 0,57 0,64 + 0,49 0,91 £ 0,56
16:4(n-1) 0,39 £ 0,39 0,78 £ 0,65 0,29 £ 0,14 0,95 £ 0,67
i17:0 tr tr tr tr

18:0 10,92 + 4,52 9,99 £ 7,22 7,33 £ 2,21 13,91 £ 6,98
18:1(n-9) 16,63 £ 10,55 6,29 + 7,77 5,14 + 5,07 17,93 £ 10,80
18:1(n-7) 4,61 +2,27 3,52 +1,49 2,95 + 0,58 5,25 £ 2,20
18:3(n-3) 0,76 £ 0,35 0,95 +0,47 1,1310,33 0,55 + 0,25
18:4(n-3) 1,24 + 0,92 2,26 + 1,14 2,52 £ 0,97 0,94 £ 0,61
20:1(n-9) 0,83 £ 0,40 1,09 + 0,84 0,58 + 0,25 1,40 £ 0,72
20:5(n-3) 10,75 £ 9,56 17,60 £ 6,27 18,81 £ 4,59 9,39 £ 9,33
22:5(n-3) 1,73 +£0,94 0,92 + 0,85 1,51 +1,06 1,06 + 0,84
22:6(n-3) 10,24 + 10,33 16,72 + 7,24 19,46 + 5,43 7,16 £ 8,18
i+a15:0/15:0 0,88 £ 0,70 0,52 + 0,31 0,43 £ 0,09 0,98 £ 0,70
16:0/16:1(n-7) 8,50 £ 4,95 5,52 +5,76 4,15+ 1,81 10,04 + 6,56
18:1(n-7)/18:1(n-9) 0,37 0,22 0,92 + 0,44 0,90 + 0,46 0,40 + 0,24
S SFA 37,91 £ 8,74 36,16 + 9,34 33,80 + 6,51 40,57 + 10,08
> MUFA 26,35 + 10,73 18,63 + 8,09 16,17 £+ 4,40 29,13 £ 10,11
> PUFA 35,73 +17,10 44,73 + 14,78 49,57 £ 10,23 30,30 + 15,72

Los resultados se expresan como porcentaje medio + desvio estdndar en relacién con el total de

acidos grasos registrados. En negrita se sefialan aquellos acidos grasos que al compararlos

entre sitios o periodos, presentaron valores mayores y significativos (ANOVA test LSD p < 0,05).

SFA: acidos grasos saturados, MUFA: acidos grasos monoinsaturados, PUFA: acidos grasos

poliinsaturados, tr: valores traza (< 0,1 %).
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El andlisis del material seco de S. alterniflora arrojé un perfil composicional de
pocos acidos grasos siendo tres los principales componentes: el 18:2(n-6) y los SFA
16:0 y 18:0. Los demas acidos grasos presentaron valores por debajo del 10 % o bien
concentraciones por debajo del 1 %, que fueron agrupados en “otros” (Fig. 4.5).

14:0
4%

‘ 161 -
1%
18:2(n-6)

18:1(n-7) 18:1(n
4% 7%

otros
14%

18:3n3
8%

Figura 4.5. Composicion relativa de acidos grasos en material seco de Spartina
alterniflora. Se sefialan los principales acidos grasos y el porcentaje de cada uno en relacion
con el total de acidos grasos determinados. En “otros” se agruparon los acidos grasos que fueron
detectados en concentraciones < 1 % del total de acidos grasos.
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4.5. Discusion

4.5.1. Caracterizacion de las fracciones planctdnicas

Material particulado en suspensién

La composicién de acidos grasos de las fracciones planctonicas analizadas en
este estudio coincidié en términos generales con lo reportado por Napolitano et al.
(1997). El acido graso saturado 16:0, predominante en los fosfolipidos (Sargent &
Henderson 1986, Lee et al. 2006), constituy6é el principal acido graso del plancton
analizado. Si bien el 16:0 contribuyé considerablemente en la definicion de la similitud
dentro de cada fraccidén planctonica, caracterizd principalmente al material particulado
en suspension junto con el 18:0. El contenido de estos acidos grasos saturados
diferenci6 al MPS del resto de las fracciones planctonicas, en concordancia con
numerosas investigaciones en distintos sistemas marinos (Mayzaud et al. 1989,
Reemtsma et al. 1990, Canuel et al. 1997, Hama 1999, Lischka & Hagen 2007, Rossi et
al. 2008, Tiselius et al. 2012). Ambos acidos grasos han sido tipicamente asociados a
particulas no vivas (Kattner et al. 1983, Fahl & Kattner 1993, Hayakawa et al. 1997) y
reflejarian la naturaleza bioquimica del material particulado en el estuario de Bahia
Blanca, indicando la importante cantidad de material detritico con respecto al contenido
de células vivas. Es interesante destacar que estos acidos grasos saturados
conformaron dos de los tres componentes principales detectados en las hojas secas de
la haldfila S. alterniflora, lo que indicaria el aporte de las marismas al material
suspendido en la columna de agua. El aprovisionamiento natural de detrito proveniente
de las marismas y planicies de marea esta impulsado por la inundacién de estas areas
dos veces en el dia y exacerbado por la accién de los vientos dominantes y de las
mareas extraordinarias (Negrin et al. 2011). La dinamica natural del estuario, regida por
la influencia de la marea y de los vientos que inducen procesos de alta resuspensién y
mezcla (Perillo et al. 2001b, Cuadrado et al. 2005), facilitaria la incorporacion de detrito
y su recirculacion y permanencia en la columna de agua.

La alta susceptibilidad de los acidos grasos poliinsaturados a la degradacion y su
elevada asimilacién por parte de los crustaceos marinos determina que estos &cidos
grasos desaparezcan rapidamente de la columna de agua. Este hecho posibilita que los
acidos grasos saturados se conviertan en los principales constituyentes de los lipidos
caracteristicos de las particulas no vivas en los ambientes naturales (Hama 1999).
Asimismo, algunos acidos grasos tipicos de organismos plancténicos (Falk-Peterson et
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al. 1990, Graeve et al. 1997, Kattner et al. 2003, Lee et al. 2006) también fueron
encontrados en el MPS. Se puede establecer entonces que el MPS del estuario esta
conformado principalmente por acidos grasos saturados, en particular el 16:0 y el 18:0
probablemente provenientes de las marismas, y en menor medida por acidos grasos
derivados de la actividad zooplanctdénica como el MUFA 18:1(n-9) y otros propios del
fitoplancton (diatomeas) como el PUFA 20:5(n-3) (Dalsgaard et al. 2003). Este resultado
confirma la contribucion de diversas fuentes de materia organica al MPS del estuario de
Bahia Blanca.

Es necesario aclarar que la contribucién de acidos grasos saturados al resto de
las fracciones planctonicas estudiadas esté posiblemente sobreestimada. Debido al
elevado nivel natural de material en suspensién en la columna de agua de este estuario,
se acumulan en las redes grandes cantidades de detrito y particulas de sedimento
durante los arrastres, provocando que este material quede en las muestras
plancténicas. Al compartir los rangos de tamano con los organismos del fitoplancton y
del microzooplancton y con los primeros estadios del mesozooplancton, la separacion
de detrito y material vivo es muy dificultosa y en los intentos de purificacién de las
muestras se pierden importantes cantidades del material de interés. Por lo tanto, la
diferenciacion en el contenido global de acidos grasos de las fracciones podria ser aun

mas acentuada.

Microplancton

Ademas del 16:0, los tipicos acidos grasos marcadores de diatomeas 20:5(n-3) y
16:1(n-7) (Canuel et al. 1995, Kattner & Hagen 1995, Stlbing & Hagen 2003),
prevalecieron en el microplancton caracterizando a esta fraccion y diferenciandola
principalmente del MPS. La caracterizacion bioquimica de esta fraccion indicé que la
proporcién de fitoplancton fue mayor que la proporcidon correspondiente al
microzooplancton. Este resultado reafirma la importante contribucion de las diatomeas
en la comunidad microplancténica de este estuario (Gayoso 1998, Popovich et al.
2008b). Lo observado durante el periodo abarcado por la experimentacién sobre el
consumo del mesozooplancton (Cap. 3) concuerda con el patrén microplancténico
derivado del analisis de &acidos grasos y refleja la dominancia de las diatomeas,
principalmente de P. sulcatay de las del género Thalassiosira.
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Mesozooplancton

Los &cidos grasos 16:0, 18:0, 20:5(n-3) y el 22:6(n-3), ya mencionados como
componentes estructurales de los organismos marinos (Sargent & Henderson 1986,
Albers et al. 1996, Graeve et al. 2001, Lee et al. 2006), y el ultimo caracteristico también
de flagelados (Zhukova & Kharlamenko 1999, Falk-Petersen et al. 2000, Stibing &
Hagen 2003), conformaron el mesozooplancton. Tanto el PUFA 22:6(n-3) como el
MUFA 18:1(n-9), también importante en esta fraccion, se asocian a una modalidad de
alimentacién omnivora y/o carnivora (Sargent & Henderson 1986, Falk-Petersen et al.
1990, Graeve et al. 1994b, 1997, Cook et al. 2000, Kattner et al. 2003). El
mesozooplancton del estuario presentd una proporcion significativa de 22:6(n-3) lo que
sugiere la inclusién de protozoos en su dieta natural. En concordancia con este
resultado, un dinoflagelado (G. fusus) y varias especies de ciliados (T. balechi,
Tintinnopsis spp. y Strombidinopsis spp.) fueron seleccionados como presas
preferenciales y consumidos en los experimentos de alimentacion (Cap. 3) indicando

que la carnivoria es un comportamiento tréfico natural del mesozooplancton del estuario.

4.5.2. Variacion espacio-temporal de los acidos grasos

Material Particulado en Suspensién

En el MPS, el 18:2(n-6), marcador de plantas vasculares terrestres (Canuel et al.
1997) y especificamente indicado como un derivado de productos agricolas en este
sistema estuarino (Napolitano et al. 1997), present6 una variacion significativa entre los
dos sitios estudiados mostrando un porcentaje mayor en Canal Vieja. Lo mismo se
observd al sumar este acido graso con el 18:3(n-3), cuyo valor por encima de 2,5 se
interpreta como una sefial de influencia terrestre considerable sobre el ambiente
acuatico (Budge et al. 2001). Es compleja la interpretacién del origen de estos acidos
grasos comunes de ambientes terrestres en el sitio impactado. En concordancia con los
resultados de Canuel et al. (1997), el detrito derivado de S. alterniflora comprendié
principalmente a los acidos grasos Cyg, particularmente 18:2(n-6). Sin embargo, por la
localizacién y la geomorfologia de Canal Vieja, puede interpretarse que la mayor
proporcién de estos &cidos grasos proviene primordialmente de fuentes diferentes a las
marismas. La contribucion de la cloaca como asi también del arroyo Naposta Grande

tendria un papel relevante como suministro de material terrigeno a este sitio. Ademas, la
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cercania del complejo portuario e industrial facilitaria que derivados de la produccion
agricola que se exporta desde el puerto, se dispersen por el Canal Principal de
navegacion (Napolitano et al. 1997). Impulsado por los patrones de circulacién residual y
por la geomorfologia de este estuario, el transporte de las particulas se efectia
paulatinamente hacia el mar por el veril norte del Canal Principal (Perillo et al. 2004)
permitiendo que el material proveniente de aguas arriba llegue a Canal Vieja.
Precisamente, el examen macroscépico de las muestras de plancton recolectadas en
ese sitio revelo la presencia de semillas (e.g. trigo), cascaras y otros restos de cereales.
A su vez, el cociente indicador de bacterias i+a15:0/15:0 (White et al. 1980) también fue
significativo en el material particulado del sitio impactado por la descarga cloacal en
comparacion con el sitio control. Si bien se esperaba encontrar una proporcion mas
elevada de acidos grasos bacterianos en esta fraccion, este resultado constituye una
sefal clara del impacto cloacal y sugiere la necesidad de realizar analisis especificos del
bacterioplancton para completar con mas detalle esta informacién con relevancia
ambiental. Todo lo mencionado indicaria la influencia de la cloaca en la conformacion
del material particulado propio del sitio impactado y sugeriria la disponibilidad de
organismos y de material aléctono para ser incorporados en la trama tréfica estuarina.

Por otro lado, debido a las caracteristicas geomorfolégicas y de circulacién en el
area que incluye al sitio control (Cuadrado et al. 2000, Ginsberg et al. 2009) y a la falta
de evidencias de la influencia continental, industrial o urbana (Andrade et al. 1996,
Baldini et al. 1999), se puede interpretar que la proporcién encontrada de 18:2(n-6) en el
MPS de Bahia del Medio proviene principalmente de las marismas circundantes.
Aunqgue es necesario aclarar, que se esperaba detectar un aumento considerable en el
invierno por el mayor aporte de detrito en esa estacion climtica en la que comunmente
se observa la acumulacion de material vegetal seco formando “fardos” en la superficie
del agua (A Conte comunicacién personal, ver Anexo). Los muestreos de invierno
coincidieron en algunas ocasiones con mareas extraordinarias que promovieron la
agrupacién de restos de gran tamano derivados de los espartillares sobre la superficie
del agua, por lo que el aporte elevado de las marismas en el invierno fue visiblemente
confirmado. Sin embargo, la fragmentacién de estos restos por el efecto de agentes
naturales como el oleaje y la incorporacién a la columna de agua no seria inmediata.
Esto explicaria por qué, a pesar de observar gran cantidad de restos de Spartina sp. en
la superficie del agua, no se reflejé en el MPS recolectado.

El andlisis de los valores de la relacion 20:5(n-3)/22:6(n-3) (Dalsgaard et al.
2003) indico una contribucion mayor de diatomeas al MPS de Canal Vieja en relacién
con el aporte de los protozoos en los dos periodos, mientras que el MPS de Bahia del
Medio estuvo principalmente dominado por diatomeas en los meses frios y presentd un
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contenido de protozoos similar al de diatomeas (ya que la relacién es cercana a 1) en
los meses de verano. En coincidencia con este resultado, la abundancia y la biomasa
del microzooplancton, particularmente de los tintinidos, fue muy importante en el sitio
control en los meses de verano (T. gracilis en diciembre, esta tesis y T. balechi en
febrero, MC Lépez Abbate datos no publicados). Esto gener6 que en el material
suspendido se detectara el acido graso 22:6(n-3), caracteristico de ciliados vy
zooflagelados (Zhukova & Kharlamenko 1999).

Microplancton

En esta fraccion se observaron algunas coincidencias con las variaciones
encontradas en el MPS debido a que los componentes del microplancton conforman en
parte, el material suspendido en la columna de agua. Asimismo, mucho del MPS que no
pertenece al fitoplancton o al microzooplancton propiamente dichos, se acumula en las
redes de arrastre durante el muestreo porque el tamano de la malla utilizada para
recolectar la fraccién microplancténica es necesariamente de sélo 20 um. Ademas de la
contribucién terrigena aportada por el MPS a esta fraccién [sefalada por los acidos
grasos 18:2(n-6) y 18:3(n-3)], la concentracion del 18:1(n-9) también fue variable entre
los sitios y significativamente mayor en Canal Vieja. Este MUFA es escaso en el
fitoplancton y comun en protozoos como flagelados y ciliados (Sargent & Henderson
1986, Falk-Petersen et al. 1990, Kattner et al. 2003). De este resultado se desprende
que en Canal Vieja, ciertas especies de protozoos se desarrollaron mas favorablemente
en este sitio impactado por la descarga cloacal que en el sitio control. Efectivamente, los
resultados obtenidos durante el periodo experimental (Cap. 3) indican que los ciliados
aloricados fueron siempre mas conspicuos, tanto en abundancia como en biomasa, en
Canal Vieja que en Bahia del Medio predominando ciertos ciliados aloricados como
Lohmanniella sp. y otros del género Strombidinopsis. El dinoflagelado G. fusus también
fue importante en la comunidad microzooplanctonica del sitio impactado (Cap. 3). La
misma interpretacion puede realizarse sobre el patrén observado en el fitoplancton. Asi,
el mayor contenido de 16:1(n-7), biomarcador de diatomeas (Volkman et al. 1989,
Dunstan et al. 1994), en el microplancton de Bahia del Medio con respecto al detectado
en Canal Vieja, puede explicarse por el mejor desarrollo de ciertas especies de
diatomeas en el sitio control. Especies como Gyrosigma spp., Odontella sp. y P.
stelligera contribuyeron considerablemente a la comunidad fitoplancténica de Bahia del
Medio, mientras que otras especies predominaron en Canal Vieja (P. sulcata vy
Thalassiosira spp.). Coincidentemente, este MUFA, 16:1(n-7), fue uno de los principales
acidos grasos hallados en ciertas especies de algas bentoénicas y ticopelagicas (Parrish
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et al. 1995, Zhukova & Aizdaicher 1995, Scholz & Liebezeit 2012, Popovich et al. 2012),
por lo que las especies mencionadas podrian contener cantidades importantes de este
MUFA. Sin embargo, para confirmar esta presuncion son necesarios analisis
bioquimicos especificos.

La dinamica estacional de los 4&cidos grasos 18:3(n-3) y 22:5(n-3),
biomarcadores terrestres y este ultimo asociado también a sedimentos marinos (Budge
& Parrish 1998, Budge et al. 2001), estaria vinculada al mayor aporte continental
durante los meses de primavera y verano cuando predominan las lluvias (Capelli de
Steffens & Campo de Ferreras 2004, Piccolo 2008), lo que también podria generar
mayor resuspension de los sedimentos del fondo. En el invierno, por otro lado, la mayor
proporcién del biomarcador de diatomeas 16:4(n-1) (Kattner et al.1983, Sargent et al.
1985, Mayzaud et al. 1990) y del cociente comunmente empleado para relacionar
diatomeas vs protozoos 20:5(n-3)/22:6(n-3) (Dalsgaard et al. 2003), reflejé la elevada
contribucién de estas microalgas al microplancton del estuario (Gayoso 1998, Popovich
et al. 2008b). Similarmente a lo hallado en el MPS, el menor valor de este cociente se
registr6 en el verano indicando un favorable desarrollo del microzooplancton en la

comunidad microplanctonica.

Mesozooplancton

De todas las fracciones plancténicas analizadas, el mesozooplancton fue la que
presentd las mayores variaciones en el contenido de los acidos grasos principalmente
entre los periodos estudiados y en la interaccion entre éstos y los sitios.

Aunque en bajas concentraciones, se detecté en ambos sitios de muestreo, la
presencia de bacterias indicada por los acidos grasos i15:0 y a15:0 (Morris et al. 1985,
Boschker et al. 1999) y por la relacion i+a15:0/15:0 (White et al. 1980). Este aporte
microbiano puede deberse a bacterias asociadas al tegumento de los organismos
(Nagasawa et al. 1985) y/o a restos de materia organica vinculados a la actividad
biolégica de los copépodos y de su alimento (De Troch et al. 2010) que hayan sido
incluidos durante la recoleccién de las muestras. Pero se sabe que las bacterias pueden
ser abarcadas por la dieta de los copépodos, particularmente harpacticoideos, y de otros
invertebrados marinos (Rieper 1978). Asimismo, los acidos grasos bacterianos pueden
transferirse directamente a los copépodos a través de la ingestion de ciliados
bacteriéfagos (Ederington et al. 1995). La dinamica estacional de esta relacion superior
en invierno, podria indicar la incorporacién de bacterias en la dieta de los organismos
mesozooplancténicos debido a una menor abundancia de otras presas como los ciliados

aloricados (Pettigrosso & Popovich 2009, esta tesis) y a la alta disponibilidad de
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bacterias, especialmente heterétrofas terrestres, en el invierno (Cabezali & Burgos
1988, Baldini et al. 1999). La correcta interpretacion de estos resultados requiere de un
andlisis bioquimico especifico de individuos mesozooplancténicos limpios, es decir, sin
restos de materia organica asociada y de experimentacion utilizando bacterias como
fuente de alimentacién. Ademdas, como ya se menciond, seria conveniente analizar
bioguimicamente el bacterioplancton proveniente de cada sitio para poder caracterizar
esta fraccion y asi discernir el origen exacto de estos acidos grasos.

El aporte terrigeno y fitoplancténico, indicado por la presencia de acidos grasos
Cig di- y triinsaturados (Parris et al. 1995, Canuel et al. 1997) y por el balance superior a
1 hacia el 20:5(n-3) con respecto al 22:6(n-3) (Dalsgaard et al. 2003), a la dieta del
mesozooplancton fue mayor en los meses frios y significativamente superior en Canal
Vieja. Esto sugiere una mayor disponibilidad de diatomeas en el sitio impactado durante
el invierno y un mayor aporte detritico en este periodo coincidentemente con lo sefialado
en el Capitulo 3. Si bien los valores fueron bajos, es curiosa la tendencia inversa
reflejada por otro tipico acido graso marcador de microalgas, el 20:4(n-6) (Parrish et al.
1995), que contribuyé a la dieta del mesozooplancton aunque disminuy6 a valores traza
en el invierno en Canal Vieja. Observaciones microscopicas mas detalladas de la
comunidad fitoplanctonica ayudarian a clarificar este resultado ya que los andlisis
comunitarios realizados en esta tesis no resultan suficientes para explicar esta
tendencia.

La variacion registrada entre los sitios en las proporciones de 18:1(n-9) y de la
relacién 18:1(n-7)/18:1(n-9) indicé que en Canal Vieja, el mesozooplancton presenté una
dieta en la que el componente animal (e.g. protozoos; Dalsgaard et al. 2003) fue
relevante. Por otro lado, en Bahia del Medio, fue determinada una dieta mixta [18:1(n-
7)/18:1(n-9) ~ 1; Falk-Petersen et al. 1990, 2000, Graeve et al. 1997] comprendida por la
contribucién de componentes fitoplanctdnicos [16:1(n-7); Volkman et al. 1989, Dunstan
et al. 1994] y de flagelados [18:4(n-3); Graeve et al. 1994a, Napolitano et al. 1997].

El patrén estacional del contenido de los acidos grasos del mesozooplancton
mostré tendencias diferentes en el comportamiento tréfico de estos organismos en el
verano y el invierno. Durante el verano, cuando el copépodo A. tonsa es dominante, la
proporcién de acidos grasos caracteristicos de microalgas y de protozoos (Dalsgaard et
al. 2003) presentaron concentraciones significativas, en coincidencia con la dieta mixta y
variada del copépodo A. tonsa (Ederington et al. 1995, esta tesis). Mientras que la
contribucion de acidos grasos Cis y de monoinsaturados, sefalé el importante rol que
cumple el detrito y los aportes terrigenos en la dieta del mesozooplancton durante el

invierno.
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4.6. Conclusiones

El andlisis de los acidos grasos proporcioné informacion relevante para un mejor
conocimiento de la trama trofica estuarina. Ratifico el origen diverso del contenido
organico del material particulado del estuario, indicando una contribucién pronunciada
del componente detritico proveniente de las marismas. Evidencio6 la alta disponibilidad
de las diatomeas en la comunidad microplanctonica por encima del componente
heterotréfico y confirmé que la omnivoria es un comportamiento tréfico natural del
mesozooplancton del estuario. Indicé asimismo el importante rol que cumplen el detrito y
los aportes terrigenos en la dieta del mesozooplancton en este sistema estuarino,
particularmente en el invierno cuando la contribucion de las marismas es mayor.

La influencia de la descarga cloacal y de los ambientes circundantes a la misma
(polo petroquimico-industrial, arroyo Naposta Grande) se reflej6 en Canal Vieja por el
mayor aporte al MPS de bacterias y material aléctono como restos de cereales y por
acidos grasos tipicos de protozoos que indicarian el desarrollo de ciertas especies en
este sitio.

La aparicibn de los mismos &cidos grasos en las distintas fracciones
plancténicas analizadas es un reflejo, en cierto modo, de la naturaleza dinamica de este
ambiente. A pesar de esto, se pudieron identificar relaciones troficas claras.

El analisis de los acidos grasos y el enfoque de los marcadores tréficos es una
herramienta valiosa y util para el estudio de las relaciones tréficas y la deteccion de

aportes aléctonos y autéctonos en este sistema estuarino.
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Los resultados de este estudio evidenciaron el impacto local de una de las
descargas cloacales de la ciudad de Bahia Blanca sobre el estuario y brindaron

conocimientos elementales de la trofodinamica plancténica del sistema.

La principal variacién ambiental entre Canal Vieja, el sitio receptor de la
descarga cloacal y Bahia del Medio, el sitio control, fue el contenido elevado de
nutrientes nitrogenados y fosfatados que estuvo por encima de los valores de
enriquecimiento natural del estuario. Valores menores de oxigeno disuelto y de pH

también fueron registrados en el sitio impactado en comparacion con el sitio control.

El mesozooplancton pareci6é adaptarse a la variacion ambiental considerada y
estuvo principalmente representado en ambos sitios, por el copépodo Acartia tonsa
durante el verano y las larvas nauplii del cirripedio Balanus glandula en el invierno,
coincidiendo en términos generales con el patron mesozooplanctdnico tipico del
estuario y mostrando una fuerte regulacion climatica por sobre la influencia de la
variacion espacial estudiada. Sin embargo, en el sitio control se observé la dominancia

estival tipica de A. tonsa.

El impacto ambiental vinculado con la descarga cloacal no parecié ser un
condicionante categérico del comportamiento tréfico aunque se detectaron algunos
indicios posiblemente relacionados con su influencia. EI mesozooplancton estuarino
presentdé una dieta generalista que abarcd colectivamente todas las fracciones
alimentarias consideradas (fitoplancton, microzooplancton y detrito) y este

comportamiento tréfico se observé mas claramente en el sitio control.

El  microzooplancton fue la fraccion alimentaria preferencial del
mesozooplancton en los dos sitios de muestreo evidenciando la importancia que este
grupo tiene en el mantenimiento de la comunidad mesozooplanctonica. La fuerte
presion de predacion sugiere la regulacién top-down del microzooplancton del
estuario. El fitoplancton represent6é una fuente de alimentacion de alta disponibilidad y
contribuy6 de manera importante a la dieta del mesozooplancton. El detrito y los
aportes terrigenos constituyen una fuente de alimentacién alternativa para el

mesozooplancton del estuario.

El andlisis de los &cidos grasos proporciond informacion relevante para un
mejor conocimiento de la trama tréfica estuarina. Los resultados obtenidos coincidieron

con los derivados de la experimentacion y con los antecedentes disponibles sobre las



Conclusiones generales

relaciones tréficas de este sistema. Sin duda, ambas metodologias (experimentacién y
analisis bioquimicos) son enfoques validos y utiles para dilucidar las relaciones
alimentarias en este sistema. Sin embargo, el método analitico es mas conveniente ya
que brinda mayor precision y es menos laborioso. Es necesario disponer de datos
cuanti- y cualitativos de las fracciones planctdénicas para poder realizar una
interpretacion certera y completa de los resultados obtenidos por una técnica

molecular como es el andlisis de acidos grasos.

Para confirmar y completar estos resultados se deben llevar a cabo estudios
experimentales a gran escala (e.g. mesocosmos) de las asociaciones naturales del
estuario minimizando las limitaciones presentadas por la metodologia desarrollada en
este trabajo de tesis. Asimismo, para detectar sefiales de cambios en las condiciones
naturales del sistema, son necesarios estudios de monitoreo prolongados y sostenidos
en el tiempo que incluyan en la evaluacién ambiental y bioldgica, a este sitio receptor
de una de las principales descargas cloacales sin tratamiento previo de la ciudad de
Bahia Blanca.
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Anexo

Tabla I. Campafias de muestreo realizadas durante el trabajo de tesis.

Anexo

Fecha Sitio Objetivo principal
15/07/2008 CV Puesta a punto técnica remocién de particulas
16/07/2008 CV Puesta a punto técnica remocién de particulas
22/07/2008 BM Puesta a punto técnica remocién de particulas
23/07/2008 BM Puesta a punto técnica remocion de particulas
11/12/2008 CV Experimentos de alimentacion (EA)
12/12/2008 CV EA - Recoleccién bot. incubadas

15/12/2008 BM EA

16/12/2008 BM EA - Recoleccién bot. incubadas

16/02/2009 CV EA

17/02/2009 CV EA - Recoleccién bot. Incubadas

20/02/2009 BM EA

21/02/2009 BM EA - Recoleccién bot. Incubadas

26/02/2009 BM EA - recuperacion

27/02/2009 BM EA - recuperacién

05/03/2009 BM EA

06/03/2009 BM EA - Recoleccién bot. Incubadas

09/03/2009 CV EA

10/03/2009 CV EA - Recoleccién bot. Incubadas

27/07/2009 CV EA

28/07/2009 CV EA - Recoleccién bot. Incubadas

29/07/2009 BM EA

30/07/2009 BM EA - Recoleccién bot. Incubadas

10/08/2009 CV EA

11/08/2009 CV EA - Recoleccién bot. Incubadas

13/08/2009 BM EA

14/08/2009 BM EA - Recoleccién bot. Incubadas

17/02/2010 BM Acidos grasos

18/02/2010 CV Acidos grasos

11/03/2010 CV Acidos grasos

17/03/2010 BM Acidos grasos

26/07/2010 CV Acidos grasos

27/07/2010 CV Acidos grasos

27/07/2010 BM Acidos grasos

09/08/2010 CV Acidos grasos

10/08/2010 BM Acidos grasos

Se indican con color las campanas que fueron incluidas en cada uno de los estudios

desarrollados.

Verde:

Evaluacion

ambiental,

azul:

Alimentacién

in situ del

mesozooplancton, naranja: Andlisis de acidos grasos. CV: Canal Vieja, receptor de la

descarga cloacal, BM: Bahia del Medio, sitio control.
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Anexo

Tabla Il. Condiciones ambientales al inicio y al final de la experimentacion in situ.
Tu: turbidez (UNT), OD: oxigeno disuelto (mg I"'), S: salinidad, T: temperatura (°C),
Feop: feopigmentos (ug I"'), COP: carbono organico particulado (ug I"), nutrientes
disueltos (uM). CV: Canal Vieja, descarga cloacal; BM: Bahia del Medio, sitio control. Se

indica media * desvio estandar.

Fecha Sitio Variable Inicial Control Experimental
pH 8,22 + 0,01 8,44 + 0,04 7,97 +0,14
Tu 98 110 +43 133+ 18
oD 5,67 + 0,38 7,29 + 0,43 3,84 +2,37
S 39+0,12 38,40 + 0,22 38,28 + 0,05
T 20,98 + 0,39 17,95 + 3,71 18,53 + 1,24
Feop 2,82 +3,75 1,32 + 2,01 0,60+ 1,18

CV COP 3926,34 + 1881,99 4558,73 + 1361,85 3470,53 + 1166,85

NO, 3,19 + 0,03 2,70 +0,18 1,60+ 1,67
NO; 8,91 +0,58 6,45 + 1,70 9,13 £ 5,27
NH," 22,61 +7,51 16,97 + 8,67 61,55 + 15,83
PO, 2,71 £0,70 1,84 +0,14 3,73 +1,23

dic-08 DSi 88,98 + 0,94 74,55 +1,93 86,70 + 2,71
pH 8,30 +0,17 8,53 + 0,05 7,93 +1,00
Tu 45 40+7 73 + 40
oD 7,02 +0,32 9,44 + 0,27 6,72 + 2,83
S 38,80+0,12 39,08 + 0,05 39,10 + 0,08
T 23,26 + 0,66 20,78 +0,75 22,18 +0,39
Feop 7,28 + 3,26 2,80 + 3,22 2,16 + 2,64

BM  COP 3599,14 + 1133,54 3819,56 + 1362,45 2948,69 + 481,80

NO, 0,04 + 0,00 0,04 + 0,01 0,05 + 0,01
NOg 0,93+1,83 0,21+0,09 0,33 £0,40
NH," 8,36 + 10,87 9,12 +5,75 12,73 +7,98
PO, 1,73+ 0,07 1,44 + 0,05 1,75+ 0,30
DSi 70,34 + 1,55 54,43 + 2,33 56,14 +5,51
pH 7,98 + 0,05 7,83 +0,21 7,85 + 0,21
Tu 42 19+7 19+2
oD 6,5 9,85 + 0,79 9,20 + 1,66
S 39 39,75+0,5 39,75+0,5
T 25,7 +0,02 24,18 + 0,58 26,28+ 0,13
Feop 4,72 +535 10,68 + 6,61 5,25 + 3,04

feb-09 CV  COP 3708,85 + 822,13 3734,56 + 512,21 3359,31 + 401,36
NO, 2,49+0,18 0,99 + 1,07 2,51 +0,11
NO;’ 6,05 + 0,34 4,89 +4,20 6,25 + 1,02
NH," 35,13 + 30 29,43 + 36,31 77,61+ 10,97
PO, 1,97 +1,08 4,43 +7,01 3,15+1,10
DSi 59,79 + 0,45 51,72 +7,52 61,14 +2,12

150



(continuacion Tabla Il)

Anexo

Fecha Sitio Variable Inicial Control Experimental
pH 8,05 + 0,04 8,22 + 0,02 7,90 +0,13
Tu 121 +20 119+5 82+ 14
oD 5,14 + 0,06 5,25 + 0,02 4,35+0,18
] 37,70+0,12 37,8 37,8
T 23,30 + 0,37 22,21 +0,08 22,54 +0,11
Feop 8,16 + 3,88 12,02 + 2,62 5,54 +1,49
CV  COP 4234,98 + 338,69 5580,63 + 1917,82 6074,75 + 1334,92
NO, 4,14 +0,05 1,95 + 1,96 3,62 +0,38
NO; 12,90 + 1,40 4,09 + 4,67 9,43+1,13
NH,* 17,43 + 6,63 15,65 + 3,54 67,57 + 17,80
PO, 2,67 £0,15 1,89 + 0,34 7,89 £ 3,09
mar-09 DSi 65,51 + 0,46 60,16 + 0,71 68,88 + 2,23
pH 8,10 + 0,01 8,26 + 0,05 8,07 + 0,02
Tu 63+6 58+9 54 +5
oD 6,37 + 0,03 5,40 + 0,06 4,19+0,11
] 38 +0,23 38,2 38,2
T 23,50 + 0,28 22,71+0,12 22,60 + 0,26
Feop 6,52 + 4,06 16,05 + 5,14 10,51 + 3,49
BM COP 484346 + 726,67 3907,44 + 466,80 4230,47 + 1105,74
NO, 1,79 +0,04 0,81 0,53 1,87 +0,03
NO;’ 4,23 +0,42 2,04 +1,39 4,60 +0,43
NH,* 17,60 + 14,45 17,78 8,71 34,32 + 8,71
PO,* 1,71 0,23 1,46 £0,22 2,23+0,19
DSi 66,44 + 0,35 63,38 + 0,87 64,99 + 0,52
pH 8,38 + 0,09 8,42 + 0,05 8,46 + 0,02
Tu 43+6 50+6 60+9
oD 6,03+0,15 6,59 +0,12 6,38 + 0,05
] 39,05 + 0,50 38 38
T 10,46 + 0,74 10,52 + 0,61 11,70 + 0,28
Feop 7,00 +3,19 11,74 + 4,20 11,84 + 9,47
CV  COP 3203,80 + 566,26 3896,22 + 1637,01 484531 +1197,69
NO, 0,24 + 0,03 0,20 + 0,03 0,23 + 0,04
NO;’ 2,03 +0,96 1,79 £0,81 3,14+0,35
NH,* 68,80 + 13,97 56,62 + 21,24 52,14 + 8,96
PO,* 2,67+0,78 2,56 0,83 225 +0,27
ul-09 DSi 34,53 + 1,99 35,12 + 4,53 32,07 + 0,81
pH 8,46 + 0,03 8,44 + 0,06 8,46 + 0,02
Tu 109 +3 116+ 9 198 + 36
oD 6,94 +0,12 7,01 0,07 6,99 + 0,06
] 39,4 39 39
T 7,15+ 0,53 10,19 + 0,43 10,07 + 0,38
Feop 14,89 +7,17 4,56 +3,11 14,41 +5,28
BM COP 2984,91 + 1497,02 5175,30 + 1257,79 2536,20 + 162,84
NO, 0,07 + 0,05 0,05 + 0,01 0,11 +0,04
NO; 0,15+0,28 0,24 +0,11 1,83 +1,30
NH,* 24,57 +5,98 28,63 + 2,92 30,56 +5,05
PO,* 1,16 £ 0,11 1,33 £0,24 1,36 £ 0,24
DSi 33,25+0,19 35,57 + 4,42 33,94+ 1,19
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Fecha Sitio Variable Inicial Control Experimental
pH 8,25 + 0,04 8,45 + 0,09 8,39 + 0,05
Tu 38+6 35+5 59+9
oD 5,69 + 0,02 6,10 + 0,41 5,80 + 0,07
S 38,5 37,7 37,7
T 13,94 + 0,08 16,19 + 0,64 15,87 £ 0,21
Feop 3,49 +3,59 6,42 + 3,47 3,04 +2,24

CV  COP 3456,70 + 327,93 4863,90 + 1887,05 6518,47 + 1699,72

NO, 0,25+0,12 0,27 +0,10 0,37 £ 0,07
NOs 1,01 £0,60 1,54 +0,98 3,34 + 0,91
NH," 151,5 + 223,83 135,04 + 206,69 196,15 + 101,30
PO, 4,29 +6,22 5,53 + 6,59 13,02 £ 2,69

200-09 DSi 50,98 + 12,78 44+ 8,16 50,06 + 3,62

g pH 8,41 £0,07 8,44 £ 0,02 8,40 £ 0,06
Tu 47 + 6 48 +10 55+7
oD 5,89 +0,13 5,88 + 0,29 5,71 +0,07
S 39 39 39
T 11,41 £1,41 14,89 + 0,22 15,46 + 0,20
Feop 2,82 +1,87 4,92 + 0,94 5,92 + 4,54
BM  COP 2755,89 + 930,97 2004,82 + 664,94 4017,57 + 1076,67

NO, 0,04 + 0,01 0,07 + 0,01 0,08 0,01
NO;’ 0,31 +0,26 0,33 +0,05 0,33+ 0,05
NH," 35,90 + 7,71 36,75 + 14,30 40,81 + 6,14
PO,> 1,20 + 0,45 1,19+0,18 0,99 +0,11
DSi 40,81 +2,73 39,83+ 1,52 40,93 + 1,00
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Anexo

Registro fotografico I: Fotografias del estuario de Bahia Blanca tomadas en el
invierno (julio 2009). Se muestra la acumulacién de restos de Spartina formando
“fardos” en la superficie del agua.

Fuentes: MC Lo6pez Abbate y F Biancalana.
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Anexo

Registro fotografico Il. Fotografias de Puerto Galvan (punto de salida hacia los
sitios de muestreo) en un dia de marea normal (arriba: 18/02/10) y en un dia de
marea extraordinaria (abajo: 29/07/09).

I

Fuentes: MC Lépez Abbate y MS Dutto.

154



Publicacion originada de esta tesis

Dutto MS, Lépez Abbate MC, Biancalana F, Berasategui AA, Hoffmeyer MS (2012) The
impact of sewage on environmental quality and the mesozooplankton community in a
highly eutrophic estuary in Argentina. ICES J Mar Sci 69(3):399-409

155



Agradecimientos

Agradecimientos

A mis directoras de tesis Ménica Hoffmeyer y Telma Alonso, por darme la oportunidad
de desarrollar el doctorado, por el constante apoyo recibido durante estos afos de
trabajo, por la confianza depositada y por la calidez humana.

A la Universidad Nacional del Sur (UNS) y en particular al Departamento de Biologia,
Bioquimica y Farmacia (DBByF) por aceptarme como estudiante de postgrado.

Al Instituto Argentino de Oceanografia (IADO) y al Instituto de Investigaciones
Bioquimicas de Bahia Blanca (INIBIBB) por facilitarme sus instalaciones y equipamiento
para la realizacién de esta tesis.

A la Agencia Nacional de Promocién Cientifica y Tecnolégica (ANPCyT) y al Consejo
Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET) por las becas otorgadas
para el desarrollo de esta tesis.

Al Ministerio de Ciencia, Tecnologia e Innovaciéon Productiva (MINCyT) y al Servicio
Aleman de Intercambio Académico (DAAD) por las estadias y becas concedidas durante

el periodo de estudio.

Al jurado evaluador de este trabajo por su buena predisposicién, sus sugerencias y sus

observaciones constructivas.

A todo el personal del IADO por la cordialidad que me brindaron desde el primer dia de
trabajo.

A Luis Kaufman por su ayuda durante las primeras salidas al estuario.
Al personal encargado de las embarcaciones institucionales: Camilo Bernardez, Enio
Redondo y Alberto Conte por toda su ayuda en las campanas y por estar siempre con la

mejor predisposicion.

Al profesor Gerhard Kattner y todo su equipo de trabajo, fundamentalmente a Dieter
Janssen, por facilitarme todo lo necesario para el andlisis de acidos grasos.

156



Agradecimientos

A Diana Constenla de la Planta Piloto de Ingenieria Quimica (PLAPIQUI) por su
accesibilidad y por facilitarme el uso del liofilizador.

A Jor Buschiazzo y Vale Gilli por estar siempre dispuestas a ayudarme, por sus
consejos y todas las charlas compartidas.

A Carla Spetter por brindarme asesoramiento académico con la mejor predisposiciéon y a
Walter Melo por compartir su conocimiento y cederme los mapas del estuario.

A Sole Diodato por brindarme su conocimiento y la ayuda que me hiciera falta en el
inicio de este trabajo.

A Rosita Pettigrosso, Sonia Barria de Cao y Yésica Nass por la gran ayuda en los
recuentos de micro y fitoplancton; no hubiera podido sin uds: infinitas gracias!

A todos mis compaferas y companeros de la biblioteca (los presentes y los que ya se
mudaron) por crear un clima de trabajo realmente bueno, del que disfruto mucho siendo
parte; especialmente quiero agradecer por todo lo compartido a Ceci, Javi, Cele, Vale,
Cla, Flor, Meli, Anitas, Pitu, Andre, Fer, Vanes, Noes, Emi, German, Andrés, Pia y Santi.

Muy especialmente a Cele, Ana, Javi, Cla, Meli, Flor, Guada y Vale por la ayuda

incondicional y por su valiosa amistad.

A German Kopprio por acompanarme y ayudarme muchisimo en Alemania con el

analisis de acidos grasos.

A Ricardo Camina por responder a mis consultas cada vez que lo necesité.

A mi profesora de inglés Graciela Rios, por la motivacion permanente y por estar

siempre con una sonrisa y mucha energia para dar.

Al grupo colombo-argentino, muy especialmente a Fede y Rola, por los buenos
momentos compartidos y por acompanarme en el primer tiempo en Bahia y ser mis

guias en la ciudad.

A mis mejores cémplices de tenisterapia: Sole, Romi, Cele, Eli y Ceci por renovar mi

energial

157



Agradecimientos

A Luciano Salotto por la asistencia informatica cada vez que lo necesité.

A mis amigas y amigos de toda mi vida: Gracias por estar a pesar de los kilometros!

A mi familia por apoyarme y acompafnarme desde el comienzo: papd, mami vy
hermanos.

A Rodrigo por acompanarme cada dia, por su comprensién y por ser junto con Pepa, mi
pequena gran familia local.

158



