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RESUMEN

Al igual que muchos ecosistemas costeros del mundo, diversos estudios
realizados en el estuario de Bahia Blanca reflejan que este ambiente se encuentra
impactado por el aporte de metales, originados por diversas actividades antropogénicas
gue se desarrollan en sus inmediaciones. Las planicies de marea estuarinas son
ecosistemas costeros de gran importancia debido a su extension, a los importantes
servicios ecosistémicos que brindan y a que se encuentran dentro de los ecosistemas
mas productivos de la Tierra. La alta productividad biolégica se basa principalmente en
la actividad de las comunidades microfitobenténicas que, en las planicies de marea del
estuario de Bahia Blanca, estan representadas por biofilms y matas microbianas que
colonizan su superficie. Varios autores han indicado la capacidad de estas comunidades
para secuestrar potenciales contaminantes, entre ellos, los metales. El objetivo de esta
tesis es evaluar la influencia de estas comunidades microbianas presentes en el area
media (Puerto Rosales) e interna (Almirante Brown) del estuario de Bahia Blanca, en
los procesos de captacién y distribucion vertical de estos contaminantes inorganicos.
Para ello, se analizé la distribucion y dindmica de metales esenciales como Cr, Cu, Fe,
Mn, Niy Zn, y otros no esenciales como el Cd, Hg y Pb. Ademas, se analizaron variables
secundarias como la influencia de las mareas, el contenido de materia orgénica, tamafo
de grano y, en el caso de la mata microbiana, los parametros fisicoquimicos
temperatura, pH y potencial redox. El analisis de la informacion obtenida mostr6 que las
matas microbianas fueron sensibles a la presencia de metales, dado que fueron capaces
de concentrarlos aun cuando estuvieron en bajas concentraciones. Asimismo, las matas
microbianas mostraron una mayor eficacia en el secuestro de metales respecto al biofilm
que cubre los primeros milimetros de la misma. La influencia de las matas microbianas
en la presencia de metales fue mas notoria en la zona alta de Puerto Rosales, donde se
registraron mayores concentraciones respecto a las capas ubicadas por debajo de la
comunidad microbiana activa. Esto podria ser explicado por el mayor contenido de
materia organica encontrado en las matas microbianas de esta zona, en conjunto con
las caracteristicas fisicoquimicas atribuibles a los periodos de exposicion a las cuales
se ven sometidas. La secrecion de sustancias poliméricas extracelulares por parte de
diatomeas y cianobacterias moviles como respuesta a un periodo de exposicién mayor
a 6 dias registrado en ésta zona, sumado a la afinidad para unir metales que presenta
la pared de las cianobacterias dominantes de estas matas microbianas epibentonicas,
favoreceria el secuestro de los mismos. La mayoria de los metales analizados

presentaron mayores concentraciones en las capas subyacentes a la mata microbiana.
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Esto podria atribuirse a la influencia de los microorganismos presentes en esa
profundidad (1 - 5 cm), asi como a la presencia de sedimento de tamafo de grano fino.
En cuanto al ambiente fisicoguimico de las matas microbianas, se encontraron
diferencias entre los sitios evaluados, presentando Almirante Brown un pH alcalino, una
mayor temperatura y un ambiente mas reductor respecto a Puerto Rosales, lo cual
podria implicar diferencias en la actividad microbiana de ambos sistemas. Por dltimo, se
encontré que Almirante Brown se encuentra bajo una mayor influencia por parte de los
metales seleccionados para su evaluacion en la presente tesis doctoral, dado que posee
las mayores concentraciones promedio en seis de los nueve metales analizados (Cr,
Cu, Fe, Ni, Pb y Zn). Ello podria estar relacionado a su proximidad a un ex basurero y
la influencia de la descarga de efluentes cloacales con escaso tratamiento.

viii



ABSTRACT

As in many coastal ecosystems in the world, diverse studies carried out in the
Bahia Blanca estuary (referred to in this document as EBB, from its name in Spanish)
reflect that this environment is impacted by the supply of metals originated in a variety of
anthropogenic activities that are carried out in its surroundings. The tidal flats of estuarine
tides are coastal ecosystems of great importance given their extension, the important
ecosystemic services they provide, and because they are among the most productive
ecosystems on Earth. The high biological productivity is mainly based in the activity of
microphytobenthic communities that, in the tidal flats of the EBB, are represented by
biofilms and microbial mats that colonize its surface. Various authors have indicated the
capacity for these communities to sequester potential contaminants, such as metals.
The goal of this thesis is to evaluate the influence of these microbial communities present
in the middle (Puerto Rosales) and inner (Almirante Brown) areas of the EBB on the
capture and vertical distribution processes of these inorganic contaminants. Towards this
end, the distribution and dynamics was analyzed for essential metals like Cr, Cu, Fe, Mn,
Ni and Zn, and other non-essential ones like Cd, Hg, and Pb. Furthermore, secondary
variables were also analyzed, such as the influence of tides, the organic matter content,
grain size and, in the case of the microbial mat, the physicochemical parameters of
temperature, pH, and the redox potential. The analysis of the data showed that the
microbial mats were sensitive to the presence of metals, given that they were capable of
concentrating them even when they were present in low concentrations. Likewise, the
microbial mats showed a greater efficacy in the sequestering of metals relative to the
biofilm that covers its first millimeters. The influence of the microbial mats on the
presence of metals was most significant in the high zone of Puerto Rosales, where
greater concentrations were registered in relation to the layers situated below the active
microbial community. This could be explained by the greater content of organic matter
found in the microbial mats in this zone, in conjunction with the physicochemical features
attributable to the exposure periods to which they are submitted. The secretion of
extracellular polymeric substances by mobile diatoms and cyanobacteria as a response
to a period of exposure greater than 6 days, recorded in this zone, as well as the affinity
to bind metals exhibited by the wall in the cyanobacteria that dominate these
epibenthic microbial mats, may favor their sequestering. The majority of
the analyzed metals presented greater concentrations in the underlying layers in the
microbial mat. This could be attributed to the influence of the microorganisms present at

that depth (1 - 5 cm), as well as to the presence of sediment of fine grain size. As to the
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physicochemical environment, differences were found between the evaluated sites,
where Almirante Brown presents an alkaline pH, greater temperature, and a more
reductive environment in relation to Puerto Rosales. That fact would imply differences in
the microbial activity of both systems. Finally, Almirante Brown was found to be under a
greater influence of the metals selected for evaluation. There is high mean
concentrations in six of the nine analyzed metals (Cr, Cu, Fe, Ni, Pb, and Zn). This may
be related to its proximity to a former garbage dump and the influence of the discharge

of sewer discharges with low treatment.
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INTRODUCCION







. CAPITULO 1 - INTRODUCCION

1.1 El ambiente estuarino y la contaminacion

El medio acuatico comprende varios tipos de ecosistemas que son producto de
complejas interacciones dindmicas entre componentes bidticos y abioticos. Entre ellos,
los ecosistemas marinos costeros son cada vez mas afectados por el estrés ambiental
y degradacion debido a la contaminacion derivada de las actividades humanas (Halpern
et al., 2007). Los estuarios son considerados entre los sistemas acuaticos mas valiosos
por sus servicios ecosistémicos (Costanza et al., 2014). Una definicion de este sistema
fue la propuesta por Perillo (1995): “un cuerpo de agua costero semi-cerrado que se
extiende hasta el limite efectivo de la influencia de la marea, dentro de la cual el agua
de mar que entra de una 0 mas conexiones libres con el mar abierto, o cualquier otro
cuerpo de agua costero salino, es diluido significativamente con el agua dulce derivado
del drenaje terrestre y que puede sostener especies bioldgicas eurihalinas durante parte
o todo su ciclo de vida”. Cada estuario puede considerarse como un ambiente Unico
dado sus propias caracteristicas intrinsecas que lo hacen diferente de todos los otros
(Perillo, 1995). Sin embargo, en las Ultimas décadas los estudios evidencian una
caracteristica comun a ellos: la creciente presion que reciben como consecuencia de las
actividades antropicas (Bulleri y Chapman, 2010; Cloern et al., 2016). Los estuarios y
los entornos costeros se han elegido histéricamente para actividades urbanas,
agroindustriales y recreativas. Como consecuencia, estos ecosistemas se han visto
significativamente alterados debido al impacto ambiental por la liberacién de grandes
cantidades de efluentes sin un tratamiento previo adecuado, entre otras presiones

antropicas.

La contaminacion es la introduccion de cualquier sustancia o materia fisica,
guimica, bioldgica o radiolégica que tenga un efecto adverso en el aire, el agua, el suelo
o los organismos vivos (D’Surney y Smith, 2005). La contaminacion por metales, en
particular la de origen antropogénico, se ha convertido en un tema de preocupacion
ambiental debido a que los metales persisten practicamente de manera indefinida en el
medio ambiente. Al igual que los contaminantes organicos, los metales no son

degradables y pueden acumularse y biomagnificarse.



. CAPITULO 1 - INTRODUCCION

1.2 Planicies de marea

Las planicies de marea son ecosistemas marinos costeros donde los sedimentos
sufren inundaciones regulares por mareas, generalmente dos veces por dia (Méléder et
al., 2020). En este sistema pueden distinguirse tres zonas: supramareal, intermareal y
submareal (Figura 1). El ambiente submareal es el sector que se encuentra por debajo
de la linea de la marea baja y nunca esta expuesto al ambiente aéreo. El ambiente
intermareal es aquel delimitado entre la marea alta y la marea baja, donde el sedimento
generalmente se expone dos veces al dia a condiciones subaéreas durante la marea
baja. Por ultimo, el ambiente supramareal es el sector de la planicie de marea donde
llega la marea en condiciones esporadicas, durante mareas de sicigia o en tormentas.
En este sector, el sedimento queda expuesto durante varios dias (Garcia de Lomas
et al., 2005).

Las planicies de marea son uno de los ecosistemas costeros mas extensos del
mundo, con una estimacion reciente del area global de al menos 127.921 km? (Murray
et al., 2018). En patrticular, las planicies de marea estuarinas se encuentran entre los
ecosistemas mas productivos de la Tierra contribuyendo asi al llamado “carbono azul”
(Underwood y Kromkamp, 1999; Méléder et. al, 2020; Legge et. al., 2020). Ademas, las
planicies de marea brindan importantes servicios ecosistémicos, como reservorio de
biodiversidad, proteccién contra tormentas y estabilizacion de la costa. También
proporcionan un recurso alimenticio esencial para niveles tréficos més altos, desde la
fauna bentdnica hasta las aves y es importante para los organismos pelagicos cuando
los microorganismos fototréficos que las colonizan se resuspenden en la columna de

agua (Méléder et al., 2020 y referencias alli citadas).

linea de marea alta

bajo

supramareal intermareal submareal

Figura 1. Zonacion de la planicie de marea. Submareal: superficie que se encuentra por debajo de la linea
de marea; intermareal: la superficie que es inundada todos los dias; supramareal: superficie que se
encuentra inunda solo en condiciones especiales, mareas de sicigia o tormentas (modificado de Garcia de
Lomas et al., 2005).
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La alta productividad biologica de este sistema se basa principalmente en la
actividad de las comunidades de microalgas bentdnicas o microfitobentos (MFB)
(Admiraal, 1984; Lebreton et al., 2019). En las planicies de marea, area de transicion de
la tierra al mar, los sedimentos pueden actuar tanto como fuentes o sumideros de ciertos
metales (Botté et al., 2010; Lourifio y Cabana et al., 2011; Hasan et al., 2013; Mil-
Homens et al., 2013). La importancia econdmica y ecolégica de los ambientes costeros
y el efecto negativo de los metales hace necesario evaluar la dinamica de estos

contaminantes en dicho ambiente.

1.3 Comunidades microfitobentonicas

Las comunidades del MFB estan dominadas en gran medida por cianobacterias
y diatomeas, pudiendo estar presentes otros grupos de fotétrofos. EI MFB es
responsable de una fraccion significativa de la productividad primaria total de los
estuarios y los ecosistemas costeros, constituyéndose en los productores primarios
dominantes en las planicies intermareales que carecen de vegetacién (Montagna et al.,
1995; Cartaxana et al., 2016; Mai et al., 2020).

La distribucién espacio-temporal de MFB es muy variable, ya que es impulsada
por factores fisicos como la radiacion fotosintéticamente activa, temperatura de la
superficie del sedimento, mareas y olas, y factores biolégicos como el grazing,
bioestabilizacién y bioturbacion. Tal variabilidad impide una evaluacién precisa de la
contribuciéon del MFB al ciclo del carbono marino costero y global. Sin embargo, se
estima que el MFB tiene una produccién primaria bruta (PPB) anual global estimada en
el orden de 0,5 Gt afio! (Cahoon, 1999; Méléder et al., 2020). Por otra parte, la
importancia del MFB también radica en que contribuye al ciclo de nutrientes, mejorando
el acoplamiento bento-pelagico y estabilizando de manera eficiente el suelo (Paterson
et al.,, 1990; Underwood y Kromkamp, 1999; Sundbé&ck et al., 2000; Bellinger et al.,
2009).

1.4 Biofilms y matas microbianas

Ciertos microorganismos de la comunidad MFB como bacterias, protozoarios y
algas, tienen la capacidad de cubrir cualquier superficie, en presencia de agua,
formandose una comunidad. Estas comunidades acuaticas microbianas reciben el

nombre de biofilms (o biopeliculas) y estan formadas por poblaciones que provienen
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de células individuales metabdlicamente similares. Por otro lado, cuando la comunidad
esta formada por grandes asociaciones poblacionales se la denomina matas
microbianas (o tapetes microbianos). Los biofilms y las matas microbianas son
notablemente cosmopolitas, y algunos de sus representantes mas importantes se
encuentran practicamente en todos los paises del mundo (Esteve et al.,, 1992). A

continuacion, se caracterizan de manera detallada cada una de estas comunidades.

1.4.1 Biofilms: estructura y formacion

Los biofilms estan formados por un conjunto de microorganismos y se pueden
encontrar en casi todas las interfases liquido-sélido existentes en la naturaleza y juegan
un papel crucial en la funcién de los ecosistemas. Contribuyen considerablemente al
movimiento o intercambio de nutrientes, como también al flujo de energia (Mantzorou y
Ververidis, 2019). Los microorganismos en el biofilm estan embebidos en una matriz de
sustancia polimérica extracelular (o exopolisacaridos— EPS) y se encuentran asociadas
a una superficie (Costerton et al., 1995; Donlan, 2002). Las EPS son producidos por los
diferentes organismos del biofilm y estd compuesto por moléculas quimicamente
diversas, pero se componen principalmente de carbohidratos y proteinas, y contienen
muy pocos lipidos (Passarelli et al., 2014). Dentro del biofilm, las poblaciones de
microorganismos se encuentran formando agregados no estratificados, cuya
distribucion espacial facilita la cooperacion fisiol6gica entre ellos (Stolz, 2000). Las EPS
segregadas por los microorganismos permiten la migracién vertical de los mismos, en

respuesta a la luz y a las condiciones de marea (Hanlon et al., 2006).

Antonie van Leeuwenhoek observé por primera vez los microorganismos en
superficies de dientes humanos a finales del 1600 (Harrison et al., 2005), mientras que
Claude Zobell (1943) noté por primera vez la preferencia de las bacterias marinas a
crecer sobre las superficies artificiales sumergidas. Este concepto de crecimiento
preferencial no contemplaba la estructura compleja del biofilm y, hasta 1987 (Costerton
et al., 1987), los biofilms se percibian (y representaban) como simples "placas" de
material de matriz en las que se embebian aleatoriamente células bacterianas sésiles
(Stoodley, 2002). En el afio 1995, el grupo dirigido por John William Costerton extendio
la observacion de estas estructuras a ambientes de agua dulce y a una variedad de
ecosistemas microbianos, incluidos los de las superficies de los tejidos eucariotas
(Costerton et al., 1995).
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La formacién del biofilm es similar al desarrollo de un organismo multicelular y
ocurre a través de sefiales intercelulares que regulan el crecimiento y la diferenciacion
(Harrison et al., 2005). En la Figura 2 se muestra una descripcion esquemaética de las
etapas de desarrollo del biofilm, las cuales indican episodios significativos en la
formacion de la misma. La formacién del biofilm se puede dividir en al menos cinco
etapas distintas de acuerdo a Harrison et al.,, (2005): (a) adhesién reversible, (b)
adhesion irreversible, (c) maduracién, (d) desprendimiento/des-adhesion y e)

dispersion:

a) adhesidn reversible: las bacterias plancténicas libres responden a los
parametros ambientales que disparan la transicion del crecimiento/vida plancténica a
vivir sobre superficies como una célula sésil. EI complejo proceso de adhesion,
comienza cuando las células bacterianas alteran sus fenotipos en respuesta a la
proximidad de una superficie. Mediante la produccién de pequefias cantidades de EPS,
las formas planctonicas se adhieren a una superficie bidtica o inanimada, desarrollando
una asociacion que inicialmente es reversible, con células de la misma especie y con

las de otras especies.

b) adhesidn irreversible: el cambio de unién reversible a irreversible se
caracteriza como la transicion de una interaccion débil de la célula con el sustrato a una
union permanente, frecuentemente mediada por la presencia de polimeros
extracelulares. La adhesion desencadena los primeros cambios fisioldgicos que
conduciran a la formacion de micro-colonias de especies Unicas y mixtas, dando paso a

un biofilm maduro.

c) crecimiento y maduracién: el desarrollo del biofilm a partir de la
superficie colonizada es una funcidn de la divisiéon celular dentro de las microcolonias y
un nuevo reclutamiento de bacterias de la fase planctonica. Las sefiales moleculares
gue intercambian las células proporcionan informacion sobre la densidad celular, un
proceso llamado deteccion de quorum. La colonia que madura produce EPS y a medida
que el biofilm bacteriano ocluye gradualmente la superficie colonizada, las bacterias
recién reclutadas se adhieren al propio biofilm. La maduracion, da como resultado la
generacion de una arquitectura compleja, canales, poros y una redistribucion de
bacterias lejos del sustrato. Los canales de circulacion proporcionan un mecanismo
efectivo para el intercambio de nutrientes y metabolitos entre el biofilm y la fase acuosa,

facilitando al mismo tiempo la cooperacion metabdlica entre la comunidad microbiana
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debido a la proximidad que mantienen los microorganismos entre si. Ello facilita el
intercambio de sustratos entre las especies y la remocién o distribucién de productos
metabdlicos. Las células localizadas cerca del centro de la microcolonia estan mejor

adaptadas a la baja disponibilidad de oxigeno.

d) desprendimiento o des-adhesion: el desprendimiento es un término
generalizado que se utiliza para describir la liberacién de células (ya sea individualmente
0 en grupos) del biofiim o sustrato. ElI desprendimiento activo es un evento

fisiol6gicamente regulado y comienza por reduccién de la produccion de exopolimeros.

e) dispersién: Cuando la densidad celular alcanza un nivel alto en
microcolonias de biofilms, una regulacién dependiente de la densidad celular podria
desencadenar la liberacion de enzimas que degradan la matriz, permitiendo que las
bacterias se dispersen. Asi, las células planctdnicas pueden abandonar la colonia para

crear las estructuras de un nuevo biofilm.
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Figura 2: Diagrama que muestra el desarrollo de un biofilm como un proceso de cinco etapas y el inicio
de la mata microbiana. a) Fijacion inicial de las células a la superficie. b) La produccién de las EPS da
como resultado una union "irreversible" en la que las células estan mas firmemente adheridas. c)
Crecimiento y desarrollo temprano de la arquitectura del biofilm. d) Maduracién de la arquitectura del
biofilm. e) Dispersion de células individuales del biofilm (modificado de Harrison et al., 2005).
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1.4.2 Matas microbianas: estructura y formacion

En un nivel superior de organizacion, los microorganismos dentro de los biofilms
se benefician de una yuxtaposicion estable y se autoorganizan en estructuras laminadas
compactas. Esta comunidad funcional coordinada es mucho mas eficiente que las
poblaciones mixtas de organismos planctonicos flotantes y se la denomina mata

microbiana (Costerton, 1995).

Asi, las matas microbianas son comunidades cohesivas y laminadas,
compuestas por un consorcio de bacterias dominadas por cianobacterias fotoautotrofas
(antiguamente denominadas algas verdeazules) (Golubic et al., 1999; Decho, 2000;
Bender y Phillips, 2004). Las cianobacterias filamentosas forman multicapas laminadas
que estan cubiertas por una Ultima capa superficial de diatomeas eucariotas (por
ejemplo, Navicula spp., Nitzschia spp., Amphora spp.). Estos organismos autétrofos
contribuyen significativamente a la produccién primaria de los estuarios (29-314 g Cm™
afio™!) y ademas suministran los recursos energéticos a los consumidores vy
depredadores, y fundamentalmente actian como las principales remineralizadoras de
metales y materia organica (Underwood y Kromkamp, 1999; Grossart, 2001; Twining
et al., 2014).

Las comunidades microbianas benténicas se desarrollan en un espesor de solo
varios milimetros hasta aproximadamente un centimetro de profundidad y su disposicién
se basa en el flujo de energia y disponibilidad de carbono organico (Brotas et al., 1995;
Fike et al., 2008). Las matas microbianas se encuentran formadas por organismos que
abarcan el espectro fisiol6gico desde autétrofos hasta heterétrofos (Coheny Rosenberg,
1989). De acuerdo a Dupraz y Visscher (2005), dicho consorcio microbiano se compone

principalmente de seis (6) grupos funcionales de microorganismos:

1) fototrofos oxigénicos (diatomeas y cianobacterias en su mayoria);
productores primarios y componentes cruciales de la mata microbiana cuya produccion
de abundantes cantidades de EPS tienen un papel importante en la captura y unién de
sedimentos (Garwood et al., 2015). Las cianobacterias utilizan la energia de la luz del
dia para la fotosintesis (fijacion de CO,); durante la noche pueden actuar como

fermentadores, fijando N,y degradando el glucégeno;

2) heterétrofos aerd6bicos que obtienen energia de la oxidacion del carbono

organico y la respiracion de Oy;
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3) fotétrofos anoxigénicos: grupo que a veces fija N2 y utiliza HS™ (u otros
compuestos de azufre reducido), H, o Fe! como donador de electrones para la
fotosintesis. Este grupo incluye bacterias de azufre purpura y verde; la bacteria purpura
utiliza la luz como fuente de energia y el sulfuro para la reduccién del CO; a carbono
celular. Las bacterias purpuras realizan la fotosintesis anaerdbica anoxigénica (sin
liberacion de oxigeno) ya que, a diferencia de las cianobacterias, no pueden realizar la
fotélisis del agua debido a la falta de fotosistema Il. Como donantes de electrones,
utilizan principalmente productos intermedios de degradaciéon de materia organica de
productores primarios y algunos compuestos que se originan en la fermentacién y la
respiraciébn anaerdbica (Hubas et al., 2011). Tipicamente por debajo de aquellas,
pueden estar presentes las bacterias de azufre verde, que son capaces de realizar la
fotosintesis con intensidades de luz extremadamente bajas. Estos organismos requieren

condiciones andxicas estrictas;

4) quimiolitoautotrofos: incluye a las bacterias incoloras de azufre o bacterias
oxidantes de sulfuro (BOS) que oxidan los compuestos de azufre reducido con Oz o
nitrato como fuente de energia. Algunos BOS pueden usar esta via quimiolitotréfica para
la reduccion de COy;

5) fermentadores utilizan una variedad de carbono organico complejo (y

algunas veces azufre) como donador y aceptor de electrones;

6) heter6trofos anaerdbicos (principalmente bacterias sulfo-reductoras):
respiran carbono organico con un aceptor de electrones alternativo (por ejemplo, SO4?2

mientras producen HS);

Segun los gradientes quimicos y de luz disponibles en las matas microbianas,
éstas pueden ser seguidos, por ejemplo, por bacterias heterétrofas aerdbicas o
facultativas, bacterias quimiolitotréficas, bacterias fotétrofas anoxigenicos y bacterias

reductoras de sulfato, formando varias capas distribuidas dentro de la matriz de EPS;

Las matas microbianas son de naturaleza ubicua y, ademas de encontrarse
sobre las superficies de los sedimentos/suelos, se desarrollan en un amplio rango de
ambientes como masas flotantes en agua marina, agua dulce y estuarios (Huerta-Diaz
etal., 2011, 2005; Noffke, 2010). La presencia de agua es un requisito fundamental para
gque las matas microbianas puedan desarrollarse, ya que una limitante para la vida

(Westall y Brack, 2018). De acuerdo a Walter (1976), algunos parametros ambientales
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que contribuyen en el desarrollo de las matas microbianas son: el tamafio de grano del
sustrato, la traccién capilar del agua, la penetracion de la luz, las tasas de sedimentacién
y erosién ejercida por los predadores. Estas comunidades son capaces de sobrevivir a
extremos de salinidad, temperaturas, fuerte insolacién, bajo escurrimiento hidrico
superficial, asi como también a cambios drasticos a corto plazo de estas condiciones.
En concordancia con ello, se ha registrado su presencia en ambientes “extremos”, como
aguas hipersalinas, fuentes termales, respiraderos hidrotermales del océano profundo,
hielo marino y pequefios cuerpos de agua antarticos (Bender y Phillips,1994; Diestra et
al., 2004; Stal, 2000; Noffke, 2010; Farias et al., 2014).

Finalmente, las matas microbianas desempefian un papel importante en la
adsorcion, filtrado y transformacién de diversos nutrientes y contaminantes, como los
metales. Dado que este consorcio tiene zonas tanto 0xicas como anoxicas, pueden
oxidar y reducir metales. Varios autores han sugerido que las matas microbianas juegan
un papel importante en los ciclos biogeoquimicos de los metales en los humedales
(Bender et al., 1995; Bender et al., 2009).

1.4.3 Sustancias poliméricas extracelulares (EPS)

Los organismos de los biofilms y las matas microbianas se mantienen unidos por
la matriz mucosa, las EPS (Underwood y Paterson, 2003). Esta sustancia esta formada
por una mezcla compleja de proteinas, carbohidratos, polisacaridos acidos, lipidos, ADN
y sustancias acidas huamicas (Stale, 2012). Sin embargo, es extremadamente dificil
generalizar sobre su estructura y actividades fisiolégicas dada la amplia gama de
ambientes en los que se desarrollan los consorcios microbianos (Aguilera et al., 2008;
Noffke, 2010). Los polisacaridos son el componente mas abundante y generalmente

representa entre el 40 y el 95% de las EPS (Flemming y Wingender, 2001).

Estas sustancias proporcionan un microambiente adecuado para el desarrollo y
las interacciones microbianas y conforman un entorno dindmico que contiene canales y
huecos que a menudo se llenan de agua. A su vez, las EPS organizan y estructuran a
las células microbianas dentro del consorcio (Wingender et al., 1999; Sutherland, 2001;
Meza et al., 2005; Noffke, 2010). Las EPS determinan la integridad estructural y
funcional de los biofilms y son un componente clave de los mismos en cuanto a
propiedades fisicoquimicas y bioldgicas (Christensen y Characklis, 1989). Actlan

potencialmente como agentes de desintoxicacion contra los metales, ya que contienen
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altas cantidades de grupos funcionales cargados negativamente, como los grupos
carboxilo, fosfato y sulfato, que actiian como sitios de uniéon a metales (Garcia-Meza
et al., 2005; Di Pippo et al., 2009; Rossi y De Phillipis, 2015; Ma et al., 2021). Se ha
encontrado que tanto las fracciones sueltas (solubles) como las capsulares (unidas a la
superficie celular) de las EPS unen metales especificamente en condiciones naturales
para su desintoxicacion (Barranguet et al., 2009; Sutherland, 1999). La capacidad del
biofilm y, especificamente, de las EPS para acumular metales ha sido documentada
para aguas residuales (Wuertz et al., 2001), pero pocos estudios se han abocado a
cuantificarlos en biofilms fototréficos naturales. La comunidad cientifica se ha interesado
tltimamente en el dltimo punto, debido a que, por las caracteristicas de los biofilms y
matas microbianas, se ha promovido su uso para el tratamiento de aguas residuales
(Mantzorou y Ververidis, 2019; Perillo et al., 2020). Ademas, otras propiedades que
exhiben los biofilms y matas microbianas, son atribuibles a la presencia de las EPS,

entre ellas:

e Proteger contra la desecacién a través del las EPS altamente hidratados.

e Proteger contra la depredacién por protozoos.

e Actuar como barrera de difusiéon (por ejemplo, inaccesible para los antibioticos).

e Promover la fijacion a superficies.

¢ Flocular (unen pequefias particulas de arcilla y aclara el agua turbia).

e Emulsionar (se producen para proteger los sitios hidrofobicos en la envoltura
celular y permitir que la célula cambie entre una naturaleza hidrofébica e
hidrofilica).

e Producir la matriz de un biofilm en la que se incrustan microorganismos.

e Filtrar la luz UV.

e Proporcionar alimento en tiempo de escasez nutricional.

e Permitir la locomocion, especialmente para diatomeas Yy fijacion al sedimento.

e Estabilizar sedimentos en areas intermareales.

10
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1.5 Metales

El término "metales pesados" se ha utilizado ampliamente para referirse a
metales y semimetales (metaloides) que se han asociado con contaminacion y toxicidad
o0 ecotoxicidad potencial. Este término ha sido aplicado hasta la actualidad a un grupo
de elementos quimicos que tienen una densidad atémica superiora5 0 6 g cm o un
namero atémico superior a 20 (Alloway, 1990; Cala, 1998). Duffus (2001) consideré que
esta definicion tiende a asumir que todos los llamados "metales pesados", y sus
compuestos, tienen propiedades altamente toxicas o ecotoxicas, sin una base en datos
quimicos o toxicologicos. A su vez, remarcé las diferentes definiciones acufiadas por
diferentes autores, en ausencia de una definicibn emanada de alguna autoridad (por
ejemplo, la IUPAC). Muchos de los metales que tienen una densidad alta no son
especialmente téxicos y algunos son elementos esenciales para el ser humano,
independientemente de que a determinadas concentraciones puedan ser téxicos en
alguna de sus formas (Duffus, 2001). Como sugirieran Pourret y Bollinger (2018), dado
el contexto de esta tesis, se utilizara el término “metal” para hacer referencia a los

elementos seleccionados a evaluar.

Elementos como el cobre (Cu), cromo (Cr), hierro (Fe), manganeso (Mn) y cinc
(Zn) son microelementos esenciales para diversas formas de vida, debido a que forman
parte de importantes vias metabdlicas (Ndimele y Jimoh, 2011; de Araujo y de Oliverira,
2019). El exceso o la falta de estos elementos puede provocar alteraciones en los
organismos Yy, en casos extremos, incluso la muerte (de Smedt et al., 1998; Kehrig et
al., 2003). Por otro lado, metales como cadmio (Cd), mercurio (Hg) y plomo (Pb) no
tienen funcién biolégica conocida, son altamente tdxicos incluso en bajas
concentraciones y representan la mayoria de los problemas de salud para el hombre y
muchos organismos debido a contaminacién ambiental (Prasad et al., 2005; De Vries et
al., 2007; Hasan et al., 2013; Binbin et al., 2014;).

Los metales son constituyentes naturales del medio marino y de agua dulce,
donde generalmente se encuentran en concentraciones muy bajas. La actividad
humana (produccién, uso y descarte de pesticidas, pinturas, cuero, fertilizantes y
textiles, productos farmacéuticos; entre otras) inevitablemente ha aumentado los niveles
de iones metdalicos en muchos de estos sistemas de agua naturales. El drenaje de
minas, la exploracion de petréleo y gas en alta mar, los efluentes industriales y

domeésticos, la escorrentia agricola y la lluvia acida han contribuido a que el aumento de

11
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la carga de metales se incorpore finalmente a los sistemas acuaticos (Ansari et al.,
2004). Los metales derivados de numerosas fuentes se transportan dinamicamente a
través de la atmésfera, el suelo y el agua. A diferencia de los contaminantes organicos,
los metales no pueden ser metabolizados o desintegrados, por lo que pueden
permanecer en el medio ambiente durante periodos prolongados (Gaur y Adholeya,
2004; Mohapatra, 2008).

En ambientes contaminados, mantener la homeostasis celular cobra importancia
para proteger a las células de la sobrecarga de metales, que puede causar estrés
oxidativo, peroxidacién de lipidos, dafio de los acidos nucleicos e inhibicion de procesos
esenciales como la respiracion, el metabolismo del carbono y la fotosintesis (Huertas et
al., 2014). La presencia de metales en las planicies de mareas puede causar cambios
en la estructura y en la funcién de las matas microbianas que colonizan sus sedimentos
(Jang et al., 2001; Baptista y Vasconcelos, 2006; Jun et al., 2021). Los metales forman
complejos con una amplia gama de material organico, como los organismos y los
compuestos que liberan. Es por ello que los microorganismos han desarrollado varios
mecanismos dirigidos a inmovilizar, movilizar o transformar los metales, conduciendo de

esta forma a la remocién y/o a la reduccion de su toxicidad (Stal, 2010).

Los metales juegan un papel esencial en el metabolismo de las cianobacterias.
La distribucion y abundancia de cianobacterias marinas y, por tanto, la productividad del
fitoplancton en los habitats naturales, a menudo esta determinada por la
biodisponibilidad de los metales. Por ejemplo, el Fe es necesario como cofactor para los
complejos proteicos | (NADH-deshidrogenasa) Il (succinato deshidrogenasa) y Il
(complejo citocromo bcl) de la cadena de transferencia de electrones fotosintéticos
(Vermaas, 2001). ElI Mn se requiere especificamente para la funcion PSII (fotosistema
II). El Zn forma parte de la metaloenzima anhidrasa carbénica cuya funcion es catalizar
la conversion rapida de didxido de carbono y agua a bicarbonato y protones; mientras
gue el Cu, el Cry el Ni participan en vias metabdlicas importantes para la fisiologia de

estos microorganismos (So y Espie, 2005; Baptista y Vasconcenlos, 2006).

Los microorganismos y/o sus productos pueden ser muy eficientes reteniendo
iones metalicos. No obstante, la utilizacion de células vivas esta limitado a la toxicidad
de la especie metdlica. Los metales reaccionan con moléculas y ligandos presentes
intracelularmente y con las membranas celulares, lo cual produce alteraciones

metabdlicas en los seres vivos, favoreciendo los procesos de bioacumulacion,
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biomagnificacion en la cadena alimentaria y su persistencia en el medio ambiente
(Hamilton, 1995). La bioacumulaciéon de un metal especifico, no solo depende de la
exposicion al metal y su biodisponibilidad en el medio ambiente, sino también de las
estrategias a través de las cuales un organismo interacttia con ellos (Pan y Wang, 2012).
Los metales en las matas microbianas pueden tener una distribucién en profundidad
diferencial (Webster-Brown y Webster, 2007; Huerta Diaz et al., 2011, 2012; Spetter et
al., 2015) debido a que los microorganismos constituyentes se presentan en laminas
dependiendo de condiciones como penetracion de la luz solar o capacidad 6xica del
sistema. Sumado a ello los microambientes generados pueden dar lugar a variaciones
importantes en el pH y/o cambios en el intercambio de electrones. Todo lo anterior
pueden generar gradientes y afectar la unién y liberacion de metales (Huerta-Diaz et al.,
2012). La presencia de laminas evidencia una distribucion diferencial de
microorganismos en las matas microbianas lo que subraya la importancia de estudiar la

distribucién vertical fina de los metales en las matas microbianas.

Por otro lado, uno de los controles fisicos mas importante en la distribucion de
metales en el ambiente es el tamafio de grano de los sedimentos. Tanto las arcillas
como la materia organica tienen una gran capacidad de intercambio cationico (CIC),
dependiendo del tipo de argilomineral, la cual puede estar favorecida por la presencia
de consorcios bacterianos. La CIC hace que el suelo/sedimento actlie como un buffer
ante la presencia de metales y acidez producida por la oxidacion de los materiales
sulfidicos (principalmente pirita) (Du Laing et al., 2008). En general, existe una
correlacion negativa entre dicho tamafio y las concentraciones de metales (Foster y
Charlesworth, 1996). Las concentraciones altas se asocian generalmente con
sedimentos finos, particularmente con las fracciones de limo y arcilla debido a un efecto
de area/superficie: el area superficial por unidad de masa de sedimento aumenta al
disminuir el diametro de las particulas. Algunos autores (Holland et al., 1974; van De
Koppel et al., 2001) han vinculado a los biofilms y la textura del sedimento, sefialando
que el sedimento cubierto de biofilms se asocian con material fino (arcilla y limo). Es por
ello que para una mejor comprension de las interacciones entre biofilms y presencia de

metales, es fundamental tener en cuenta la granulometria del sedimento.
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Relacion entre los metales, el biofilm y matas
microbianas de planicies de marea

Los microrganimos presentes en biofilms y las matas microbianas son capaces
de fragmentar y descomponer los compuestos organicos en inorganicos a través del
proceso de mineralizacion (Tonatiuh Sanchez Palacios y Torres-Alvarado, 2005,
Maziere et al., 2022). Se ha demostrado que las matas microbianas secuestran metales
(Benderetal., 19944, b, c, 1995a, 1997; Bender et al., 2000; Mehrabi et al., 2001; Phillips
et al.,, 1994, 1995, 1996, 1999; Phillips y Bender, 1995, 1998; Zamora-Castro et al.,
2008; Huerta-Diaz et al., 2012; Abed et al., 2020). Al absorber estos potenciales
contaminantes, entre otros derivados de la actividad humana, pueden reducir su efecto
nocivo para el ecosistema (Gerdes y Krumbein, 1985; Bender y Phillips, 2004;
Mantzorou y Ververidis, 2019). Es por ello que ha cobrado interés en considerar a los
biofilms y matas microbianas como potenciales bioremediadores de ambientes ademas

de que cumplirian un rol muy importante en los ciclos biogeoquimicos de los elementos.

La acumulacién de metales en los componentes de un (eco)sistema puede darse
a través de dos procesos principales: adsorcion sobre superficies (bioldgicas o inertes)
y absorcidn (ej por transporte 0 pasaje a través de membranas biol6gicas). Las células
de fitoplancton exhiben en los sistemas acuaticos grandes areas superficiales que
contienen diferentes grupos funcionales, tales como carboxilo, amino, tio, hidroxi e
hidroxicarboxilico, los cuales pueden interactuar de manera coordinada con iones
metales. La sorcidon de metales por microalgas se caracteriza por una fase inicial de
adsorcion rapida seguida de una segunda fase de absorcién mas lenta que se acerca
gradualmente a una asintota después de unas horas (Genter et al., 1988; Reinfelder y
Chang, 1999). En el modelo bifasico de sorcién, en la primera fase los iones metalicos
se unen y saturan sitios cargados negativamente (por ejemplo, grupos carboxilicos y
otros mencionados anteriormente) en el exterior de las células; mientras que en la

segunda fase se transportan al interior de las mismas (Hill et al., 1999).

La asociacion de contaminantes metdlicos con las EPS puede mejorar
significativamente la biodisponibilidad de los metales en los sistemas marinos (Schlekat
et al.,, 1998, 1999, 2000). Las EPS pueden presentarse en una gran variedad de
condiciones fisicas (encapsulado, geles, mucilago suelto) y composiciones quimicas;
todos los cuales pueden influir en la capacidad de acomplejar metales. La asociacion de

las EPS con los metales puede exhibir efectos reciprocos sobre la biodisponibilidad y
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transferencia tréfica de metales y carbono. Es decir, las EPS, que son una fuente

alimenticia de carbono labil, pueden mejorar la biodisponibilidad de los metales.

La marea es un factor importante dado que controla la depositacion o la erosion
del sedimento, determinan las condiciones cambiantes en cuanto a las variables
ambientales (Stal 2010). Las planicies de marea se caracterizan por experimentar una
baja energia y por ende favorecen la depositacion de sedimentos finos compuestos
principalmente por limo y arcillas (particulas menores de 63 um). Debido a su naturaleza,
estas particulas interacttan entre si dando como resultado sedimentos con propiedades
cohesivas (Paterson y Black, 1999). El limo y las arcillas también pueden retener
grandes cantidades de nutrientes y, a menudo, estan recubiertos de materia organica.
Las actividades metabdlicas que otorgan los microorganismos que habitan dichos
sedimentos y las caracteristicas fisicoquimicas de los mismos producen complejos
procesos. De hecho, las bacterias del biofilm producen y mantienen microambientes
quimicos o microzonas dentro del mismo (Huerta-Diaz et al., 2012).

La variacion quimica espacial y temporal dentro de biofilm y matas microbianas
(gradientes de pH, Eh, oxigeno, etc.) permite la participacién de muchas bacterias
exigentes con un rango limitado de capacidades metabdlicas (Blanchard et al., 2000;
Dyer et al., 2000). Estos consorcios pueden exhibir una morfologia variable segun los
entornos fisicoquimicos que experimentan. Las células se organizan segun su fisiologia
en una estructura laminadar que consta de capas sucesivas. Esta disposicion se debe
a la secuencia de reacciones metabdlicas determinadas por gradientes del potencial
redox Es asi que los biofilms se establecen formando una monocapa sobre la superficie
del sedimento, mientras que en las matas microbianas hay separacion de diferentes

miembros microbianos (Subashchandrabose et al., 2011).

El entorno fisico/quimico esta tipificado por gradientes (de oxigeno, sulfuroy luz)
gue a menudo son bastante pronunciados (es decir, la concentracion de oxigeno puede
pasar de sobresaturada a minimos en unos pocos milimetros), lo que da como resultado
distintos microambientes (Visscher y Stolz, 2005). Se ha registrado que la radiacién
ultravioleta (Waring et al.,, 2007; Mouget et al.,, 2008); desecacion, cambio de
temperatura y salinidad durante la emersion; y fuerzas hidrodinamicas y transporte de
sedimentos asociados con corrientes y olas durante la inmersiéon (Widdows et al., 2004;
Rijstenbil, 2005; Coelho et al., 2009; Van Colen et al., 2010) tienen implicancia sobre la

supervivencia para la estructura y el funcionamiento del MFB. Variables fisicoquimicas
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como el pH, potencial redox, temperatura que fluctGan en los periodos de
emersidn/inmersion, asi como el carbono organico y el tamafio de sedimento, afectan a

la biogeoquimica de los sedimentos (Ferris, 2002; Peng et al., 2004).

1.6 Area de estudio: estuario de Bahia Blanca

El estuario de Bahia Blanca (EBB) se encuentra ubicado en el sudeste de la
Provincia de Buenos Aires (38°45°-39°40’'S y 61°45-62°30'0, Figura 3). Tiene una
configuracion triangular, alargada en direccién noroeste-sudeste cuya seccion trasversal
decrece exponencialmente desde la boca hacia la cabecera. El sistema cubre una
superficie aproximada de 2300 km? y abarca el Canal Principal de Navegaciéon (CPN),
numerosos canales secundarios (740 km?) e islas rodeadas de extensas marismas y
planicies intermareales (Perillo y Piccolo, 1991, 1999; Pratolongo et al., 2013). EI CPN
posee una longitud total de 61 km y su ancho varia desde 200 m en la cabecera hasta
4 km en la boca y su profundidad media es del orden de los 10 m, aunque oscila entre
3y 20 m (Perillo y Piccolo, 1991; Chazarreta et al., 2020). El régimen de marea es
semidiurno y mesomareal, con una amplitud media de 3,5 m (Cuadrado et al., 2004). En
pleamar, 1300 km? de costa son cubiertas por el espejo de agua, superficie que se
reduce a 400 km? en bajamar. Un area de 410 km? correspondiente al sector de islas,
constituyen zonas permanentemente emergidas (Perillo et al., 2001; Cuadrado et al.,
2004).

El clima caracteristico de la zona es templado seco, con una temperatura media
anual del aire de 15,6 °C. La temperatura media de la superficie del mar es de
aproximadamente 13 °C, con fluctuaciones entre 8,5 °C en invierno y 21,6° C en verano
(Perillo et al., 2007). Los vientos mas frecuentes son del N-NO. Los vientos del S-SO,
que son acompanados por lluvia y niebla, son menos comunes (Perillo et al., 2001). Las
precipitaciones muestran una marcada estacionalidad con bajos y variables niveles de

precipitacion anual que se concentran en primavera y otofio (Piccolo 2008).

Los sedimentos presentes en el estuario pueden ser clasificados, con respecto
a la distribucion granulométrica, como limosos en la cabecera del estuario y
predominantemente arenosos en la boca del mismo, con variaciones limo-arcillosos
(fraccion fina) a arcillo-limosos entre ambas zonas (Cuadrado et al., 2004). Los
sedimentos finos originados por la erosion de las planicies de marea y costa de islas,

son transportados en suspension dentro de la columna de agua, originando elevados
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valores de turbidez, mientras que las arenas son trasladadas por la accién de las
corrientes de marea sobre el fondo (Ginsberg y Perillo, 1990; Cuadrado et al., 2004). Al
mismo tiempo el depédsito de particulas de sedimento en suspension se ve dificultado
por las fuertes corrientes imperantes en los canales del estuario (Piccolo et al., 2008).
Por consiguiente, el EBB ha sido descripto como un sistema que presenta un

considerable estado erosivo en su conjunto (Piovan, 2016; Pratolongo et al., 2016).

Los dos tributarios principales de agua dulce se encuentran en el veril norte: el
arroyo Naposta Grande (NG) y el rio Sauce Chico (SC), mientras que el NG drena un
area de 1240 km?, el SC drena un area de 1600 km? aportando anualmente 1,9y 0,8 m3
s, respectivamente (Pratolongo et al., 2009; Zapperi et al., 2018). El arroyo NG
atraviesa la ciudad de Bahia Blanca en su curso inferior, para desembocar en la zona
media del CPN, mientras que el rio SC descarga en el CPN cerca de la cabecera del
estuario (Piccolo et al., 2008). El influjo al estuario desde otros afluentes menores es
intermitente y soélo significativo durante periodos de elevadas precipitaciones locales y/o
regionales. El canal Maldonado es un derivador del arroyo NG que atraviesa el NO de
la ciudad de Bahia Blanca y desemboca en el estuario en cercanias al balneario
municipal homoénimo y a la zona de Almirante Brown. Ademas, el EBB también recibe
aportes de agua desde las napas subterraneas, con un aporte global de 2.000 m?dia*
(CTE, 2003).

Sobre el veril norte del EBB, en sentido hacia la desembocadura, se encuentran
las ciudades de Bahia Blanca y Punta Alta y otras poblaciones menores (Gral. Daniel
Cerri, Ing. White) que suman en total mas de 400.000 habitantes. Asociados a estos
asentamientos urbanos se encuentran los siguientes puertos: Cuatreros, Ing. White,
Galvan, Rosales y Puerto Belgrano (Streitenberger y Baldini, 2016). El EBB esta sujeto
a un alto impacto antropogénico como resultado de estos asentamientos, los puertos y
las industrias petroquimica y quimica (Arias et al., 2010; Oliva et al., 2017; Quintas et
al., 2017; La Colla et al., 2021). Debido a que en el EBB se ubica el sistema portuario
de aguas profundas méas importante de Argentina, se desarrollan en el mismo una
amplia variedad de operaciones, como, por ejemplo, terminales especializadas para la
carga y descarga de granos, combustibles, gases y otros productos petroquimicos. Esta
intensa actividad portuaria requiere un dragado regular de los canales navegables
(Cuadrado et al., 2000; Federici et al., 2004; Pizani, 2008; Chazarreta et al., 2020).
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Las principales vias de acceso de materiales y sustancias de origen antropico
desde el continente al estuario son los efluentes de los nlcleos urbanos y de origen
industrial (Marcovecchio et al., 2001, 2008). La zona interior de EBB recibe grandes
cantidades de efluentes a través del alcantarillado urbano (canal Maldonado) mientras
gque la zona media se encuentra influenciada por la actividad portuaria de los puertos
Belgrano y Rosales y las descargas de efluentes domiciliarios sin tratar (Martinez et al.,
2012; Spetter et al., 2015; Simonetti et al., 2017; Truchet et al., 2021). El vertido de
sustancias en el sistema del EBB, proveniente de las aguas residuales urbanas e
industriales y escorrentia superficial como subterranea, producen cambios ambientales
y ecoldgicos, como el agotamiento de oxigeno, materia organica elevada, aumento de
nutrientes y bacterias y efectos nocivos sobre la biota, y en la comunidad
microzooplancténica (Lopez Abatte et al., 2016; Dutto et al., 2012, 2014; Streitenberger
y Baldini, 2016; Fiori et al., 2020). El ingreso de potenciales contaminantes al sistema
marino costero del EBB y sus probables efectos en el agua, sedimento, biota y
atmosfera, han quedado plasmados en numerosos estudios realizados en las ultimas
tres décadas (Andrade, 2000; Botté et al., 2010; Arias et al., 2009, 2010, Spetter et al.,
2015, Marcovecchio et al., 2016; Orazi et al., 2019).

Por otra parte, una caracteristica especial del EBB es que las planicies de marea
han sido colonizadas por matas microbianas, situacién que fue descripta por primera
vez por Cuadrado y Pizani (2007). Desde entonces, estos consorcios microbianos se
han estudiado ampliamente para explorar la relacién entre microfitobentos, sedimentos
y factores fisicos, como la radiacion, la temperatura, la velocidad de sedimentacién y la
altura de las olas (Cuadrado et al. 2011, 2012, 2013; Pan et al., 2013). Sin embargo, no

se han realizado estudios geoquimicos de detalle.

En esta tesis, se abordara la relacién entre los biofilms y matas microbianas y la
presencia de metales, haciendo énfasis en la variacion en profundidad. Asimismo, se
evaluard la influencia de los pardmetros fisicos, quimicos y sedimentolégicos que
puedan condicionar la ocurrencia y direccion de las transferencias de los metales

evaluados.
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1.7 Sitios de estudio

1.7.1 Puerto Rosales

Puerto Rosales (PR, 38° 55’ 28” S, 62° 04’ 18" O) se encuentra ubicado en la
zona media del EBB sobre el margen norte del CPN (con un ancho de 5 km),
representando el puerto mas externo del sistema portuario de Bahia Blanca (Figura 3).
Puerto Rosales recibe la descarga de aguas residuales con escaso tratamiento,
proveniente de la ciudad de Punta Alta (~ 60.000 habitantes). En las costas de PR se
desarrollan extensas planicies de marea (~1000 m de ancho). Las mismas tienen
pendientes bajas (~0, 4 °C) quedando descubiertas en periodo de bajamar (Perillo et
al., 2001; Cuadrado et al., 2005). Estas planicies se componen de sedimentos
silicoclasticos, donde predomina el cuarzo (y en menor medida los feldespatos), y su
tamafio varia entre arena fina y fraccion limo-arcilloso. La temperatura media en el

ambiente oscila entre 22,7°C en enero a 8,1°C en julio (Piccolo y Diez, 2004).

Por su situacion geogréfica, el ingreso de agua a PR se origina por las ondas de
marea que entran a través de la boca del estuario y por la interaccion de olas generadas
localmente por vientos. El area supramareal es inundada cuando la pleamar se ve
fuertemente influenciada por vientos predominantes del sudeste. Por otro lado, cuando
predominan los vientos del norte, la planicie rara vez se cubre con la marea alta, dejando
expuesta las areas cubiertas por matas microbianas y parches de Sarcocornia perennis
(Cuadrado et al., 2012, 2013). Esta ultima situacién predomina a lo largo del afio ya que
la principal direccion del viento en el area de estudio es NNO (Piccolo y Diez, 2004).

La zona intermareal presenta marismas dominadas por Spartina alterniflora. Los
espatrtillares actuarian como un escudo que protege la zona intermareal de la erosion,
promoviendo una alta tasa de sedimentacion. Por otra parte, la vegetacion atenda la
energia de corrientes y olas que favorece la colonizacion de los sedimentos por
comunidades microbianas benténicas que forman biofiims y matas microbianas
(Cuadrado et al., 2011). Estudios previos realizados en este sitio refieren que los biofilms
y matas microbianas estan compuestos por microalgas celulares (diatomeas epipélicas)
y cianobacterias filamentosas. Las diatomeas pennadas mas pequefias (<40 pm)
incluyen los géneros Diploneis, Nitzschia y Navicula, mientras que los representantes
de mayor tamafo (>40 ym) incluyen especies de los dos ultimos géneros, y también las

especies Gyrosigma spencerii y Cylindrotheca closterium. Dentro de los representantes
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de las diatomeas céntricas estan los géneros Thalassiosira, Coscinodiscus y Melosira.
Respecto a las cianobacterias encontradas en los sedimentos, todas fueron no
heterocisticas, con Coleofasciculus chthonoplastes (antes denominada Microcoleus
chtnoplastes, Siegesmund et al., 2008) como la especie dominante, y la presencia de
otros géneros como Oscillatoria y Arthrospira (Pan et al., 2013). Las planicies de marea
y marismas también estan dominadas por el cangrejo cavador Neohelice granulata, cuya
presencia modifica y/o altera la estructura de las matas microbianas y biofilms (Simonetti
et al., 2012; Angeletti y Cervellini, 2015; Angeletti et al., 2018).
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Figura 3. Estuario de Bahia Blanca y sitios de estudio.

1.7.2 Almirante Brown

Almirante Brown (AB, 38° 44' 59” S; 62° 19' 33" W) estd situada en la zona interna
del estuario de Bahia Blanca, donde el CPN tiene un ancho del orden de 400 m
(Figura 3). Las planicies intermareales sin vegetacion estan habitadas por cangrejos de

la especie Neohelice granulata. La zona supramareal presenta vegetacion hal6fila
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dominada por parches de Sarcocornia perennis (Da Rodda y Parodi, 2005). Este sitio
esta aledafio a un basurero municipal, activo durante 25 afios hasta el afio 2010. El
canal Maldonado, con un trayecto de 6 km de longitud, recibe el caudal excedente del
NG cuando se supera la capacidad maxima del cauce principal (Sefias et al., 2005).
Este atraviesa una parte de la ciudad de Bahia Blanca e indirectamente recibe aportes
clandestinos de aguas urbanas y desechos sélidos. Este canal finaliza en una zona de
marisma vegetada por Spartina alterniflora, se une al canal Saladillo de Garcia y
finalmente continua como canal Maldonado hasta el CPN, influyendo asi en el area de
AB.

1.8 Hipotesis y objetivos

De acuerdo al marco teérico planteado y el estado actual del conocimiento como

eje general del trabajo de investigacion, se planted la siguiente hipotesis general:

Los biofilms y las matas microbianas pueden actuar en el secuestro de
metales y en laacumulacion de los mismos por parte de los organismos presentes
en ambos sistemas. Por ello, la presencia de biofilms y matas microbianas podrian
condicionar ladistribucién espacial y vertical de los metales en planicies de marea

de estuarios influenciados por actividades antrépicas.

Objetivos

Objetivo general:

Evaluar la influencia de biofilms y matas microbianas en los procesos de captacion y
biomineralizacién de metales en un gradiente vertical en sedimentos de planicies de
marea en el estuario de Bahia Blanca e identificar los factores fisicoquimicos y las

actividades humanas que afectan dicha distribucion.

Objetivos especificos:

¢ Analizar y evaluar las concentraciones y distribucion de metales (Cd, Cr, Cu, Fe, Hg,

Mn, Ni, Pby Zn) en biofilms y matas microbianas en planicies de marea del EBB.

e Cuantificar y evaluar la dinamica del contenido de materia organica (MO) presente

en el biofilm y matas microbianas.
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Analizar la influencia de la granulometria del biofilm y matas microbianas sobre la

distribucion de los metales evaluados.

Evaluar los parametros fisicoquimicos (pH, temperatura y potencial redox) en las

matas microbianas.

Evaluar la influencia de la marea en la captacion de metales.

Establecer relaciones entre concentracion de metales, contenido de materia
organica, granulometria y los parametros fisicoquimicos medidos en las matas
microbianas.
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2.1 Trabajo de campo

Para cumplir con los objetivos planteados en la presente tesis doctoral, se
realizaron seis campafias bimestrales desde agosto de 2012 a junio de 2013, en dos
sitios del EBB: Puerto Rosales (PR, zona media) y Almirante Brown (AB, zona interna).
Dentro de cada sitio se eligieron dos zonas: zona A (zA) y zona B (zB), considerando la
disposicion topogréfica en la planicie de marea, donde zona A corresponde a una zona
alta y zona B a una zona baja dentro de cada planicie. Se considera la altura del nivel
del mar teniendo en cuenta las mareas medidas por el mareografo de Puerto Belgrano

y el de Ingeniero White (Figura 4, Tabla 1).

Las campafias se realizaron durante la bajamar, y se tomaron testigos verticales
de sedimento en las planicies de marea colonizadas por matas microbianas (5 cm de
profundidad) y muestras de biofilm (~0,2 cm superficial). A su vez, se realizaron
mediciones in situ de parametros fisicoquimicos sobre la planicie sedimentaria cubierta
por matas microbianas. A continuacion, se detalla el tipo de muestra obtenida, las
mediciones in situ y las determinaciones realizadas para cada campafia en los dos sitios
seleccionados y en cada zona de muestreo (Tabla 2).
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Figura 4. Perfil esquematico que muestra la ubicacion topografica de las zonas dentro de cada sitio, la
altura de marea y la presencia de organismos en las zonas de estudio dentro de los sitios Puerto Rosales
y Almirante Brown. Flechas negras: designan las zonas (A y B) de las cuales se extrajeron las muestras.
Las lineas punteadas indican la altura de pleamar que cubre cada zona.
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Tabla 1: Caracteristicas de las dos zonas evaluadas (A y B) dentro de los sitios Puerto Rosales (PR) y
Almirante Brown (AB).

CARACTERISTICAS PR-zA PR-zB AB-zA AB-zB
Ub:gaqon topografica respecto a la i baja alia baja
planicie
Impacto de Neohelice granulata

- ; menor mayor menor mayor
como organismo bioturbador
Vegetacién dominante en Sarcocornia Spartina Sarcocornia | Sarcocornia
inmediaciones al punto de muestreo perennis alterniflora perennis perennis

Tabla 2. Detalle de la informacién obtenida de ambas zonas (A y B) de ambos sitios Puerto Rosales (PR)
y Almirante Brown (AB) durante el periodo que abarca esta tesis, donde: (—) = sin datos, s/a= sin analizar
por cuestiones logisticas.

FECHA
SITIO | ZONA ACTIVIDAD
ago-12|oct-12|dic-12 |feb-13 |abr-13| jun-13
medicion de pardmetros fisicoquimicos
X X —_— | — X X
(pH. T, Eh)
extraccion de testigo vertical (C1, C2y
X X X X
C3) vy de biofilm s i
determinacidén del %MO X X X X X X
¥ analisis granulométrico X X X X X X
@ andlisis de concentracién de metales
- X X X X X X
g (Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pby Zn)
3 analisis de concentracién de Hg X X X X sia X
o medicion de parametros fisicoquimicos X X X X X
t (pH.T. Eh)
3 extraccion de testigo vertical (C1,C2y
o X X X X X X
C3) y de biofilm
determinacidn del %MO X X X X X X
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2.1.1 Extraccion de muestras

Estudios previos indican que la mayor actividad microfitobentdnica se encuentra
en el primer centimetro de la planicie (Maisano, 2019; Spetter, 2013). Por lo tanto, se
extrajeron testigos sedimentarios y también los 0,2 cm superiores en una muestra
separada, denominada biofilm (Figura 5). Se usaron tubos de PVC (6,3 cm de didmetro
x 25 cm de largo), por triplicado, para obtener la totalidad de la mata microbiana que
caracteriza la planicie y el sedimento subyacente (5 cm en total). Los testigos se
introdujeron en forma perpendicular a la planicie, hasta la méxima profundidad posible.
Se colocé una tapa plastica en la parte superior del testigo para inmovilizar la muestra,
y luego se procedio a la extraccion. Se colocé una tapa en la base del testigo para ser
transportado al laboratorio. Con el fin de evitar cambios fisicoquimicos y migracién de
microfitobentos durante el traslado de la muestra hasta el laboratorio, se utilizd in situ
un émbolo de PVC para extraer y cortar la primera capa superficial de 1 cm de espesor
(C1) con un cuchillo de acero inoxidable (Figura 6a). Cabe mencionar que generalmente
la capa superficial en los testigos tiende a separarse naturalmente del resto debido a la
presencia de la mata microbiana activa. El testigo fue cerrado nuevamente con la ayuda
de las tapas, para ser trasladado al laboratorio. Simultaneamente, se colectaron por
triplicado las muestras de biofilm (aproximadamente 15 gr peso hiumedo), removiendo

la capa superficial (~0,2 cm) del sedimento, utilizando cuchillo de acero inoxidable

C1 (0-1 cm) Mata microbiana+biofilm

C2 (1-3 cm)

C3 (3-5 cm)

&=——>7| B (0-0,2cm)Biofilm

Figura 5: Detalle del testigo y las diferentes capas analizadas. N6tese que si bien el biofilm (B) en la
naturaleza forma parte de la mata microbiana, en este estudio fue analizado en forma separada. Ademas,
la mata microbiana conteniendo al biofilm (0,2 cm de espesor) fue estudiada en lo que se denomin6 C1 (1
cm de espesor).
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(Figura 6b). Todas las muestras fueron almacenadas en bolsas plasticas rotuladas y

conservadas en heladera portatil y oscuridad hasta su traslado al laboratorio.
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Figura 6. Procedimiento de toma de muestras. a) El testigo fue dividido en una capa superficial (C1)
considerada la mata microbiana activa. Nétese que la separacién natural ocurrié a aproximadamente 1 cm
de profundidad. b) Colecta de muestras de biofilm con la ayuda de cuchillo de acero inoxidable. c) Detalle
de mata microbiana donde se observa una capa oxido reductora. d) Detalle de mata microbiana donde se

observa una zona anéxica.

2.1.2 Variables ambientales registradas in situ

Se midieron in situ los parametros fisicoquimicos de las matas microbianas a
nivel superficial, incluyendo pH, temperatura (°C) y potencial redox (mV), utilizando una
sonda multisensor digital Hanna HI 991003. Las mediciones se realizaron en cada zona

(zA 'y zB) de los sitios PR y AB en los cuales se colectaron las muestras.
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2.2 Procesamiento de las muestras

En el laboratorio, los testigos remanentes en los tubos de PVC fueron extraidos
con ayuda de un émbolo y separados en secciones horizontales de 2 cm de espesor
(C2 y C3) utilizando un cuchillo de acero inoxidable. Tanto las muestras de la C1 (0-1
cm de profundidad) separada en campo, como las C2 (1-3 cm de profundidad) y C3 (3-
5 cm de profundidad) y las muestras de biofilm (capa superficial de ~0,2 cm de espesor),
fueron llevadas a camara fria (4°C) hasta su posterior andlisis (hasta 5 dias posteriores
a la colecta). De cada una de las muestras colectadas, se tomaron sub-muestras para:
a) caracterizacion granulométrica, b) determinacion de materia organica y c)

determinacién de metales.

2.2.1 Granulometria

Para el analisis de tamafio del sedimento, la fraccibn mayor a 2 mm (grava,
conchillas y restos de tejido vegetal) fue retirada manualmente. A continuacion, se
procedi6 a eliminar la materia organica para evitar interferencias en la determinacion del
contenido de arcillas. Para ello, se colocé la muestra correspondiente a cada capa en
un vaso de precipitado de 100 mL para su tratamiento con peréxido de hidrogeno
(65% v/v) (Cuadrado y Pizani, 2007). Para favorecer la reaccion de oxidacion total de la
materia organica, una vez ocurrida la primera reaccion (visible por la produccién de
burbujas), se colocaron las muestras en plancha de calentamiento (~60 °C) durante 3+1
dias. Finalmente, la granulometria de cada capa fue determinada por difractometria
laser, utilizando un analizador de tamafio de particulas Mastersizer 2000. Se utilizo la
escala de Udden-Wentworth comUnmente utilizada en geologia para describir y
clasificar sedimentos por el tamafio de grano (Escala 1). Esta escala fue propuesta en
1922 por Chester K. Wentworth, basandose en la anterior escala de Johan A. Udden,
de 1898. Parte de 1 mm y, dividiendo o multiplicando por 2, en sentido decreciente o
creciente de tamafio respectivamente, se definen los limites de diametro de cada clase,
desde particulas de tamafio arcilla (con diametro menor de 1/256 mm) a bloques (con
diametro mayor de 256 mm). Los datos fueron analizados utilizando el sofware
Mastersizer 2000 5.40 (Malvern Instrument Ltd., 2007). Para describir la relacion entre
las fracciones de tamafo en cada muestra se presentan los resultados mediante el

diagrama de Shepard (1954) como sistema de clasificacion de las muestras (Grafico 1).
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Tamaiio de tamiz Nimero de tamiz Unidades Classificacion de
en mm estindar de EU. Phi (®) Wentworth
256 -8 Sogm
o4 =6 Grava gruesa
4.0 5 - Grava mediana o guljarro
3.36 6 -1.75
2.83 7 -1.50 Grava fina o grano
2.38 8 -1.2§5
2.00 10 -1.00
1.68 12 -0.75
1.41 14 -0.50 Arena muy gruesa
1.19 16 -0.25
1.00 18 0
0.841 20 0.25
0.595 30 0.75
0.500 s +1.00
0.420 40 1.2§
0.354 45 1.50 Arena mediana
0.297 50 1.75
0.250 60. +2.00
0.210 70 2.25
0.177 80 2.50 Arena fina
0.149 100 2.75
0.125 120 +3.00
0.105 140 3.25
0.088 170 3.50 Arena muy fina
0.074 200 3.75
0.0625 230 +4.00
0.0526 270 4.25
0.0442 325 4.50 Limo grueso
0.0372 400 4.75
(0.031) +5.00
(0.0156). +6 Limo mediano
(0.0078). +7 Limo fino
(0.0039) +8 Uimo suy fino
Arcilla (mas pequefio
que 0.0039 mm)

Escala 1: Clasificacion del tamafio de grano de Udden-Wentworth de sedimentos terrigenos (1922)

100

LIMOSO ARENOSO

100 50 100
% arena

Grafico 1. Triangulo de clasificacion textural modificado por Sheppard (1954).
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2.2.2 Determinacion de materia organica

El contenido de materia organica fue obtenido utilizando el método de pérdida
de peso por ignicion (Commendatore y Esteves, 2004). Para ello, las muestras
correspondientes a cada capa (~20 gr) fueron colocadas en sobres de papel aluminio y
secadas en estufa a 105+5°C hasta registrar peso constante (peso seco de la muestra).
Posteriormente, las muestras fueron calcinadas en mufla a 450°C durante 4 horas,
registrandose a continuacion el peso de las muestras. El porcentaje de materia organica
(%MO) se calculé utilizando la ecuacion 1:

P M
oo = (PSP

= ) % 100 (1)

donde: PS= peso seco de la muestra; PM: peso de la muestra luego de la calcinacién en mufla.

2.2.3 Determinacidon de metales

Para el analisis de los metales, las muestras fueron colocadas en placas de Petri
acondicionadas y fueron secadas en un lugar limpio, sin corrientes de aire y a
temperatura ambiente con el fin de evitar (de estar presentes) pérdida de metales por
volatilizacién (por ejemplo, mercurio, plomo) y cualquier tipo de contaminacién cruzada.
Una vez desprovistas de bioclastos, las muestras fueron homogeneizadas en mortero
de porcelana. Luego se guardaron en doble bolsa de polietileno y en desecadores hasta

aplicar la metodologia analitica para determinar los metales de estudio seleccionados.

2.2.3.a Determinacion de Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb y Zn

Para la determinacion de todos los metales (con excepcién del Hg), el material
fue pesado en tubos de ensayo de vidrio (0,05+0,001 g peso seco, por duplicado)
utilizando cuchara plastica y balanza analitica de precision hasta la cuarta cifra decimal
(OHAUS).

La metodologia analitica se bas6 en una digestion por sistema abierto con una
mezcla de &cido nitrico y perclorico: HNO3s/HCIO4 (5:1) (Merck) (Botté et al., 2010). En
primer lugar, se realizd una pre-digestion adicionando 5 ml de HNO3s; manteniendo en
reposo durante al menos 3 h. A continuacion, se adicion6 1 ml de HCIO, y se colocaron
los tubos de ensayo con las muestras inmediatamente en bafio de glicerina a 110
+ 10°C. Los mismos fueron agitados suavemente cada 30 minutos para asegurar que

toda la muestra reaccione con la mezcla acida. De ser necesario se agregaron
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cantidades adicionales de HNO3; concentrado a lo largo de este proceso de digestion. El
mismo concluyd cuando el sobrenadante presentd un color palido transparente y el
volumen no fue superior a 1 mL. Las muestras fueron retiradas del bafio y se dejaron
enfriar bajo campana. Simultdneamente, se procesaron dos blancos de reactivo en cada
procedimiento de andlisis de muestras, conteniendo las mismas cantidades de
reactivos, pero sin material a determinar. El material de referencia fue sometido a la
misma digestién, con la finalidad de evaluar el porcentaje de recuperacion de la técnica.
Finalizada la digestion los extractos fueron trasvasados a tubos de centrifuga de 10 ml
utilizando pipeta Pasteur de vidrio, completando el volumen con HNO; al 0,7%. Con el
fin de evitar la contaminacién entre las muestras, la pipeta Pasteur fue acondicionada,
lavandose con HNOs; al 0,7% antes de manipular cada muestra. Las muestras
trasvasadas se dejaron reposar en heladera durante al menos 24 h, con el fin de
sedimentar cualquier particula presente en la solucion que pudiera generar una
obstruccién en el equipo correspondiente al momento de la determinacién de los

analitos.

La concentracién de los metales fue realizada mediante espectroscospia de
emision Optica de plasma acoplada industivamente (ICP OES, Perkin Elmer Optima
2100 DV). Las lecturas de intensidades de los analitos fueron obtenidas trabajando con

vision axial, con excepcién del Mn para la cual se utiliz6 vision radial.

2.2.3.b Determinacion de Hg

Para la determinacion del contenido total de Hg, las muestras fueron pesadas en
tubos de ensayo de vidrio (0,08+0,001 g peso seco, por duplicado) utilizando cuchara
plastica y balanza analitica de precision (OHAUS). La metodologia analitica aplicada fue
la descripta por De Marco et al. (2006) la cual consistié en una digestién con una mezcla
de &cido nitrico y sulftrico: HNO3/H>SO4 (1:4) seguido por una reaccion de oxidacion.
Luego de agregar los &cidos se colocaron los tubos inmediatamente en bafio
termostético (2 h, 60°C). A continuacion, se realizO una oxidacion fuerte con
permanganato de potasio: KMnO. al 5% (p/v), hasta completar 15 mL en las siguientes

etapas:
e 1™: 2 ml y posterior enfriamiento de los tubos en un bafio de hielo;

e 2%: 3 mly llevados los tubos nuevamente a bafio de 60 °C por 30 minutos;
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e 3 10 ml y se enfriaron los tubos en bafio de hielo. Luego de 18-24 horas de
reposo a temperatura ambiente y a resguardo de la luz para evitar pérdida de Hg,
a cada muestra se adiciono NaCl-clorhidrato de hidroxilamina para reducir el
exceso de KMnO.. La solucion final se trasvaso a Erlenmeyers de cuello
esmerilado de 250 ml y se adicionaron 100 ml de agua destilada que se utilizé
previamente para enjuagar los tubos de ensayo y asi evitar pérdidas de material.
Finalmente, se les colocé unatapa a los Erlenmeyers hasta el momento de realizar

la lectura de las muestras.

Al momento de la cuantificacion, se adicion6 5 ml de una soluciéon al 10% de
cloruro estanoso (SnCl,) justo antes de la introduccion del aireador para cada la lectura.
Se generd asi Hg elemental (Hg®) que se volatilizé y fue registrado por método de vapor
frio mediante espectrofotometria de absorcion atomica sin llama (CV-FAAS, Perkin—
Elmer 2380), trabajando con lampara de Hg de catodo hueco. Se procesaron
simultdneamente dos blancos de reactivo en cada procedimiento de analisis de
muestras, los cuales contenian Unicamente las mismas cantidades de reactivos

adicionados a las muestras.

2.2.4 Acondicionamiento del material

Tanto el material utilizado en la toma de muestras a campo como en laboratorio,
fue previamente acondicionado siguiendo el siguiente procedimiento: lavado con
detergente no idnico (1%) y posterior enjuague con agua corriente. A continuacion, se
procedié a enjuagar tres veces con agua bidestilada antes de sumergir en &cido nitrico
(HNO3, 5%) durante 24/48 horas. Una vez cumplido el plazo, el material se enjuagé tres
veces utilizando agua bidestilada para luego secarse a temperatura ambiente y al

resguardo de corrientes de aire.

2.2.5 Limite de deteccion y control de la calidad
analitica de los datos

El limite de deteccién del método (LDM) se calculé como tres veces la desviacion
estandar (DS) de 12 réplicas de blancos de reactivo sometidos a los mismos pasos de
procesamiento de las muestras (Federal Register, 1984; EPA, 2016). Se calcularon las
desviaciones estandar de los datos para cada metal y se incorporaron en la ecuacion
2:
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LDM = t(n_11-o) X DS (2)

donde: DS= es la desviacion estandar obtenida de los 12 blancos de reactivo (n=12) y t(n-1, 1-a)= €s €l valor
de la tabla de “t-Student”, trabajando con n-1 grados de libertad y un a=0,01.

De esta forma, el LDM para cada metal (ug mL™?) fue: Cd: 0,042; Cr: 0.0015; Cu: 0,0985;
Hg: 0,02; Fe: 2,6810; Mn: 1,7846; Ni: 0,0024; Pb: 0,0620 y Zn: 0,1175. En la presente
tesis los resultados obtenidos con concentraciones por debajo de este limite se reportan
como <LDM.

Todas los DS de las muestras replicadas fueron <25%. Para el control de la
calidad analitica (AQ), se utilizaron ademas de los blancos de reactivo, materiales de
referencia certificados (CRM; Sedimentos de estanque, R.M. No. 2, NIES, Japo6n) y
reactivos de grado analitico (Merck o Carlo Erba). Los porcentajes de recuperacion para
todos los metales traza en CRM fueron superiores al 75%.

2.2.6 Exposicion y frecuencia de inundacion de la
planicie

Para determinar la influencia que puede tener la marea, tanto en la
concentracion de metales, como en la compaosicién organica de las matas microbianas,
se estudid la inundacidn y exposicion de la planicie en relacién al dia de muestreo. Para
estimar la altura de marea a la cual se inundan las zonas elegidas (zA y zB para cada
sitio) se realiz6 una campafia para registrar la hora exacta en que se inund6 una zona,
identificando en el registro de marea la altura de la marea en el momento en el cual se
inunda la planicie (ver Figura 4). Por otro lado, se obtuvieron los registros de la marea
semi-diurna a partir de dos maredgrafos: uno ubicado en Puerto Belgrano para
relacionar con el sitio Puerto Rosales (zona media del estuario) y otro en el Puerto de
Ingeniero White para relacionar con el sitio Almirante Brown (zona interna del estuario).
Ambos maredgrafos poseen la misma forma de la onda de marea, aunque difieren
fundamentalmente en la hora y altura de marea. Esta informacién fue utilizada para
generar los mareogramas a partir de los cuales se extrajeron los datos para analizar en

esta seccion (ver ANEXO 1).
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A partir de estos datos, se calculd i) la frecuencia de inundaciéon como la
cantidad de veces que la planicie fue cubierta por la pleamar en un periodo de 30 dias
previo al muestreo; y ii) los dias de exposicion de la planicie como la cantidad de dias
que la planicie estuvo expuesta previo a la toma de la muestra. Debido a que las zonas
de muestreo se encuentran a diferente nivel topogréfico, la frecuencia y los dias de

exposicion varian para las dos zonas en un mismo sitio (PR o AB). Se muestra un

Campana
ago-12

:: 1
Frecuencia de inundacion (30 dias previos)

-'_-|.| Ll

T i ~-F Rt !
ﬂ l | Ml M lll

jul-12 ago-12

Figura 7. Esquema del criterio para el calculo de la frecuencia de inundacién y los dias de exposicion,
donde h=A: altura de marea que cubre la zona A, h=B: altura de marea que cubre la zona B.

ejemplo en la Figura 7 donde se representa con lineas punteadas la altura de marea a
la cual se inunda cada una de las zonas (zA y zB). Teniendo en cuenta que cada vez
qgue el registro de marea supera las lineas punteadas, la zona se inunda, puede
observarse que en una campafia hipotética (ago-12), la zA tuvo dos dias de exposicion
previo al dia de toma de muestras, mientras que en el mismo momento, la zB fue

inundada los dias previos a la campafa.

2.2.7 Analisis de los datos obtenidos

En primera instancia, se graficaron los datos obtenidos y se interpretaron
utilizando estadisticas descriptivas con el fin de revelar tendencias tanto espaciales
como temporales. Para ello, se tuvo en cuenta el valor medio, desvio estandar y rango

(minimos y maximos).

La variacién en la concentracion de metales, contenido de materia organica y los
parametros fisicoquimicos (pH, temperatura y potencial redox) fue analizada
utilizandolos como variable de respuesta en modelos lineales (Modelos Mixtos,

ANOVA), tests de Tukey (comparaciones a posteriori) y test t-Student. Para el
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tratamiento estadistico de los datos de esta tesis, se evaluaron primero los supuestos
de normalidad (mediante el uso de Quantile-Quantile plot) y la homocedasticidad
(mediante diagramas de residuos vs predichos). En los casos donde no se cumplio el
supuesto de homocedasticidad, se transformaron los datos aplicando raiz cuadrada o
logaritmo natural, comprobando que dicha transformacion resolviera el problema. Se
realizé un Anadlisis de Componentes Principales (ACP) para las variables concentracién
de metales, contenido de materia organica, tamafio de grano, dias de exposicion,
frecuencia de inundacién y pardmetros fisicoquimicos, basado en una matriz de
correlaciones, con el objetivo de reducir la dimensionalidad del grupo de variables y
establecer patrones de manera exploratoria. Tanto el ACP como los ANOVA, Tests de
Tukey y Tests t-Student se realizaron utilizando el software estadistico R versién
1.2.1335 (R Core Team, 2021) y el programa InfoStat® version 2018 (Di Rienzo et al.,
2018) segun el esquema de la Figura 8. Los gréficos se realizaron utilizando los
programas GraphPad Prism version 5.01 (2007), Excel del paquete estadistico Office
version 2016 y el software Rstudio Version 1.2.1335 (2009-2019).

Las concentraciones de metales reportados como menores al LDM fueron
sustituidos por la mitad del LDM para realizar los andlisis estadisticos (Jones y Clarke,
2005). Esta sustitucion se realizar4 cuando menos del 40% de los resultados sean
menores al LDM. No se realiz6 andlisis estadistico en aquellos casos en los que el 40%
0 mas de las concentraciones del metal evaluado estuvieron por debajo del LDM
(Federal Register, 1984). El nivel aceptable de significacidén estadistica fue menor al 5%.
Los datos presentados en las figuras no se transformaron. Los valores de error, ya sea

en figuras, tablas o en el texto, representan la desviacion estandar (DS).
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COMPROBACION DE SUPUESTOS ESTADISTICOS
Normalidad (diagrama Q-Q plot)
Homocedasticidad (grafico de residuos vs predichos)

!

MODELO LINEAL MIXTO triple

Significativo (evidencia de interaccion entre los
factores)

MODELO LINEAL MIXTO doble

1\

Significativo (evidencia de no significativo (ausencia de
interaccion entre los factores) interaccion)

l Test de Tukey

MODELO LINEAL MIXTO simple

™

Niveles: Niveles:
biofilmy C1 C1,C2yC3

] !

Test t-Student Test de Tukey

ANOVA

(factores fijos: sitio SIMPLE (factor fijo: sitio, variable:
variables: T, pHy concentracion de metales

Eh. l l

Test de Tukey (Niveles: PR-zB, AB-zA, ABzB)
Prueba t-Student (Niveles PR y AB)

Figura 8. Diagrama del analisis estadistico de los datos.
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3.1 Variables ambientales

En este apartado se describira el comportamiento de los parametros
fisicoguimicos medidos en las matas microbianas de cada zona de muestreo (zA= zona
alta, zB= zona baja), seguido del andlisis de las variaciones entre las fechas de muestreo
(ago/oct/dic/12 y feb/abr/jun-13) en cada sitio (PR= Puerto Rosales y AB= Almirante
Brown). A continuacion, se analizara comparativamente entre sitios, los valores

promedio de los parametros medidos.

Las variables pH, temperatura (T) y potencial redox (Eh) medidas en las matas
microbianas mostraron variaciones a lo largo del periodo de muestreo, tanto entre zonas
dentro de cada sitio como entre los sitios (Figura 9). El pH en ambas zonas de PR vari6
entre un valor ligeramente acido (5,6) y alcalino (7,67) mientras que en las zonas de AB
los valores fueron mas homogéneos y siempre basicos (7,26-8,7). La mayor temperatura
en los sedimentos de PR-zA y PR-zB fue registrada en oct-12 y dic-12 (~21 °C), mientras
que en AB-zA y AB-zB fue en oct-12 (~23 °C). La menor temperatura se midio en junio
tanto en las zonas de PR (8,8 °C) como en las de AB (13 °C). Los valores de potencial
redox en las zonas de PR fueron mayormente positivos (113,5 a 194,9 mV), lo que
indicaria un ambiente principalmente oxidante; mientras que en AB la mayoria de los

valores fueron negativos; caracteristico de una zona reductora (-193,9 a -116 mV).

PR-zA PR-zB AB-zA AB-zB

T(°C)

2004 o .

s . . . . . .
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Figura 9. Distribucion temporal de las variables medidas en las matas microbianas del estuario de Bahia
Blanca, donde PR-zA=Puerto Rosales zona A, PR-zB= Puerto Rosales zona B, AB-zA= Almirante Brown
zona A, AB-zB= Almirante Brown zona B.
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Respecto a las variaciones entre sitios de los parametros fisicoquimicos, no se
hallaron diferencias significativas entre fechas de muestreo para el pH medido en los
sedimentos de PR (p= 0,068) asi como en los de AB (p= 0,179) durante el periodo
(Figura 10). En cuanto a la temperatura, se hallaron diferencias altamente significativas
en ambos sitios (p< 0,001). Los meses mas calidos en PR fueron oct-12 y dic-12 (20,6
y 21,7 °C, respectivamente) asi como en AB (24,3 y 23,3 °C, respectivamente) mientras
que jun-12 fue el mes mas frio (PR: 8,8 °C; AB: 13 °C). Los valores promedio de
potencial redox del sitio PR fueron mayormente positivos, sin diferencias significativas
entre las fechas (p=0,07) con un Unico valor negativo (-101 mV) en dic-12. Asimismo,
en AB el potencial redox tampoco mostré diferencias significativas entre fechas, con
valores mayormente negativos (entre -101,5 y -92,5) con excepcion de abr-13 y jun-13,
cuando los valores fueron levemente positivos (15,5-51,5 mV). En resumen, AB
present6 un pH mas alcalino (p< 0,01), una temperatura superior (p< 0,05) y un potencial

redox mas negativo respecto a PR (p< 0,05) (Tabla 4).
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Figura 10. Variables ambientales medidas en Puerto Rosales (PR) y Almirante Brown (AB) durante el afio
de medicion. Letras asignadas alfabéticamente de mayor a menor. Dos medias que compartan alguna letra
no difieren al 5%. Letras mindsculas sefialan diferencias entre meses en el sitio PR. Letras mayusculas
sefalan diferencias entre meses en el sitio AB. El asterisco indica diferencias entre los sitios PR y AB en
esa fecha (p< 0,05)
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Tabla 4. Estadistica descriptiva de las variables medidas en el sedimento para todo el periodo de muestreo
en cada sitio evaluado del estuario de Bahia Blanca (considerando todas las réplicas y zonas para PRy
para AB). DS= desvio estandar.

pH T (°C) Eh (mV)

lell min | max el min | max lel min | max
+ES +ES +ES

PR | 6,36%0,77 | 6,34 | 7,8 | 13,91+2,29 | 8,8 | 21,7 | 99,3+3385 | -101 | 200
AB | 8,14+0,13 | 7,26 | 8,52 | 18,67+1,24 | 13 | 24,3 -47,23#30,24 -193,9 | 116

3.2 Granulometria

En las Figuras 11 y 12 se presenta la granulometria del biofilm y capas del
testigo sedimentario (C1, C2 y C3), respectivamente. El biofilm (0,2 cm de espesor) se
caracteriz6 por poseer, en general, un mayor porcentaje de limo y arcilla (granulometria
fina) en PR que AB. Considerando cada zona dentro de los sitios, PR-zA presenté una
granulometria de menor tamafio respecto a PR-zB donde se observé un mayor
porcentaje de arena. En AB, la granulometria de AB-zA se clasific6 como limo-arcillosa
homogénea, mientras que AB-zB mostré caracteristicas de sedimento areno limo
arcilloso. Se destaca que, en PR, a diferencia de AB, la zona que primero se inunda

(PR-zB, topograficamente mas baja) tiene particulas de mayor tamafio.

PR AB

ARCILLA ARCILLA

Biofilm B ® PR-zA

%
%
7

%, 2 2,

o
a®

Figura 11. Tamafio de grano registrado en biofilm de Puerto Rosales (PR) y Almirante Brown (AB), zonas
A (zA) y B (zB).

En PR las capas de los primeros 5 cm de sedimento (C1, C2 y C3) de ambas
zonas (PR-zA y PR-zB) presentaron un porcentaje entre 74 y 85% de material fino. La

capa mas superficial (C1) de ambas zonas mostré6 un porcentaje mayor a 70% de
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material fino. La capa intermedia (C2), tuvo una gran variabilidad y mostr6 mayor
porcentaje de arena en PR-zA, mientras que la capa mas profunda (C3) presento el
mayor porcentaje de arena en PR-zB. Se encontrd una diferencia altamente significativa
entre el contenido de sedimento fino en el biofilm y la C1 tanto en PR-zA (p= 0,0011)

como en PR-zB (p=0,008), con el mayor valor en la C1.

En AB-zA, la clasificacion del tamafio de grano revel6 homogeneidad en la
composiciéon granulométrica de todas las capas evaluadas, con mayor proporcion de
sedimentos limo-arcillosos en ellas (~83-90%). Por el contrario, en AB-zB se observo

una composicién variable en su contenido de material fino (~72-80%) con un aumento
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Figura 12. Tamafio de grano en el sitio Puerto Rosales (PR) y Almirante Brown (AB), zona A (zA) y zona B
(zB); donde C1 = capa de 0-1 cm, C2= capa de 1-3 cm, C3=capa de 3-5 cm
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en el material grueso en las capas mas profundas. En esta zona se detecté una
diferencia altamente significativa entre el material fino presente en el B y la C1
(p= 0,003), siendo mayor el porcentaje en esta Ultima. No se hallaron diferencias en este

sentido en AB-ZzA.

Por ultimo, comparando los sitios PR y AB (Figura 13) se observé una
predominancia de limo-arcilla en AB (> 60%) y cabe destacar que en PR se encontr6 un

mayor contenido de arcilla y de arena respecto a AB.
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Figura 13. Tamafio de grano en los sitios evaluados (PR= fucsia, AB= verde)

3.3 Contenido de materia organica (MO)

Se presentan en primer lugar los resultados de la comparacion de los valores de
MO (expresados en porcentaje) en el biofilm (0,2 cm espesor) respecto a la mata
microbiana activa (C1, 0-1 cm) en las zonas A y B de cada sitio. Cabe destacar que la
C1 contiene también un biofilm. A continuacién, se comentaran los resultados de la

distribucion del contenido de MO en el tesigo vertical (C1-C2-C3).

3.3.1 Contenido de materia organica en las capas
superficiales (biofilm y C1-mata microbiana activa)

En cuanto a la variacion temporal, el %MO fue significativamente diferente entre
el biofilm y la C1 de PR-zA en la mayoria de las fechas evaluadas. La mayor diferencia
se encontrd en feb-13 donde en PR-zA la C1 presentd mayor porcentaje de MO que el
biofilm, mientras que en la PR-zB ocurrié lo inverso. En oct-12 el %MO fue mayor en C1
respecto al biofilm en ambas zonas, mientras que en el resto de los meses el mayor

porcentaje se detecto en el biofilm (Figura 14).
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Para el sitio AB se observé una tendencia similar en ambas zonas, hallandose
diferencias significativas en feb-13 donde los mayores valores correspondieron a la C1

mientras que en ago/dic-12 y jun-13 el %MO fue mayor en el biofilm.

Promediando el %MO de las capas superficiales, PR-zA presenté un mayor valor
(7,47+1,62, p< 0,05) respecto a PR-zB (4,58+0,95), AB-zA (5,88+0,57) y AB-zB
(5,98+0,66) mientras que no se hallaron diferencias significativas entre las zonas de AB.
Por otro lado, no se hallaron diferencias entre PR y AB en el contenido medio de materia
organica de las capas superficiales (p= 0,92). En la Tabla 5 se resume la informacién
del contenido de materia organica analizado en el biofiim y en la C1l durante seis
campafas de muestreo en la z A y zB de cada sitio (PR y AB). En la misma puede
observarse que en poco mas del 54% de las ocasiones, el %MO fue mayor en el biofilm,
mientras que solo en el 16% de las observaciones el %MO fue mayor en la C1,
registrado en feb-13 para casi todos los sitio-zona. En PR-zB en el 50% de las
observaciones realizadas a lo largo del tiempo, el %MO fue igual en el biofilm y la C1.
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Figura 14. Distribucion de la materia organica (%MO) en las capas superficiales en los diferentes meses
de campafia, donde PR= Puerto Rosales, AB= Almirante Brown, zA= zona A y zB= zona B, B= Biofilm,
Cl=capa 1 (mata microbiana activa).
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Tabla 5. Resumen gréfico de la distribucion del contenido de materia organica analizada en el biofim y la
C1 (mata activa) durante seis campafias de muestreo en la zA y zB de cada sitio (PR y AB). Celda verde:
%MO en C1> B; celda negra: %MO en C1=B y celda marrén: %MO en B>C1. En todos los casos las
diferencias de concentracion fueron estadisticamente significativas (p< 0,05).
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3.3.2 Variacion en profundidad del contenido de
MO (C1-C2-C3)

En el estuario medio (PR) sitio PR-zA, el contenido de MO varié en un rango de
2,23 a 25,87%, observandose una tendencia a disminuir desde la capa superficial (C1)
a la méas profunda (C3), excepto en dic-12 donde no se hallaron diferencias entre las
capas (Figura 15). En feb-13 se registré el mayor contenido de materia organica,
variando desde un 25,8% en la C1 a 23,1% en la C3. Por otro lado, en PR-zB el
contenido de MO vari6é en un rango de 1,36 a 5,84%, observandose una disminucion
desde la capa C1 hacia las capas profundas (C2 y C3) en los meses oct-12, feb-13 y
abr-13. En ago-12 y dic-12 el %MO aumentd en profundidad, mientras que en jun-13 se

mantuvo invariable. EI mayor %MO se registré en oct-12 (5,84%).

En el estuario interno (AB) se observd una tendencia similar en las dos zonas
muestreadas, con un rango de variacion entre 3,5-10,5% (Figura 15). Tanto en AB-zA
como en AB-zB B se observé una disminucion del contenido de MO en profundidad en
los meses oct-12, dic-12, feb-13 y abr-13, mientras que en ago-12 aumentd hacia las
capas inferiores (4,44+0,22 a 5,65+0,16). No se observaron variaciones en jun-13. En
ambas zonas, el %MO fue mayor en feb-13 (AB-zA= 6,21; AB-zB= 7,40).

Promediando las capas del testigo vertical, dentro de PR el %MO promedio
analizado en PR-zA (7,28 +1,46%) fue mayor respecto a PR-zB (3,98+0,49%, p< 0,01).
En AB no se hallaron diferencias significativas (p> 0,05) en el contenido de MO entre
AB-zA (5,35+0,32) y AB-zB (5,43+0,36).
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El mayor contenido de MO se presenté en PR-zA en comparacion con el otro
sitio de PR y los dos sitios de AB (PR-zB, AB-zA y AB-zB; p< 0,05).
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Figura 15. Porcentaje de materia organica (%MO) en el testigo vertical (0-5 cm de profundidad); donde
PR= Puerto Rosales, AB= Almirante Brown. C1= capa 1, C2= capa 2, C3= capa 3. Letras asignadas
alfabéticamente de mayor a menor.

La Tabla 6 resume la informacion del contenido de materia organica analizado
en las diferentes capas del testigo vertical (C1, C2 y C3) durante seis campafas de
muestreo en las zA 'y zB de cada sitio (PR y AB). En mas del 60% de las observaciones,
el %MO fue mayor en la C1 respecto de las capas profundas (C2 y C3). Solo en un 16%
de las mediciones, las concentraciones en C1 fueron menores respecto a las capas

profundas o de igual magnitud a éstas ultimas.

Tabla 6. Resumen gréafico de la distribucion del contenido de materia organica analizada en el testigo
vertical (C1-C2-C3) durante seis campafias de muestreo en la zA y zB de cada sitio (PR y AB). Celda verde:
concentracién del metal en C1> C2 y C3; celda negra: concentracion en C1=C2 y C3; celda azul:
concentracioén del metal en C2 y C3>C1. En todos los casos las diferencias de concentracion fueron
estadisticamente significativas (0,01 <p< 0,05).
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3.4 Concentracion de metales

3.4.1 Concentracion de metales en el biofilm (B) y
en la mata microbiana activa (C1)

En las Figuras 16 a 24 se presentan los resultados obtenidos de la
concentracion (expresada en pg g?) y distribucion de los metales cadmio, cromo, cobre,
hierro, manganeso, niquel, mercurio, plomo y cinc medidos en las muestras de biofilms
y matas microbianas colectadas en las zonas A (zA) y B (zB) de Puerto Rosales (PR) y
de Almirante Brown (AB) a lo largo del periodo estudiado (ver definicion de
compartimientos fotosintéticamente activos en el apartado 2.2.c de la seccion Materiales

y Métodos).

Cadmio (Cd)

En PR-zA se observd una tendencia a concentraciones levemente superiores en
C1 respecto al biofilm, siendo estas diferencias significativas en los meses ago-12
(C1=0,073+0,002; B= 0,035+0,001 pg g?') y oct-12 (Cl= 0,055+0,003;
B=0,027+0,001 pg g*) (Figura 16). En PR-zB se observé la misma tendencia en oct-
12 (Cl= 0,042+0,014; B= 0,035+0,001 pg g?') y jun-13 (Cl= 0,040+0,001;
B=0,023+0,005 ug g?).
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Figura 16. Contenido de Cd en el biofilm (B) y en el primer centimetro de la planicie (C1); donde PR= Puerto
Rosales, AB= Almirante Brown. Resultados de la prueba t; *=diferencia significativa (p<0,05), **= diferencia
altamente significativa (p< 0,01), ns= diferencia no significativa.
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En la AB-zA se detect6 un amplio rango de variacion de la concentracion de Cd
en el tiempo. En tres campafas, durante la época estival, la concentracién en el biofilm
fue superior respecto a la C1, aunque esta diferencia fue estadisticamente significativa
en 2 de ellas (dic-12 y feb-13). Justamente, en esta zona corresponden los valores
medios mas altos de Cd en el biofilm (oct-12= 0,17+0,01; feb-13= 0,19+0,003 ug g?).
Por su parte, en AB-zB la concentracibn media fue superior en la C1 en 4 de las 6
campanfas (época invernal), con diferencias estadisticamente significativas en ago-12
(C1=0,07+0,01; B= 0,014+0,001 ug g?).

Cromo (Cr)

En PR-zA se registré una mayor concentracién media de Cr en la C1 respecto
al biofilm en tres campanfas, siend ésta diferencia estadisticamente significativa en
ago-12 y en oct-12 (C1= 16,12+1,25 pug g* y 14,41+0,76 ug g, respectivamente)
(Figura 17). En abr-13 la concentracion de Cr en el biofilm fue casi el doble respecto a
la de C1 (B= 11,17+0,9 ug g). Asimismo, en PR-zB se hallaron promedios mas altos
en Cl y estas diferencias fueron significativas para los meses oct-12 y dic-12
(C1=13,8+1,003 y 10,22+ 0,36 ug g*, respectivamente). En feb-13, el biofiim tuvo el
mayor contenido promedio de Cr (B= 8,65+0,6 ug g).
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Figura 17. Contenido de Cr en el biofilm (B) y en el primer centimetro de la planicie (C1); donde PR= Puerto
Rosales, AB= Almirante Brown. Resultados de la prueba t; *=diferencia significativa (p<0,05), **= diferencia
altamente significativa (p< 0,01), ns= diferencia no significativa.
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En AB-zA, los valores medios de Cr evidenciaron concentraciones superiores en
la C1 respecto al biofilm, siendo estas diferencias estadisticamente significativas sélo
en oct-12 y feb-13 (C1= 11,94+1,47 y 11,23+ 0,17 ug g, respectivamente). Por otro
lado, en AB-zB, aunque no se registraron diferencias significativas entre el biofilm y la
C1, hubo una tendencia a menores concentraciones en el biofilm; con excepcién de dic-
12 (B= 10,98+0,8 ug g?).

Cobre (Cu)

Los valores promedio de Cu en ambas zonas de PR fueron mayores enlaC1l en
la mayoria de las campafias (Figura 18). Estas diferencias fueron estadisticamente
significativas en PR-zA en los meses oct-12, dic-12 y jun-13 (C1= 20,79+0,6; 9,76+0,25
y 20,85+0,57 ug g, respectivamente), mientras que en PR-zB sélo lo fue para dic-12
(C1=13,32+1,81 ug g?).

En el sitio AB, la distribucién de Cu en el biofilm respecto a la C1 fue diferente
en cada zona. En AB-zA se observé que la concentracién media de Cu fue superior en
la C1 respecto al biofilm en dic-12 y abr/jun-13 (13,33+1,81; 13,69+0,17; 12,03+1,03
ug gl respectivamente) y lo opuesto en el resto de las fechas, aunque estas diferencias
no fueron estadisticamente significativas. Por otro lado, AB-zB mostr6 una tendencia a
mayores concentraciones en la C1 respecto al biofilm, siendo significativas en ago-12 y
dic-12 (25,54+2,42; 13,48+0,52 ug g, respectivamente).
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Figura 18. Contenido de Cu en el biofilm (B) y en el primer centimetro de la planicie (C1); donde PR= Puerto
Rosales, AB= Almirante Brown. Resultados de la prueba t; *=diferencia significativa (p<0,05), **= diferencia
altamente significativa (p< 0,01), ns= diferencia no significativa.
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Hierro (Fe)

Las concentraciones promedio de Fe en PR-zA presentaron mayores
valores en C1 en la mayoria de las campafas, con diferencias significativas en las
fechas ago/oct y dic-12 (29073+2335; 29861+293; 15221+237 ug g, respectivamente)
(Figura 19). No se hallaron diferencias significativas entre la C1 y el biofilm en PR-zB,
aungue se observaron valores superiores en Cl en ago/oct-12. En AB-zA las
variaciones en las concentraciones promedios de Fe fueron muy similares entre C1y el
biofilm, pero amplias entre las campafias, aunque sin diferencias estadisticas en
ninguna de las fechas. Por su parte, en AB-zB los promedios en cada campafia fueron
levemente superiores en C1 respecto al biofilm en su mayoria, siendo significativa en
feb-13 (22071+504 pg g?). En el tiempo, las primeras dos campafias las
concentraciones fueron mayores, aunque las diferencias no fueron estadisticamente

significativas.
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Figura 19. Contenido de Fe en el biofilm (B) y en el primer centimetro de la planicie (C1); donde PR= Puerto

Rosales, AB= Almirante Brown. Resultados de la prueba t; *=diferencia significativa (p<0,05), **= diferencia
altamente significativa (p< 0,01), ns= diferencia no significativa.

Manganeso (Mn)

El Mn present6 en PR-zA una concentracion promedio mayor en la C1 respecto
al biofilm en ago y oct-12 (534+8,96 y 645+20,24 ug g%, respectivamente (Figura 20).
En PR-zB no se observaron diferencias entre la concentracion de Mn en el biofilm y C1.
Por otro lado, en AB-zA sélo se observo una concentracion promedio significativamente

mayor en el biofilm en oct-12 (294+6,08 ug g*). En AB-zB la concentracién media en el

48



. CAPITULO 3 - RESULTADOS

biofilm fue significativamente superior a la de la C1 en dic-12 (320+9,5 ug g) y lo inverso

sucedi6 en feb-13 (357+7,61 pug gb).
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Figura 20. Contenido de Mn en el biofilm (B) y en el primer centimetro de la planicie (C1); donde PR=
Puerto Rosales, AB= Almirante Brown. Resultados de la prueba t; *=diferencia significativa (p<0,05), **=
diferencia altamente significativa (p< 0,01), ns= diferencia no significativa.

Mercurio (Hg)

Las concentraciones de Hg medidas en PR no mostraron un patrén a lo largo del
tiempo y fueron, en general, inferiores al LDM (Figura 21). En PR-zA la concentracion
de Hg fue superior en la Cl en ago/oct-12 (0,15+0,2 y 0,03+0,003 ug g4,
respectivamente) y jun-13 (0,09+0,005 ug g*) siendo significativa la diferencia en este
altimo, mientras que en feb-13 el Hg presente en el biofilm fue superior al de C1
(0,14+0,003 pg g*). En PR-zB, el contenido de Hg fue superior en la C1 en ago-12,

observandose lo opuesto en feb-13.

Por otro lado, en AB no se detectaron diferencias significativas entre el contenido
de Hg en el By la C1, sin embargo, cabe mencionar que en AB-zA, las concentraciones
en ago-12 fueron superior en el biofilm (0,07+0,006 ug g*), mientras que en feb-13
fueron superiores en la C1 (0,11+0,0005 ug g*). En AB-zB las concentraciones fueron

homogéneas tanto en el B como en la C1 y estuvieron cercanas al LDM.
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Figura 21. Contenido de Hg en el biofilm (B) y en el primer centimetro de la planicie (C1); donde PR= Puerto
Rosales, AB= Almirante Brown. Resultados de la prueba t; *=diferencia significativa (p<0,05), **= diferencia

altamente significativa (p< 0,01), ns= diferencia no significativa. <LDM: concentracion por debajo del limite
deteccion. s/a: muestras sin analizar.

Niguel (Ni)

En PR-zA las concentraciones promedio de Ni en el biofilm fueron similares en
el tiempo, mientras que en la C1 fueron mas fluctuantes (Figura 22). Se registraron
valores mas altos en la C1 respecto al biofilm y diferencias significativas en los meses
ago/oct-12 y dic-12 (10,92+0,2; 10,28+0,98 y 6,41+0,019 ug g, respectivamente). Por
otro lado, en PR-zB se obtuvo un promedio significativamente mas elevado en la C1
respecto al biofilm, en oct-12 (10,12+0,38 ug g2).

En cuanto a la distribuciéon temporal del Ni en AB, tanto en AB-zA como en
AB-zB, se observé una tendencia a mayor concentracién promedio en C1 para la
mayoria de las campafias. Estas diferencias fueron significativas en AB-zB en oct-12 y
feb-13 (7,63+0,12 y 7,44+0,19 ug g}, respectivamente).
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Figura 22. Contenido de Ni en el biofilm (B) y en el primer centimetro de la planicie (C1); donde PR= Puerto
Rosales, AB= Almirante Brown. Resultados de la prueba t; *=diferencia significativa (p<0,05), **= diferencia
altamente significativa (p< 0,01), ns= diferencia no significativa.

Plomo (Pb)

Los valores medios de Pb en PR-zA fueron significativamente diferentes entre el
biofilm y la C1 en tres fechas (oct/dic-12 y abr-13), con una mayor concentracion en la
C1 (9,89+0,49, 4,31+0,017 y 4,42+00,31 pg g1, respectivamente) (Figura 23). La misma
tendencia se hall6 en PR-zB en los meses oct-12, feb y jun-13, siendo significativamente
mayor solo en oct-12 (9,28+0,36 ug g1). Cabe sefialar que en ambas zonas la tendencia

en el tiempo fue siempre a una concentracién promedio de Pb menor en el biofilm,

En el sitio AB, se observé una distribucion homogénea en el tiempo tanto en el
biofilm como en C1 en AB-zA y AB-zB, y al igual que en PR, una tendencia a
concentraciones promedio siempre menores en el biofilm. Como excepcion, se observo
un mayor contenido de Pb en el biofilm de AB-zA en ago-12 (14,79+1,11 ug g*) mientras
gue la concentracion fue significativamente mayor en la C1 de AB-zA en dic-12 y feb-13
(9,37+0,25y 8,82+0,4 ug g%, respectivamente) y en AB-zB en la fecha feb-13 (8,52+0,08

Hg g™).
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Figura 23. Contenido de Pb en el biofilm (B) y en el primer centimetro de la planicie (C1); donde PR= Puerto
Rosales, AB= Almirante Brown. Resultados de la prueba t; *=diferencia significativa (p<0,05), **= diferencia
altamente significativa (p< 0,01), ns= diferencia no significativa.

Zinc (Zn)

La concentracién de Zn en el biofilm de ambas zonas fue similar (Figura 24). Por
otro lado, el contenido de este metal en la C1 fue variable en las primeras dos fechas
respecto al resto del periodo evaluado. Generalmente, los valores fueron superiores en
C1 respecto al biofilm, donde las diferencias fueron significativas en PR-zA en los meses
ago/oct-12 y feb-13 (63,17+1,27; 63,42+3,56 y 31,18+1,86 ug g, respectivamente) y en
PR-zB en oct-12 (26,79+1,63 ug g*).Asimismo, se observé en AB que en la mayoria de
las campanias los valores medios de Zn fueron mas bajos en el biofilm en ambas zonas.
Se detecté una mayor concentracion en C1 en AB zA con diferencias significativas en
los meses oct/dic-12 y feb/jun-13 y en AB zB en ago/oct-12 y feb-13, estando estas

concentraciones en el mismo orden de magnitud.

La Tabla 7 resume la informacion de los nueve metales analizados en el By en
la C1 durante seis camparfias de muestreo en las zonas A y B de cada sitio (PR y AB).
En la misma, se le asignd a cada celda un color en funcion del contenido de ese metal
en C1 respecto al B. En todos los casos las diferencias de concentracion fueron
estadisticamente significativas y corresponden a los analisis precedentes. Teniendo en
cuenta la totalidad de mediciones que se realizaron en cada zona (9 metales x 6

campafas= 54), se calcul6 la proporcion de casos en la cual la concentracién de metales
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fue superior en la mata microbiana activa (C1) respecto al biofilm. Considerando dentro
de cada zona; los porcentajes donde se encontraron una concentracién de metales en
C1>B indicaron el siguiente orden: PR-zA (38,8%) > AB-zB (18,5%) > PR-zB (14%) >
AB-zA (11%). Los metales que a lo largo del periodo tuvieron mayor presencia en la C1
de PR-zA mostraron el siguiente orden: Cu, Fe, Ni, Zn>Cr, Cd, Mn, Pb>Hg. En PR-zA
se observd una mayor concentracion de metales en la C1 en el 38,8% de las mediciones,
mientras que en PR-zB ocurrié en el 14% de los casos. Por otro lado, se encontr6 en
AB-zB un mayor porcentaje de mediciones respecto a AB-zA (18,5 y 14%,

respectivamente), con concentraciones de metales mayor en la C1.
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Figura 24. Contenido de Zn en el biofilm (B) y en el primer centimetro de la planicie (C1); donde PR= Puerto
Rosales, AB= Almirante Brown. Resultados de la prueba t; *=diferencia significativa (p<0,05), **= diferencia
altamente significativa (p< 0,01), ns= diferencia no significativa.

Considerando las 36 mediciones (9 metales x 4 zonas) realizadas en cada
campafia de muestreo; el mes en el cual se registrdé la mayoria de los casos con la
concentracion en C1>B fue oct-12 (47,2%). Se obtuvieron concentraciones en el B>C1
en el 0,04% de las observaciones de PR y en el 0,07% de las de AB. El metal presente

con mayor frecuencia en el B de PR fue el Cr, mientras que en AB fue el Cd.
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Tabla 7. Resumen de las concentraciones de metales en el biofim (B) y en la C1 (mata microbiana)
analizadas en seis camparfias de muestreo en la zA 'y zB de cada sitio (PR y AB). Celda verde: concentracion
del metal en C1>B; celda negra: concentracion en C1= B y celda marrén: concentracion del metal B>C1.
Celda amarilla: sin datos. Celda violeta: concentraciones por debajo del LDM. En todos los casos las
diferencias de concentracion fueron estadisticamente significativas.

Sitio-
Zona

PR-zA

PR-zB

AB-zA

AB-zB
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3.4.2 Concentracion de metales en profundidad
(C1-C2-C3)

En las Figuras 25 a 33 se presentan los resultados obtenidos de la
concentracion (expresada en pg g?) y distribucién de los metales cadmio, cromo, cobre,
hierro, manganeso, niquel, mercurio, plomo y cinc medidos en el testigo vertical. Para
ello, se analizé el contenido promedio (n=3) de metales en cada capa que conforma el
testigo vertical (C1, C2 y C3) de las muestras colectadas en las zonas A (zA) y B (zB)
de Puerto Rosales (PR) y de Almirante Brown (AB) a lo largo del periodo estudiado. A
continuacion, se describen los resultados obtenidos del andlisis estadistico siguiendo el
esquema presentado en la seccién 2.6 Materiales y Métodos. Los resultados se
muestran en graficos cuando se haya detectado interaccion entre los factores fecha y

capa. En caso contrario, se comentan los resultados.

Cadmio (Cd)

En el estuario medio, los méximos valores de Cd analizados en PR-zA, se
registraron en C1 en ago-12 (0,073+0,004 ug g) y oct-12 (0,055+0,004 ug g) (Figura
25). Ademas, se observé en las campafias ago-12 y oct-12 una disminucién en la

concentracién de Cd desde la C1 hacia la C3, mientras que en dic-12, abr y jun-13

PR-zA Cd
AB-zA Cd
ago-12 oct-12 dic-12
ago-12 oct-12 dic-12
c14b » b " as 2 -
c1p Log] a -t a
c2a; * a: ¢ a:i¢
cif{ai w a: ™ b: e c2pt N . b.u
< C31q i~ a e b i
oy < :
< fed-13 abr-13 jun-13 a
O T < feb-13 abr-13 jun-13
ci{a™ biw ab « o
Ci14a - b -t a -
co{am as a:n
: c2 e i a:™
cidai c ‘. b: m :
ciqa -t a i @ i
000 005 010 015000 005 010 015000 005 010 0.1
4 000 005 010 015000 005 0.10 015000 005 010 0.15
Cd(ngg) = 5 -1 =
Cd(ngg’)
PR-zB Cd AB-zB Cd
ago-12 oct-12 dic-12 ago-12 oct-12 dic-12
ci1da i e b - b: ~ c14b . b: —— a
c2qai w a » a: c24{am at a
cidal w Qs - b: e c3jaw ax e
< : <
o o
6 feb-13 abr-13 jun-13 8 feb-13 abr-13 jun-13
cidai« a a: « cida a e a
c2qai ™ b:i ™ b: = coas am a
C?‘a_‘ ab_ L] b “ cadam am a e
0.00 005 010 015000 005 010 015000 005 010 0.15 000 005 010 015000 005 010 015000 005 0.10 0.15
-1
Cd(ngg™) Cd(kgg™)

Figura 25. Variacion en profundidad de la concentracion de Cd en cada camparia realizada en PR (Puerto
Rosales) y en AB (Almirante Brown), donde: zA= zona A, zB= zona B. Linea punteada= LDM.
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ocurrid lo opuesto. No se observaron diferencias significativas entre C2 y C3, en
ago/oct- 12 y feb-13, mientras que, en el resto de las campafas, la C3 tuvo la mayor
concentracion. El mayor valor promedio se registré en ago-12 (0,052+0,01 pug g2). En
PR-zB se registré un valor maximo de Cd en la C1 de la campafa de oct-12 (0,082+0,07
ug g1, disminuyendo su concentracién hacia las capas mas profundas, mientras que
en el resto de las campafas evaluadas no se observaron variaciones en profundidad.
Promediando las 3 capas, el mayor valor promedio se registré en el mes oct-12
(0,065+0,01 ug g4).

En el estuario interno, se observé en AB-zA una mayor concentracién de Cd en
la C1 respecto del resto de las capas en dos ocasiones: ago-12 (0,075+0,007 ug g1) y
abr-13 (0,073+0,011 pug g?) (Figura 25). En dic-12 aumentd el contenido de Cd en
profundidad (desde valores no detectables a 0,025+0,0003 pg g*) y no se observé
variacion en el resto de los muestreos. En promedio, las mayores concentraciones de
Cd se registraron en oct-12 y feb-13 con 0,014+0,01 pg g* en ambas fechas. En AB-zB,
el Cd present6 concentraciones inferiores al LDM en mas del 40% de los casos. Sin
embargo, cabe mencionar que en ago/oct-12 y abr-13, el Cd mostré valores detectables
y elevados en Cl en ago-12 y oct-12 (0,070+0,001 y 0,083+0,039 ug g3,
respectivamente). EI mayor promedio de concentracion de Cd se registr6 en oct-12
(0,04+0,02 pug g?).

Cromo (Cr)

En el estuario medio, el contendido de Cr en el sitio PR-zA disminuy6 desde la
C1 hacia la C3 en ago/oct-12, fechas en las cuales se alcanzaron los maximos de
concentraciéon en esta capa (18,4 y 15,5 ug g?, respectivamente) (Figura 26). Se
observé lo opuesto en abr-13, donde la concentracién aumenté hacia la C3 (6,62+0,29
a 11,63+0,7 ug g?). El mayor valor medio de este metal se registr6 en ago-12
(11,50+2,37 ug g'). En PR-zB, la concentraciéon de Cr en oct-12 fue maxima en C1
(13,80+1 pg g) y disminuy6 en profundidad, mientras que en dic-12 y feb/abr/jun-13,
los valores de Cr aumentaron desde la C1 (~6,5 ug g*) hacia la C3 (~15,5 ug g?). En
ago-12 no se observaron variaciones entre capas. La concentracion medida en abr-13

(13,42+1 ug g?) fue superior a la del resto de los meses evaluados.

En el estuario interno, no se detect6 interaccion entre los factores analizados en
AB-zA (prueba ANOVA, p= 061), por lo cual se analizaron por separado los promedios

de cada factor (capas y meses de muestreo) (Figura 26). Se hallaron diferencias

56



. CAPITULO 3 - RESULTADOS

PR-zA Cr
ago-12 oct-12 dic-12
C1 —_— c -~ a -
c21a L] b — a «
c3 - a a L

g

S feb-13 abr-13 jun-13
c14a e a, - a ~
C21a LS b L) a”
c3a - b lag a: e

10 15 5 10 15 5 10 15
Cr(ngg™)
PR-zB Cr AB-zB Cr
ago-12 oct-12 dic-12 age-12 oct-12 dic-12
cida [ ] c -— b - c11b - a —y are—
coda ol b - a cz4a . a ] b l
cida (o b « ciab - . b »

5 &

6 feb-13 abr-13 jun-13 8 feb-13 abr-13 jun-13
ci{a e a » c1{a - b e a .t
c21b - b ab » cz24a " ab ot o
c2db i b - b e cada ] a e b [

10 15 5 10 15 5 10 15 5 10 15 5 10 15 5 10 15
Cr(ngg™) Cr(ngg™)

Figura 26. Variacion en profundidad de la concentraciéon de Cr en cada campafia realizada en PR (Puerto
Rosales) y en AB (Almirante Brown), donde: zA= zona A, zB= zona B.

significativas entre la C1 y C2/C3, con una menor concentracion de Cr en la C1. El
analisis por fecha, mostré que la mayor concentracién promedio se registr6é en abr-13y
fue estadisticamente diferente a lo registrado en ago/dic-12 y jun-13 (p< 0,05). El menor
contenido de Cr se registr6 en jun-13. Por otro lado, en AB-zB, se detect6 una
disminucién en abr-12 desde la C1 (14,4+ 0,63 ug g*) hacia C3 (10,97+ 1,36 ugg?) y lo
opuesto en ago/dic-12 y jun-13.

Cobre (Cu)

En el estuario medio, el contenido de Cu medido en PR-zA mostr6 una mayor
concentracion en la C1 en cinco campafas, registrandose los valores maximos en oct-
12 (20,79+0,6 pg g?t) y jun-13 (20,85+0,57 ug g*) (Figura 27). No se observaron
variaciones en la concentracion de este metal en ago-12. El valor medio maximo de Cu
fue medido en oct-12 (17,65+1,61 ug g*). Por otro lado, en PR-zB, la concentraciéon de
este metal aument6 en profundidad (similar entre C2-C3) en las campafas de ago-12,
feb/abr mientras que en jun-13 hubo un aumento escalonado. El mayor valor promedio
se registré en oct-12 (16,96+0,49 ug g2).

En el estuario interno, se observd en AB-zA un aumento de la concentracion de

Cu en profundidad en tres campafias (oct-12 y feb/abr-13), mientras que no varié en
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ago/dic-12 y jun-13 (Figura 27). Se observd una mayor variabilidad en las

concentraciones medidas en la Cl1 de la mayoria de las campafas. La mayor
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Figura 27. Variacion en profundidad de la concentracion de Cu en cada campaiia realizada en PR (Puerto
Rosales) y en AB (Almirante Brown), donde: zA= zona A, zB= zona B.

concentracion promedio se midié en ago-12 (23,08+1,09 ug g1). En AB-zB se identificd
un aumento del Cu en profundidad en la mayoria de las campafias y ausencia de
variaciones solo en oct-12. En dic-12 se detectaron diferencias estadisticas
significativas entre capas, pero sin una clara evidencia de aumento o disminucién en
profundidad. Al igual que en la zA la mayor concentracion promedio se registré en ago-
12 (26,43+0,68 ug g).

Hierro (Fe)

En el estuario medio, en oct-12 y feb/abr-13, se registré en PR-zA un mayor valor
medio de Fe en la C1. Si bien la tendencia no fue clara, en ago-12 y abr-13, puede
sefialarse una mayor concentracion en C2 (Figura 28). En jun-13 el contenido de Fe no
vario significativamente entre capas. El mayor valor medio de Fe correspondi6 al mes
de ago-12 (26996+ 5699 ug g?). Por su parte, en PR-zB la concentracién media de Fe
en oct-12 fue mayor en la C1 respecto de las capas subyacentes (29073+ 2335 ug g?).
Por otro lado, en feb/abr/jun-13 el valor medido fue significativamente menor en C1

respecto a las capas mas profundas; y no se detectaron diferencias estadisticas entre
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capas en ago y dic-12. La concentracion media registrada en abr-13 (25987+ 1700

ug g 1) fue superior al resto de los meses considerados.
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Figura 28. Variacion en profundidad de la concentracion de Fe en cada campafia realizada en PR (Puerto
Rosales), donde: zA= zona A, zB= zona B.

En el estuario interno, no hubo interaccién entre los factores analizados en
ambas zonas de AB (AB-zA, p= 0,355; AB-zB, p= 0,87), por lo cual se analizaron por
separado los promedios de cada factor (capas y meses de muestreo) (Figura 28). Asi,
AB-zA se hallaron diferencias entre la C1 y la C3 (p= 0,0271), siendo mayor la
concentraciéon en la C3. Asimismo, se detectdé que en agol/oct-12 y feb-13 la
concentracion de Fe fue mayor respecto a las deméas campafas evaluadas (p< 0,001).
En AB-zB no se hallaron diferencias significativas entre capas en cuanto al contenido
de Fe (p= 0,47), siendo mayor la concentraciéon medida en ago-12 (32967+6820 ug g*1)

respecto al resto de las campafas (p< 0,001).

Manganeso (Mn)

En el estuario medio, en PR-zA se observd una tendencia a la disminucién de la
concentracion media de Mn desde la C1 hacia las capas profundas en ago/oct-12,
mientras que en dic-12 ocurrid lo opuesto (Figura 29). No varié la concentracion entre
capas en feb-13 mientras que en dic-12 la concentracién aumenté hacia la C2 y fue

similar a la de C3. En abr-13 se observé una mayor concentracion de Mn en la C2. La
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mayor concentraciéon promedio se midié en oct-12 (539,66+81,82 ug g*'). En PR-zB se
detecté un mayor contenido de Mn en la C1 de la campafia oct/dic-12 (470,25+22,72
ug g1), mientras que en tres de las seis campaiias (feb/abr/jun-13) la tendencia fue a un
aumento de la concentracibn media de Mn en C2-C3 respecto a C1. En ago-12 el
contenido de Mn no mostré variaciones entre las capas. La mayor concentracion

promedio de este metal se registrd en abr-12 (476,37+44,23 ug gb).

En cuanto al contenido de Mn en el estuario interno, en AB-zA se observo que
este metal aument6 desde C1 hacia la C3 en cinco de las fechas evaluadas (Figura 29).
En ago-12 la tendencia fue similar, con la excepcion de una clara disminucién hacia la
C2. Las variaciones entre fechas pueden resumirse mencionando la mayor
concentraciéon promedio en ago-12 (413,87+58,52 ug g*) feb-13. En AB-zB, no hubo
interaccion entre los factores analizados (p= 0,52), el analisis individual de los factores
reveld que la concentracion media de Mn aument6 con la profundidad (C2 y C3 respecto
a C1) en todas las campafas. La mayor concentracion de Mn se registré en feb-13
(430,58+49,17 ug g4).
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Figura 29. Variacion en profundidad de la concentracion de Mn en cada campafia realizada en PR (Puerto
Rosales) y en AB (Almirante Brown), donde: zA= zona A, zB= zona B.
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Mercurio (Hg)

En el estuario medio, solo en tres ocasiones se registraron concentraciones
medias de Hg superiores al LDM (ago-12, feb-13 y jun-13) (Figura 30). En PR-zA el
contenido de Hg en la C1 fue estadisticamente superior respecto al resto de las capas
(p< 0,01). No se hallaron diferencias significativas entre las capas inferiores. EI mayor
valor medio se registré en ago-12 (0,095+0,03 pug g1). En PR-zB, el Hg mostr6 en ago-
12 una amplia dispersioén en los resultados en cada una de las capas analizadas, sin
diferencia estadisticas entre ellas y con maximos valores en C1 (0,12+0,003 pug g3).
También en feb-13 mostr6 una concentracibn media mas alta en esta respecto a las
subyacentes. Por su parte, en jun-13 el Hg no fue detectable en C1, y hubo un aumento
de concentraciéon hacia las capas profundas. El mayor valor medio se observo en ago-
12 (0,09+0,012 pg gb).

En el estuario interno el mayor valor medio de Hg registrado en AB-zA se observé
en ago-12 y correspondié a la C2 (0,12+0,01 ug g*) (Figura 30). En dic-12 se observé
una concentracion levemente detectable en la C1 de dic-12 (0,044+0,06 pg g*) mientras
que en feb-13 los niveles de Hg disminuyeron desde la C1 (0,05+£0,01) hacia la C3
(0,039+0,01), sin diferencias significativas entre ellas. La mayor concentracién media de
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Figura 30. Variacion en profundidad de la concentracién de Hg en cada campaiia realizada en PR (Puerto
Rosales) y en AB (Almirante Brown), donde: zA= zona A, zB= zona B. s/a= sin analizar
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este metal se registré en ago-12 (0,06+£0,011). En AB-zB se registrd un mayor contenido
de Hg en la C2 (0,058+0,031 pg g?) en ago-12 mientras que en feb-13 se observé una
disminucién de la concentraciéon de Hg desde C1 (0,12+0,01 pg g*?) hacia la C3
(0,08+0,01 pug g1). La mayor concentracion promedio de Hg fue registrada en feb-13
(0,09+0,01 ug gb).

Niguel (Ni)

En el estuario medio, el analisis de la concentracion de Ni en el sitio PR-zA revel6
valores significativamente mayores en la C1 en ago/dic-12, feb/jun-13, disminuyendo
progresivamente en profundidad (Figura 31). En oct-12 el valor promedio por capa fue
similar mientras que abr-13 la concentracion media fue variable, con un mayor valor en
la C2. El valor medio de Ni se registré en oct-12 (10,20+0,04 pg g?). En cuanto a PR-
ZB, se observé en tres ocasiones un menor contenido de Ni en la C1 respecto a C2 y
C3 (feb/abr/jun-13). En ago-12 se observa una mayor concentracién en profundidad,
aunque no hubo diferencias significativas entre capas. En dic-12, se obtuvieron
concentraciones superiores en C1 y C3 respecto a C2. No se detectaron diferencias

entre capas en oct-12, siendo el mes con mayor concentracion promedio de Ni (10+0,04
g gh).
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Figura 31. Variacién en profundidad de la concentracion de Ni en cada campafia realizada en PR (Puerto
Rosales) y en AB (Almirante Brown), donde: zB= zona B.
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En el estuario interno no se encontrod interaccion entre factores en AB-zA (p=
0,52). Al analizar los factores individualmente pudo observarse que la concentracion de
Ni fue mayor en C3, respecto a C1 y C2 (p= 0,0001), y que esta tendencia no varié entre
fechas (p=0,16). EI mayor valor promedio de Ni se midi6 en abr-13 (9,31+0,58 ug g?).
Por otro lado, en AB-zB, con excepcion de lo observado en dic-12 donde la
concentraciéon media aumenté en profundidad (C2 y C3 respecto a Cl), se registro
homogeneidad entre capas en el resto de las campafias (Figura 31). Al igual que en

AB-zA, el mayor valor medio de concentracion fue medido en abr-13 (9,58+0,42 ug gb).

Plomo (Pb)

En el estuario medio, la concentracion promedio de Pb en profundidad en PR-zA
mostrd una disminucién hacia las capas profundas en ago-12 y lo opuesto en oct/dic-12
(Figura 32). En feb/jun-13 no se observaron variaciones significativas entre las capas,
probablemente por la dispersion en los resultados obtenidos, mientras que en abr-13
aumento levemente en C2. ElI mayor promedio de concentracion fue medido en oct-12
(15,46+2,92 ug g). En PR-zB, el Pb fue estadisticamente superior en la C1 respecto a
las capas profundas en dic-12, mientras que en ago/oct-12 y en feb/abr-13 el contenido
de Pb fue menor en C1. No hubo variaciones entre las capas evaluadas en jun-13. Al
igual que en la PR-zA, el contenido medio de Pb fue superior en oct-12 (14+2,4 ug g2).
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Figura 32. Variacion en profundidad de la concentracién de Pb en cada campafia realizada en PR (Puerto
Rosales), donde: zZA= zona A, zB= zona B.
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En el estuario interno, la concentracion medida en la C1 de AB-zA fue superior
en dic-12 respecto a C2 y C3 mientras que en ago/oct-12 y feb/abr-13 la distribucién en
profundidad no mostré diferencias estadisticas entre capas en los 5 cm evaluados
(Figura 32). En jun-13 se observé un incremento significativo del contenido de Pb en la
C2. El valor medio registrado en oct-12 fue superior al resto de los meses evaluados
(9,32+0,26 ug g?).

Zinc (Zn)

En el estuario medio, el contenido de Zn analizado en PR-zA fue mayor en C1
en ago/oct-12 y feb-13 disminuyendo hacia las capas subyacentes, mientras que no se
detectaron variaciones significativas en dic/abr-12 y jun-12 (Figura 33). EI mayor valor
medio de Zn se registr6 en oct-12 (57,96+2,75 ug g1). Se pudo observar en PR-zB, que
en oct-12 la concentraciéon disminuy6 en profundidad, en dic-12 la mayor concentracién
se registro en la C2 mientras que en ago-12 no varié entre capas. Hubo una tendencia
al aumento de la concentracién con la profundidad en las tres campafias de '13. La

mayor concentracion de Zn se registré en oct-12 (57,06+2,74 ug g2).

En el estuario interno, en AB-zA no se encontraron diferencias significativas entre

las capas (p=0,44). En cuanto a la variacion entre fechas, la mayor concentracion media
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Figura 33. Variacion en profundidad de la concentracion de Zn en cada campafia realizada en PR (Puerto
Rosales) y en AB (Almirante Brown), donde: zA= zona A, zB= zona B.
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de Zn se registr6 en oct-12 (51,26+0,71). En la AB-zB, tres de las seis campafas
realizadas mostraron una concentracion media de Zn superior en C1 y disminucion de
la concentracién de este metal hacia las capas méas profundas (oct-12, feb/abr-13)
(Figura 33). En dic-12 el contenido promedio de Zn fue significativamente inferior en C1
en relacion a las otras dos capas (p< 0,05). En ago-12 no se detectaron variaciones
significativas entre las capas, mientras que en jun-13 se observdé una mayor
concentracion hacia las capas profundas mientras. El mayor valor medio se detectd en
ago-12 (51,4+0,8 ug gb).

La Tabla 8 resume la informacién de los nueve metales analizados en C1 y en
las capas subyacentes (C2 y C3) durante las seis campafias de muestreo en la zA 'y zB
de cada sitio (PR y AB). Se le asigné a cada celda un color en funciéon del contenido de
ese metal en C1 respecto a la concentracion en capas inferiores (C2 y C3). En todos los
casos las diferencias de concentracion fueron estadisticamente significativas. Teniendo
en cuenta la totalidad de mediciones que se realizaron en cada zona (9 metales x 6
campafas x 4 zonas = 216), se calculé la proporciébn de casos en la cual la
concentracion de metales fue superior en la mata activa (C1) respecto a las subyacentes
(C2y C3); y viceversa.

La tendencia general fue a una mayor concentracion de metales en las capas
subyacentes (C2 y C3>C1; 38,35%), seguido por concentraciones sin diferencias
significativas entre las capas (35,18%) y, por ultimo, un contenido de metales en la mata
microbiana mayor al de las capas subyacentes (C1> C2 y C3; 24,07%). Sin embargo,
cabe realizar algunas observaciones. Dentro de cada zona, la concentracion de metales
en C1>C2y C3 indicaron el siguiente orden: PR-zA (53,7%) > PR-zB (18,51%) > AB-zB
(11,1%) > AB-zA (5,5%). El orden de los metales que se encontraron mAas
frecuentemente concentrados en la C1 de PR son: Cu, Fe, Hg, Mn, Ni> Cd, Cr, Zn> Pb;
mientras que en AB fue: Cd, Zn> Cr. Cabe destacar que los meses en los cuales se

observaron la mayoria de las concentraciones fueron ago y oct-12.

En funcidn del registro de la concentracién en C2 y C3> C1, se observa que: AB-
zA (59,26%)> PR-zB (48,18%)> AB-zB (31,48) > PR-zA (20,37%). Considerando los
metales que se encontraron mas frecuentemente concentrados en C2 y C3 respecto a
C1, se obtuvo en PR el siguiente ordenamiento: Pb> Mn, Ni > Cr, Cu, Fe, Zn > Cd > Hg.
Por otro lado, en AB el ordenamiento fue: Mn > Cr, Cu, Ni > Fe > Pb > Cd, Zn > Hg. El

metal que se encontré mas frecuentemente en las capas subyacentes fue el Mn.
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En funcion de las fechas donde se encontré la mayor cantidad de metales
concentrados en C2 y C3 respecto a la C1, se observé el siguiente ordenamiento: abr-
13> jun-13> dic-12> feb-13> ago-12> oct-12.

Tabla 8. Resumen de las concentraciones de metales en el perfil vertical (C1-C2-C3) analizadas en seis
campafias de muestreo en la zA y zB de cada sitio (PR y AB). Celda verde: concentracion del metal en C1>
C2 y C3; celda negra: concentracién en C1=C2 y C3; celda azul: concentracion del metal en C2 y C3>C1.
Celda amarilla: sin datos. En todos los casos las diferencias de concentracion fueron estadisticamente
significativas.

Zona

PR-zA

PR-zB

AB-zA

AB-zB
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3.4.3 Concentracion de metales — Comparacion
entre zonas (zA y zB)

En la Figura 34 se presenta la concentracion media de metales en los testigos
verticales (1 —5 cm) colectados en las zonas Ay B de de los sitios PR y AB y el contenido
de metales presentes en la C1 (mata microbiana activa).

La concentracion de Cd en el testigo vertical fue menor en el estuario medio que
en el estuario interno (p< 0,05). Se hallaron diferencias entre las zonas de AB,
registrandose una mayor concentracion en AB-zA (p= 0,0002). El contenido de Cr fue
similar en las dos zonas de PR (p= 0,16) y AB (p= 0,97), siendo significativamente
inferior la concentracién en PR-zA respecto a las concentraciones correspondientes a
las zonas de AB (p< 0,001). Las concentraciones promedio de Cu fueron similares entre
las zonas de PR (p=0,91) y entre las de AB (p= 0,80). Por otro lado, el contenido de Cu

fue mayor en ambas zonas del estuario interno respecto al estuario medio (p< 0,01).

En cuanto al contenido promedio de Fe, se detectaron diferencias significativas
entre las zonas de AB, presentando AB-zB un valor superior (p= 0,002). Ademas, este
valor promedio fue superior a los registrados en las zonas de PR (p< 0,0001). La
diferencia en la concentracion de Fe medida en las zonas de PR no fue significativa
(p=0,93). El valor promedio de Mn fue mayor en PR-zA respecto a PR-zB, aunque esta
diferencia no fue significativa (p= 0,27). Ademas, el contenido de Mn registrado en PR-
zA fue significativamente superior a los registrados en ambas zonas de AB (p= 0,0001).

Por otro lado, las zonas de AB no difirieron entre si (p= 0,95) en la concentracién de Mn.

La concentracion de Ni no present6 diferencias significativas entre las zonas de
PR (p=0,25) ni entre las de AB (p= 0,47), mientras que el contenido promedio en AB-zB
fue significativamente superior (p< 0,05) a las dos zonas de PR. Con respecto al Pb, no
se detectaron diferencias en su concentraciéon promedio entre la zA y zB de PR (p=
0,142) ni entre las de AB (p= 0,60). La concentracion media de Zn no fue diferente
estadisticamente entre las zonas de PR (p= 0,97) ni entre las de AB (p= 0,71). Sin
embargo, se hallaron diferencias estadisticamente significativas entre los valores
medios registrados en las zonas de PR y AB-zA (p< 0,05). Cabe mencionar que no se
analizaron los niveles Hg en las zonas evaluadas debido a que el 40% los valores

analizados en todas las zonas de ambos sitios no superaron el LDM.

Cuando se comparan las concentraciones de metales analizados solamente en
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la C1 entre las diferentes zonas, se observa que los valores de Cd y Fe en AB-zA fueron
superiores a los registrados en las demés zonas (p< 0,05). Las concentraciones de Cu
halladas en las zonas de AB fueron estadisticamente diferentes a las de PR-zB
(p< 0,01), mientras que la concentracién de Pb en AB-zA fue similar a la de AB-zB, pero
superior a los valores medios medidos en PR (p< 0,01). Por ultimo, el Mn presenté una
concentracion superior en PR-zA (p< 0,015) respecto al resto de las zonas, mientras
gue no se observaron diferencias entre zonas en el contenido de Cr, Ni y Zn medido en
la C1.

De las observaciones realizadas en los puntos anteriores, cabe resaltar que los
contenidos de Cu y Pb en la C1 de ambas zonas de AB; Cd y Fe en AB-zA y de Mn en
PR-zA muestran que los metales en el perfil vertical, estuvieron fuertemente

influenciados por su contenido en la C1.
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Figura 34. Concentracion media de metales en las zA y zB de los sitios Puerto Rosales (PR) y Almirante
Brown (AB). Los gréficos del lado izquierdo representan los valores medios de concentracién en el testigo
vertical. Los graficos del lado derecho (linea punteada), corresponden a los promedios medidos en las
matas microbianas (C1). Las letras indican diferencias estadisticamente significativas. Letras asignadas
alfabéticamente de mayor a menor valor de media.
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3.4.4 Concentracion de metales — Comparacion
entre sitios (PRy AB)

Se realizé un andlisis descriptivo de la presencia de metales en los sitios PR y
AB para conocer el estado de ambos ambientes en cuanto a la presencia de estos
contaminantes. Para ello, se utilizé el promedio de todas las capas (3) de los testigos
(n=3) colectados en las zA y zB de cada sitio a lo largo de las seis campafas de
muestreo. Por otro lado, se compararon entre sitios las concentraciones medias
correspondiente a la mata microbiana activa (C1), considerando como réplica las
concentraciones de las zonas en conjunto. Para ello, se promediaron las
concentraciones obtenidas en la C1 de los tres testigos obtenidos en cada zona (zZA 'y
zB) durante seis campafias. Los resultados del andlisis son presentados en la
Figura 35.
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Figura 35. Concentracion media de metales en los sitios Puerto Rosales (PR) y Almirante Brown (AB). Los
graficos del lado izquierdo representan los valores medios de concentracion en el testigo vertical. Los
graficos del lado derecho (linea punteada), corresponden a los promedios medidos en las matas
microbianas (C1). Las letras indican diferencias estadisticamente significativas. Letras asignadas

alfabéticamente de mayor a menor valor de media.
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Del analisis estadistico de la concentracion de los metales presentes en ambos
sitios, se observé que Cr, Cu, Fe, Ni, Pb y Zn fueron significativamente superiores en
el sitio AB respecto a PR (p< 0,001). Por otro lado, en PR se registré un valor de Mn
significativamente superior al de AB (p= 0,0001). El contenido medio de Cd mostré una
distribucion homogénea ya que no hallaron diferencias significativas entre sitios
(p=0,43). Al evaluar las diferencias entre ambos sitios en cuanto a la concentracion
metales en la C1, se encontré que el contenido de Cu, Fe y Pb fue estadisticamente

superior en AB respecto a PR.

Tabla 9. Altura de marea (expresada en metros) respecto a Puerto Belgrano (para PR) y Puerto Ing. White
(para AB) a la cual se inunda cada sitio de muestreo

Zona |Altura de marea

418

4 51

4.42

3.5 Frecuencia de inundacion de la planicie

Teniendo en cuenta los registros de altura de marea obtenidos del maredgrafo
de Puerto Belgrano y el del Puerto Ingeniero White, se determiné la altura de marea que
inunda cada una de las zonas de muestreo (zA y zB) en cada sitio (PR, AB). Los

resultados se muestran en la Tabla 9.

Con la altura de marea correspondiente a cada sitio estudiado se determiné la
cantidad de veces (frecuencia) que la planicie se inundé consecutivamente durante 30
dias previos a la campafia de muestreo. Como es de esperar, PR-zB se inundé mas
frecuentemente (14-35 veces por mes) que PR-zA (7 a 16 veces por mes) (Figura 36).
El mes que mas inundaciones sufrieron ambas zonas previo al muestreo fue ago-12. En
AB, la frecuencia de inundacion fue similar en ambas zonas (entre 5y 15 veces por
mes), observandose las mayores frecuencias de inundacién (14-15 veces) en los meses
dic-12 y feb-13.

El ordenamiento de las zonas en funcién de la frecuencia de inundacién mostré
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que PR-zB se inund6 mas frecuentemente que PR-zA y AB-zB; mientras que la zona

que fue inundada con menor frecuencia en este estudio fue PR-zA.

PR - Inundacion de la planicie
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Figura 36. Frecuencia de inundacion de las planicies de marea. PR= Puerto Rosales, AB= Almirante Brown,
zZA= zona A, zB= zona B.

3.6 Exposicidon de las planicies

De forma complementaria se consideré la cantidad de dias consecutivos en que
la planicie quedd expuesta (sin inundaciones) antes del muestreo. En la Figura 37 se
observa que, en PR, solamente en dic-12 ambas zonas no tuvieron exposicion previa al
muestreo porque estaban inundadas en el momento de la campafia. La planicie de PR-
ZA tuvo una mayor exposicion que la de PR-zB, variando la misma entre 1-7 dias
previos a la toma de la muestra. Los maximos de exposicion en PR-zA se registraron en
ago/oct-12 y jun-12 y fue de entre 6-7 dias. Por otro lado, PR-zB registr6 un maximo de
exposicion de 6 dias en oct-12 y un minimo de un dia en jun-13. En AB, la exposicién
previa al muestreo fue la misma en las dos zonas (zA y zB) en todas las campanas,
excepto oct-12, con un maximo de 15 dias en abr-13 y minimo de un dia en dic-12 y

feb-13. En oct-12 tuvo mayor exposicion la zona A (zA).

Cabe sefalar que en ago-12 todas las zonas evaluadas tuvieron un periodo de
exposicion (4,5-7 dias) previo a la toma de las muestras. Por otro lado, mientras que las

planicies de las zonas de AB siempre tuvieron entre 1-15 dias de exposicion, la planicie
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PR - Exposicién de la planicie
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Figura 37. Cantidad de dias en los que las planicies de marea estuvieron expuestas previamente a la
colecta de las muestras. PR= Puerto Rosales, AB= Almirante Brown, zA= zona A, zB= zona B. Asterisco:
mes en el que la planicie fue inundada horas previas al muestreo.

de PR mostré una gran variabilidad en tal sentido. Mientras que la zona bajo (zB) tuvo
nula exposicién en la mayoria de los dias pre-campafia; la zona alta (zA), con excepcion

de dic-12, siempre estuvo expuesta en los dias previos a la campafia.

3.6.1 Relacidn entre la presencia de metales en
las capas superficiales y la influencia de las
mareas

La actividad microbiana esta en estrecha relacién con la presencia de agua, por
lo cual se exploré la relacidn entre las concentraciones de los metales con la inundacién
por mareas Yy la exposicion de la planicie a la radiacién solar y a los vientos. Para PR-
zA la frecuencia de inundacion y la exposicion de la planicie fue variable. La menor
frecuencia de inundacion en los 30 dias previos a la campafia se registré en oct-12 y
dic-12, fechas en las cuales la pleamar cubri6 a la planicie en 7-8 ocasiones,
respectivamente. Coincidentemente, en PR-zB la menor inundacion ocurrié en oct/dic-
12, aunque la frecuencia de inundaciéon fue mayor, de 14 a 21 veces. La menor
exposicion de la planicie en PR-zA fue de 0 a 1 dia durante la época estival (dic-12 a
feb-13). Se destaca que en la zona PR-zB la exposicion de la planicie antes de las

campafas fue exigua. S6lo quedd expuesta 5 dias previos a la campafia en oct-12 y
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durante 1 dia en jun-13. Esto significa que la planicie fue inundada recurrentemente con
alta frecuencia en los dias previos a las campafias durante el periodo de medicion de 1

ano.

Contrariamente, para el estuario interno (AB) la frecuencia de inundacion y la
exposicion de la planicie mostré un patrén de menor inundacion en la zona alta (AB-zA)
respecto a la zona baja (AB-zB), con maximos de frecuencia de 10 y 14 veces,
respectivamente en el verano (dic-12 y feb -13). En cuanto a la exposicion de la planicie,
en ambas zonas (zA y zB) fue similar. En abr-13 la planicie quedo6 expuesta por mas de
15 dias previo a la camparia y en el verano (dic-12 y feb-13) la exposicion fue de sélo 1

dia previo a la campafa.

La Figura 38 se presenta la concentracibn de los metales en las capas
superficiales (biofilm y C1-mata microbiana activa) en funcion de la presencia de agua,
es decir, de la frecuencia de inundacion y los dias de exposicion. En PR-zA se observo
en la C1 un pico de concentracion de los metales Cu, Fe, Mn, Ni, Pb y Zn en oct-12,
gue fue el mes con la menor frecuencia de inundacién y uno de los maximos periodos
de exposicién, mientras que esta relacion no se observo en el biofilm. La C1 de PR-zB
mostré la misma tendencia que para la zona alta (PR-zA), con picos de concentracion
de todos los metales en la C1 en oct-12 y de los metales Cd, Cu, Fe, Mn, Pb y Zn

medidos en el biofilm.

Si bien en el estuario interior (AB), no se observé en AB-zA una tendencia clara,
cabe mencionar que los metales disminuyeron tanto en la C1 como en el biofilm en los
meses con menor inundacién y mayor exposicion dentro del periodo evaluado. Por otro
lado, en AB-zB se observo en C1 un aumento de la concentraciéon de los metales Cr,
Mn, Ni, Pb en abr-13 cuando se registr6 el minimo de inundaciéon en los 30 dias
anteriores al muestreo y maxima exposicion en los dias previos. En el biofilm se observo

un aumento para los metales Cr, Fe y Ni.
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Figura 38 Concentracion de los metales Cd, Cr, Cu y Fe en las capas superficiales en funcion de la
frecuencia de inundacion y los dias de exposicion donde B= Biofilm, C1= mata microbiana, PR= Puerto
Rosales, zA= zona alta (continda en la préxima pagina).
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Figura 38. Concentracion de los metales Mn, Ni, Pb y Zn en las capas superficiales en funcién de la
frecuencia de inundacion y los dias de exposicion donde B= Biofilm, C1= mata microbiana, PR= Puerto
Rosales, zA= zona alta (continda en la préxima pagina).
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Figura 38. Concentracion de los metales Cd, Cr, Cu y Fe en las capas superficiales en funcion de la
frecuencia de inundacion y los dias de exposicion donde B= Biofilm, C1= mata microbiana, PR= Puerto
Rosales, zB= zona baja (continla en la proxima péagina).
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Figura 38. Concentracion de los metales Mn, Ni, Pb y Zn en las capas superficiales en funcién de la
frecuencia de inundacion y los dias de exposicion donde B= Biofilm, C1= mata microbiana, PR= Puerto
Rosales, zB= zona baja (continta en la proxima péagina).
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Figura 38. Concentracion de los metales Cd, Cr Cu y Fe en las capas superficiales en funcion de la
frecuencia de inundacion y los dias de exposicion donde B= Biofilm, C1= mata microbiana, AB= Almirante
Brown, zA= zona alta (continda en la proxima pagina).
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Figura 38. Concentracion de los metales Mn, Ni, Pb y Zn en las capas superficiales en funcion de la
frecuencia de inundacion y los dias de exposicion donde B= Biofilm, C1= mata microbiana, AB= Almirante
Brown, zA= zona alta (continda en la proxima pagina).
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Figura 38. Concentracion de los metales Cd, Cr, Cu y Fe en las capas superficiales en funcion de la
frecuencia de inundacién y los dias de exposicion donde B= Biofilm, C1= mata microbiana, AB= Almirante
Brown, zB= zona baja (continta en la préxima pagina).
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Figura 38. Concentracion de los metales Mn, Ni, Pb y Zn en las capas superficiales en funcion de la
frecuencia de inundacion y los dias de exposicion donde B= Biofilm, C1= mata microbiana, AB= Almirante
Brown, zB= zona baja (continta en la préxima pagina).
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3.6.2 Analisis de correlacion entre metales y
variables medidas en C1

Se presentan las matrices de correlaciones obtenidas para las muestras de la
capa superficial de 1 cm (C1 considerada como la mata activa) entre las variables
material fino (MF), porcentaje de materia organica (%MO), temperatura (T), pH y
potencial redox (Eh), para cada una de las dos zonas de los sitios estudiados.

En la Figura 39 se muestran los resultados de las correlaciones en C1
correspondientes a PR y AB, y a su vez en cada zona por separado. En la misma, se
sefialan las correlaciones estadisticas altamente significativas (p< 0,01) y con un
coeficiente de correlacion (r?) superior a 0,7 (intensidad de color es proporcional entre
0,7 y 1,0). No se incluyé en el analisis al Hg debido a que mas del 40% de los valores
fueron inferiores al LDM.
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Figura 39. Correlacion entre los metales, porcentaje de materia organica (%MO), material fino (MF) y
parametros fisicoquimicos (pH, T- temperatura, Eh —potencial redox) analizados en la C1 de PR (Puerto
Rosales) y AB (Almirante Brown), donde: zA= zona A y B) zB= zona B. Las correlaciones positivas se
indican con fondo azul. mientras aue las neaativas se resaltan con un fondo roio.
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Dentro del estuario medio, en PR-zA las correlaciones entre metales fueron
significativas y positivas, con la excepcién del Cu que no se correlaciond con otros
metales y las variables consideradas. Las correlaciones mas fuertes (r>> 0,90) se
encontraron entre el Zn y los metales Mn (r>> 0,91), Ni (r>> 0,96) y Cr (r>> 0,96); entre
Ni y Cr (r>> 0,93) y entre éste Ultimo y Cd (r>> 0,91). Las variables %MO, MF y T
correlacionaron positivamente con los metales Pb y Mn, mientras que el pH correlacion6
negativamente con estos metales. Por otro lado, el %MO correlacioné positivamente

con el MF y la T, y negativamente con el pH.

En PR-zB se encontraron correlaciones significativas y positivas (r>> 0,70;
p< 0,01) entre la mayoria de los metales considerados en este analisis, con excepcion
del Pb que solo correlacioné con el Cd (r?: 0,72). Las correlaciones mas fuertes y
préximas a 1 se observaron entre el Cu y los metales Zn (r?: 0,91) y Ni (r?: 0,9); y entre
Mny Fe (r%: 0,93). Respecto a las relaciones entre metales y variables; seis de los siete
metales se correlacionaron positivamente con %MO (el principal fue el Cu), y cinco
metales con el MF (particularmente Cu y Zn). Se observé también una fuerte correlacion
positiva entre el %MO y el MF (r?: 0,9). Ademas, el pH correlacioné negativamente con
tres metales: el Cd (r*: -0,81), Cu (r* -0,85) y Zn (r*: -0,84). No se observaron

correlaciones entre el potencial redox y metales ni entre esta variable y el pH.

En la C1 correspondiente al estuario interno (AB) se observaron muy pocas
correlaciones significativas tanto entre metales como entre estos y las variables
estudiadas. Especificamente, en AB-zA se obtuvo una sola correlacién positiva entre
metales y fue entre Zn y Fe (r>= 0,87). Con respecto a las variables medidas se
determiné una correlacién significativa pero negativa entre el Zn y el potencial redox
(r>=-0,75).

Por su parte, en AB-zB algunos metales correlacionaron positivamente,
destacandose aquellas cercanas a 1 como el Mn con Niy Cr (ambos con un r?= 0,88);
Pb con Mn, Niy Cr (r>> 0,8) y especialmente el Ni y Cr (r’>= 0,94). En cuanto a las
relaciones de los metales con las variables estudiadas solo se encontrd una correlacion
positiva entre el Cr y el material fino (r?= 0,71). Por su parte, se obtuvo una correlacion
negativa entre pH y el material fino (r>= -0,79). Finalmente, la temperatura correlacioné

positivamente con %MO (r?>= 0,81) y negativamente con el potencial redox (r?= -0,87).
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3.6.3 Analisis de componentes principales

Para analizar la relacion existente entre las diversas variables cuantitativas
analizadas se aplicé la técnica multivariada de componentes principales (ACP). Esta
técnica se utiliza para reducir la dimensionalidad de un conjunto de variables originales
en otro conjunto de nuevas variables no correlacionadas entre si. Estas nuevas
variables serian las que contienen la mayor variabilidad del conjunto de variables. Las
variables originales utilizadas fueron: concentracion de metales (Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni,
Pb y Zn), porcentaje de materia organica (%MO), frecuencia de inundacion (INU),
material fino (MF), temperatura (temp), pH y potencial redox (redox) medidos en la mata
microbiana activa (C1).

En la Figura 40 se ordenan las muestras mediante el analisis de componentes
principales. En la misma se muestran las dos primeras componentes (CP1 y CP2) que
explican entre ambas el 64,73% de la variacion total. EI CP1 explico el 40,91% de la
varianza total y los vectores que mas aportaron a la construccién de este componente
fueron los metales Zn (0,92), Ni (0,88), Cr (0,82), Pb, (0,76) Fe (0,68), Mn (0,66), Cu
(0,64) y la materia organica (0,61). La CP2 explico el 23,82% de la varianza total, donde
las variables que mas aportaron fueron los parametros fisicoquimicos como el potencial
redox, pH y la temperatura, asi como también la inundacién. Especificamente, el pH
(0,73) y temperatura (0,64) estuvieron positivamente relacionados con la CP2, mientras
que el potencial redox (-0,85) y la inundacién (-0,63) tuvieron una relacién negativa con

este componente.

Se puede resumir que la CP1 generd un contraste entre un grupo integrado por
las variables metales y materia organica (que estuvieron correlacionadas entre si) y otro
integrado por la variable inundacion y los parametros fisicoquimicos (pH, T y Eh). La
CP2 indica que el pH y la T estan relacionados entre si y ambos inversamente
correlacionados con el potencial redox. Entonces, la CP2 esta relacionada con las

variables fisicoquimicas ademas de la exposicion aérea.

Los sitios PR y AB fueron diferenciados a través de este andlisis. En la porcion
superior del grafico se observan los casos pertenecientes a AB caracterizados por
presentar un mayor valor de pH y temperatura y un potencial redox negativo indicando
un ambiente reductor, mientras que PR presenté pH mas acido, menor temperatura y
potencial redox positivo. Al relacionar las variables y sitios con las fechas de camparfia

de muestreo se pudo observar que las muestras de PR-zA de oct-12 (primavera)
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mostraron coordenadas altas en valores positivos de la CP1, mientras que las muestras
de jun-13 lo hicieron en valores negativos. Esto indicaria que las concentraciones de
metales estarian relacionadas con la estacion del afio, con una mayor presencia en
primavera y una menor concentracidbn en invierno. Las muestras de ago-12 se
relacionaron con coordenadas altas y positivas del CP2, indicando que los contenidos
de metales de estas muestras se relacionan, ademas, con el pH y la temperatura
medidas. Al igual que en PR-zA, las muestras de PR-zB mostraron una distribucion
amplia en el CP1, evidenciandose un patrén de estacionalidad donde las muestras de
oct-12 (primavera) se ubicaron en el cuadrante positivo de la CP1 y las muestras de

ago-12 (invierno) y dic-12 (verano temprano) en el cuadrante negativo. De esta forma,
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Figura 40. Ordenamiento de las variables medidas en la mata microbiana activa (C1): concentracion de
metales, porcentaje de materia organica (%MO) y parametros fisicoquimicos pH, Ty EH) y la frecuencia de
inundacion. a reconstruccion de las variables utilizadas para el ordenamiento segin sus autovectores con
los componentes principales. Los circulos indican valores de referencia de 0,75y 1; b Grafico biplot donde:
formas= zonas, colores= fechas. No se incluy6 el material fino por no mostrar una correlacion alta con los
componentes. No se incluy6 la informacién de las fechas en las cuales no se cont6 con las mediciones de
los pardmetros fisicoquimicos.
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las matas microbianas tendrian una tendencia a mostrar mayores concentraciones de
metales en primavera respecto a las muestras de invierno y verano temprano. En el sitio
AB, la mayoria de las muestras de ago-12 y oct-12 de ambas zonas estuvieron
relacionadas positivamente con las componentes CP1y el CP2.
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- CAPITULO 4 - DISCUSION

Los estudios previos realizados en el estuario de Bahia Blanca (EBB) se han
enfocado a describir la presencia, distribucion, dinamica y biodisponibilidad de metales
en el sedimento de planicies de marea de diferentes sectores (Botté, 2005; Botté et al.,
2010; Simonetti et al., 2017; Negrin et al., 2021). Sin embargo, desde que fuera descripta
la presencia de matas microbianas en las planicies de marea (Cuadrado y Pizani, 2007),
solo dos estudios reflejaron la actividad microbiana in situ en relacién con el contenido
de metales en los sedimentos; uno de ellos como parte de la evaluacién de las
condiciones fisicoquimicas de sedimentos cubiertos por matas microbianas (Spetter et
al., 2015), realizado en el estuario medio; y otro con resultados preliminares a la
presente investigacion (Serra et al., 2017). En este Ultimo trabajo, se presentaron datos
de distribucién vertical de metales en presencia de matas microbianas y sedimento
subyacente en dos sistemas supramareales con diferente grado de impacto antrépico,
incluyendo un ambiente del cual no se contaba con informacién previa sobre las matas

microbianas (planicies de la zona Almirante Brown en el estuario interior).

Los trabajos publicados acerca del estudio de metales en sedimentos
intermareales, submareales, en marismas y en representantes de la biota del EBB,
indican que este sistema es un ambiente marino moderadamente impactado por estos
contaminantes. Al mismo tiempo, existe poca informacion publicada sobre las
comunidades microfitobentdnicas que colonizan las planicies en el estuario, las cuales
forman el biofilm y son constituyentes de las matas microbianas y su relacion con la
presencia de metales. Esta relacion puede ser importante, debido a que se ha registrado
la capacidad de las matas microbianas para secuestrar potenciales contaminantes
(Perillo et al., 2020). En consecuencia, se analizé de manera exhaustiva la distribucion
y dinAmica de metales que son ubicuos en el ambiente y esenciales para los organismos
(por ejemplo, Cr, Cu, Fe, Mn, Niy Zn), asi como metales no esenciales, como el Cd, Hg
y Pb, teniendo en cuenta la presencia de biofims y matas microbianas.
Complementariamente, se estudidé un conjunto de variables que podrian condicionar
tanto la presencia como la distribucion de los mismos en cada compartimiento en el
sector interno y medio del estuario: contenido de materia organica, granulometria,
parametros fisicoquimicos y condiciones de inundacion/exposicion de las planicies de
marea. Estas variables mostraron cambios tanto en el tiempo como en el espacio,
indicando que son factores que pueden modificar el estado, concentracion y distribucion
de los metales en las matas microbianas y biofilms evaluados en planicies del EBB y

cuyo analisis conforma la presente discusion.
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4.1 Sedimentos colonizados por
microorganismos en planicies de marea

En la naturaleza, los microorganismos que se adhieren a una superficie solida
pueden formar desde biofilms monoespecificos simples hasta matas microbianas
multiespecificas, que presentan una gran variedad de interacciones ecologicas (Prieto-
Barajas et al., 2018). En planicies de marea, microorganismos fotoautotrofos pioneros
(diatomeas o cianobacterias), comienzan la formacion del biofilm al unirse al sustrato
mediante la produccion de las EPS. Los sustratos preferenciales son los que presentan
tamafio de grano fino, compuestos de granos de cuarzo claros (translucidos), debido a
gue la luz solar es una limitante para la fisiologia de estos organismos (Martinez-Alonso
y Gaju, 2005; Fagherazzi et al., 2013). El biofilm maduro se desarrolla en forma de capa
continua y esta compuesto por organismos procariotas y eucariotas embebidos en las
EPS que producen, que a su vez adhieren y rodean a los granos de sedimento (Decho,
2000). Una vez que la energia hidraulica disminuye, los microorganismos bentdnicos
colonizan las capas superiores recién sedimentadas; favoreciendo el desarrollo por
debajo de diversos microorganismos que luego daran lugar a matas microbianas
estratificadas (Noffke et al., 1997; Cuadrado, 2020). En estas comunidades, los
microorganismos se autoorganizan en diferentes profundidades en funcién de sus

requerimientos fisiolégicos (Costerton, 1995; Noffke, 2010).

Algunos autores vinculan la presencia de biofilms con un alto contenido de
arcillas (Garwood et al., 2015), mientras que otros indican que las matas microbianas
colectadas in situ estdn compuestas principalmente por arenas finas (Webster-Brown y
Webster, 2007). En efecto, en el presente estudio se observé una predominancia de
grano de tamafio fino en la mayoria de los biofilms y matas microbianas, con excepcién
de la zona topograficamente mas baja de Puerto Rosales, que mostré un mayor
contenido de arena. La granulometria del sedimento de las planicies estudiadas es
similar a la reportada en trabajos previos, tanto en el estuario medio (Pizani, 2008, Pan
et al., 2013; Spetter et al., 2015; Fernandez et al., 2016), como en el estuario interior
(Botté, 2005; Negrin et al., 2019). Esta constancia en el tamafio de grano de los
sedimentos en las areas evaluadas es indicativa de un ambiente estuarino donde las
planicies de marea estén caracterizadas por sedimentos finos, los que son solamente
afectados por fuerzas fisicas fuertes (ej. tormentas) que actian normalmente como

disruptores de caracteristicas sedimentarias (Cuadrado et al., 2013).
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El tipo de sedimento de las planicies de marea influye en la estabilidad y
cohesion de la capa superficial, asi como también en la presencia y depositacion de
particulas organicas e inorganicas (Brotas et al., 1995; Whitton, 2012; Fagherazzi et al.,
2012). La materia organica en estos ambientes puede tener origen autéctono (biomasa
microfitobenténica y/o detritos de ésta) o aldéctono (descargas cloacales, necromasa,
presencia de invertebrados, etc.) (Reddy y DeLaune, 2008; Prieto-Barajas et al., 2018;
Negrin et al.,, 2011). La principal fuente de energia y nutricion de biofilms y matas
microbianas es a través de la fotosintesis realizada por los productores primarios (Ley
et al., 2006). La comunidad microfitobenténica es exitosa en tal sentido, contribuyendo
con mas del 50% a la productividad primaria estuarina (Baker y Banfield, 2003; Jesus et
al., 2009; Peeters et al., 2012).

El contenido de materia organica analizada en los biofims de la zona
topograficamente mas alta de Puerto Rosales y de las zonas de Almirante Brown,
caracterizadas por poseer sedimento fino, fue mayoritariamente superior respecto a la
mata microbiana, representando un punto muy significativo dado que la mata microbiana
analizada en su primer centimetro, la contiene. Esto podria deberse a la presencia de
los microorganismos epipélicos que migran a las superficies de los sedimentos durante
el primer periodo luego de que se retiran las mareas, lo que se evidencia a simple vista
por una coloracién verde parduzca en el sedimento (Figura 41) (Paterson et al., 1998;
Consalvey et al., 2004; Garcia de Lomas et al., 2005; Maclintyre et al., 1996; Stal, 2010).
Este fendmeno ocurre como respuesta de las cianobacterias y diatomeas méviles en la
busqueda de luz y es facilitado por la produccion de EPS (Paterson et al., 1998). Un
comportamiento inverso ocurre antes de la inundaciéon de las mareas o la oscuridad,
donde los microorganismos migran hacia el sedimento mas profundo (Perkins et al.,
2001; Stal y Défarge, 2005; Cereja et al., 2021). Los EPS pueden aportar entre el 50 %
y el 80 % de la materia organica y son el principal componente estructural de los biofilms
(Rosenberg et al., 2013). Un estudio previo realizado por Fernandez et al. (2016) en
Puerto Rosales, mostré que las matas microbianas de la zona alta presentaron una
mayor proporcion de fraccion capsular respecto a la zona baja. Dicha fraccion es
insoluble en agua y los autores atribuyen esta observacion al tamafio de grano y la
humedad de esta zona. Esta observacion resulta relevante dado que la fraccion capsular
de las EPS es, ademas, recalcitrante a la degradacion, representando una importante
fuente de carbono. Asimismo, el mayor contenido de materia organica en el biofilm de
la zona alta de Puerto Rosales respecto a la zona baja coincidié con lo observado por

Fernandez et al. (2016) a través del analisis de clorofila a, como una medida indirecta
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Figura 41. Aspecto de la superficie de una mata microbiana del EBB, fotografiada luego de la inundacién
de la planicie. Obsérvese la coloracion verde parduzca superficial, atribuible a la presencia de
microorganismos fotosintéticos mdviles.

de biomasa en los 0,5 cm superficiales de estas zonas.

Las matas microbianas de Puerto Rosales presentaron en primavera un mayor
contenido de materia organica respecto al biofilm. Lo mismo se observé en el verano
(feb-13) en la zona alta de Puerto Rosales y en ambas zonas de Almirante Brown. Esto
evidencia la alta variabilidad temporal en la biomasa que presentan estas comunidades,
la cual depende de cambios ambientales locales como eventos de erosion, depositacion
y desecacion relacionada con la exposicion de las planicies, asi como a las condiciones
climéaticas (Underwood, 2010). Por otro lado, las matas microbianas presentaron en casi
todas las fechas, un mayor contenido de materia organica respecto de las capas
subyacentes. Como fuera mencionado anteriormente, la produccion in situ de biomasa
por parte de los microorganismos del biofilm, constituye un importante aporte al
contenido de materia organica medido en las matas microbianas. Por otro lado, varios
autores coinciden en que los principales factores que afectan la distribucion espacial de
la biomasa microfitobentonica son el tipo de sedimento y la altura de las mareas (Brotas
et al., 1995 y referencias alli citadas). En particular, las matas microbianas ubicadas en
la zona supramareal alta de las planicies de Puerto Rosales mostraron casi el doble de
porcentaje de materia organica, respecto a la zona baja. Esto coincide con lo observado
por Pizani (2008), Cuadrado et al. (2011) y Pan et al. (2013) para esta area y con lo
descripto por Noffke (2010) para este tipo de ambiente, denominandose a las matas

microbianas de esas caracteristicas como “matas microbianas epibenténicas”. Estas
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comunidades pueden alcanzar un espesor de hasta 1,5 cm, son planas y pueden
permanecer sin disturbarse durante largos periodos de tiempo. Ademas, pueden formar
estructuras sedimentarias inducidas por actividad microbiana (ESIAM; Bournod et al.,
2014) que se pueden preservar y encontrar en el ambiente fosil. Como fuera descripto
en estudios previos, el predominio de las cianobacterias en las matas microbianas de
Puerto Rosales, y en particular la especie Coleofasciculus chthonoplastes
(anteriormente llamada Microcoleus chthonoplastes, Siegesmund et al., 2008), son
caracteristicas de este tipo de matas microbianas (Pan et al., 2013a, 2013b). Por ultimo,
este tipo de comunidades se desarrollan durante la primavera y el verano y se las
considera perennes dado que no se descomponen durante el otofio/invierno. Esto pudo
ser comprobado en este estudio, resultando en los picos de maximos de materia
organica en primavera y verano. Ademas de la produccion local, la materia organica
presente en las planicies de marea colonizadas por matas microbianas puede tener un
origen aloctono. Debido a las caracteristicas tipicas de la zona alta de Puerto Rosales,
algunos estudios atribuyen los picos de concentracién de materia organica en el area,
al aporte de necromasa proveniente de la especie vegetal Spartina alterniflora como
resultado de periodos de fuertes vientos y altas temperaturas (Negrin et al., 2011;
Spetter et al., 2015). Los picos de materia organica detectados en el estuario interno en
la época estival podrian estar relacionados con la bioturbacion generada por el cangrejo
cavador Neohelice granulata, en base a la correlacién directa encontrada entre el
contenido de materia organica y el nivel de bioturbacién (Botto e Iribarne, 2000; Escapa
et al.,, 2007). La biomasa microbiana, que queda inmovilizada tanto en biofilms como
en las matas microbianas, es el componente mas dinamico de la materia organica, ya
que contiene organismos vivos que pueden responder a los cambios ambientales,
mediante la formacién de EPS u otros metabolitos (Flemming, 1995; Brown y Parks,
2001). Esto resulta relevante al presente estudio, debido a que la materia organica,
compuesta de sustancias hdmicas, desechos y biomasa microbiana, juega un papel

importante en la sorcion de iones metalicos.

El entorno de un biofiim o una mata microbiana esta determinado por las
caracteristicas fisicas (luz, temperatura, humedad) y quimicas (pH, alcalinidad, potencial
de oxidacion/reduccion, salinidad, concentracién de oxigeno y composicion organica)
(Riding et al., 2000; Ansari et al., 2004). Como se ha expuesto, el entorno fisico-quimico
de las matas microbianas se caracteriza por gradientes pronunciados en escasos
milimetros de profundidad y microambientes distintos que sustentan una gran diversidad

de especies que tienen una disposiciéon laminar con una amplia gama de procesos
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metabdlicos (Visscher y Stolz, 2005; Fike et al., 2008). Es por ello que las matas
microbianas son ecosistemas dinamicos y complejos que exhiben heterogeneidad
espacial y temporal. Asimismo, los procesos que se dan en cada microambiente, a
menudo dan como resultado reacciones acopladas, las cuales pueden causar
distribuciones verticales distintivas de los metales (Windom et al., 2006; Huerta-Diaz et
al., 2012).

Las zonas internas y medias del estuario de Bahia Blanca mostraron diferencias
en cuanto al conjunto de variables fisicoquimicas (temperatura, pH y potencial redox)
que condicionan la presencia de metales. Existen éptimos de temperatura para el
establecimiento de poblaciones densas de diatomeas y cianobacterias, por lo que se ha
sefialado que la distribucion temporal de microfitobentos puede explicarse en parte por
la variacion estacional de la temperatura del sedimento (Admiraal y Peletier, 1980). En
coincidencia con estudios previos realizados en el estuario medio (Cuadrado et al.,
2012; Pan et al., 2013, Spetter et al., 2015, Fernandez et al., 2016), la temperatura
medida en las matas microbianas mostré una fluctuacién estacional en concordancia
con la variacién de la temperatura del aire. Si bien no existen en Almirante Brown
registros previos de temperatura en sedimento y/o matas microbianas, los resultados en
este trabajo mostraron un patron similar al observado en Puerto Rosales, siguiendo la
curva de variacion sinusoidal tipica descrita para sedimentos de estuarios templados
(Kelly-Gerreyn et al., 2001; Ribbe, 2006; Sylaios et al., 2006). Por otro lado, la mayor
temperatura promedio medida en las matas microbianas del estuario interno (Almirante
Brown), podria atribuirse a que estas planicies estuvieron expuestas (entre 1y 15 dias),
en los dias previos a las mediciones a diferencia de Puerto Rosales cuya zona baja

estuvo casi siempre inundada.

Las variables pH y potencial redox, en conjunto con la temperatura, pueden
contribuir a la movilidad, biodisponibilidad y potencial toxicidad de los metales (Du Laing
et al., 2007, 2008; Acosta et al., 2011; Huerta-Diaz et al., 2012). Los efectos individuales
y combinados de ambas variables tienen un impacto bien documentado en la particion

de metales entre los sedimentos y la columna de agua (Foster y Charlesworth, 1996).

Los valores de pH medidos en las matas microbianas del estuario de Bahia
Blanca se encontraron entre los valores del rango normal para sedimentos estuarinos
(Reddy y DelLaune, 2008). Por un lado, Puerto Rosales mostré un pH cercano a la

neutralidad con una variaciéon estacional (con valores mas bajos en primavera y mas
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altos en verano), mientras que en Almirante Brown el pH mostré valores
moderadamente alcalinos, sin grandes fluctuaciones a lo largo del periodo evaluado. La
similitud entre las zonas dentro de cada sitio denota homogeneidad entre las areas altas
y bajas, a pesar del diferente grado de exposicion/inundacion. Los valores registrados
en Puerto Rosales fueron similares a los documentados por Spetter et al. (2015),
Simonetti et al. (2017) y en particular en sedimentos no vegetados (Negrin et al., 2011;
2013). Por otro lado, el valor medio de pH registrado en Almirante Brown fue similar al
reportado por Negrin et al. (2019) en sedimentos de una marisma ubicada en la zona
interna del estuario de Bahia Blanca y resultan ser los primeros valores medidos en

planicies de marea para esta area cubierta de matas microbianas.

Los sedimentos de Puerto Rosales se consideran oxidantes, con valores
mayormente positivos que representan condiciones moderadamente anaerdbicas
tipicas de humedales en una zona de transicion (Cronk y Fennessy, 2001; Reddy y
DelLaune, 2008). Cabe destacar que las matas microbianas poseen un fuerte gradiente
de sedimentos Oxicos en superficie a sedimentos anoxicos a pocos milimetros de
profundidad. El potencial redox mas alto medido en Puerto Rosales podria deberse a la
actividad de los organismos fot6trofos que influyen en el Eh del sedimento, dando como
resultado valores tan altos como 400 mV en la zona 6xica. Los valores altos de Eh
observados en la zona mas elevada de Puerto Rosales podrian deberse a su ubicacion
topografica. Al encontrarse en el area supramareal superior, esta zona de la planicie se
encuentra sometida a la exposicion aérea durante varios dias, con periodos cortos de
inundacion, lo cual favoreceria la penetracién del oxigeno en los sedimentos. Por otro
lado, en la zona topograficamente mas baja de este sitio, estos valores podrian estar
relacionados con la bioturbacién producida por el cangrejo cavador Neohelice granulata
(Angeletti et al., 2018). La actividad cavadora del cangrejo promoveria un aumento en
la retencion de agua por parte del sedimento, con la consecuente oxigenacién de la
planicie de marea (Botto e Iribarne, 2000; Escapa et al., 2007), lo cual representa un
efecto comun de los organismos detritivoros (Levinton, 1995; Rhoads y Young, 1971).
Por otro lado, la relaciébn pH-potencial redox observada en Puerto Rosales podria
vincularse con la formacion de materiales sulfidicos, principalmente pirita, que ocurren
en estos ambientes como consecuencia de la interaccién entre los sulfatos del agua de
mar y los 6xidos de hierro de los sedimentos (Van Breemen 1982; Soil Survey Staff
1999).

En el estuario interno, area de Almirante Brown, el ambiente reductor medido en
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las matas microbianas podria estar relacionado con el crecimiento de las comunidades
bacterianas, estimulado por la influencia de las descargas de materia organica oxidable
proveniente de la 3. cuenca que suministra aguas residuales urbanas de la ciudad de
Bahia Blanca al estuario (Pierini et al., 2012; CTE, 2017). El aumento en la densidad de
bacterias heterotrofas aerdbicas y anaerébicas provocaria un aumento de la actividad
respiratoria y una disminucion concomitante del oxigeno disuelto. Por otra parte, los
valores negativos de Eh en este sitio podrian deberse a la porosidad reducida debido al
tamafio limo-arcilla del sedimento, con una probable influencia en el menor contenido
de oxigeno (Dupraz y Visscher, 2005). A pesar de la similitud en el contenido de materia
organica entre las dos zonas de Almirante Brown, se observaron diferencias en la
fluctuacion estacional del potencial redox. Por un lado, en el nivel més alto, el potencial
redox fluctué desde valores negativos en invierno/primavera a valores positivos en
otofio-invierno (2013), pudiendo estar relacionados estos Ultimos con una combinacion
de un maximo de exposicion de la planicie con una escasa inundacion. Por otro lado, en
el nivel inferior de la planicie, los valores de Eh siempre fueron negativos. Esto podria
atribuirse a una mayor influencia de las inundaciones, lo cual disminuye la penetracién

del oxigeno del aire en esa zona de la planicie.

4.2 Posibles fuentes de los metales presentes en
sedimentos

Los valores de base de los metales en sedimentos son los que permiten valorar
el enriguecimiento de los mismos respecto a aquellos sedimentos no contaminados
(Salomons y Foérstner, 1984). En el estuario de Bahia Blanca se han estudiado planicies
de marea no funcionales de 3000 afios de antigiiedad, cuyos resultados son utilizados

como valores de base para el EBB (Grecco et al., 2006).

Las concentraciones de los metales evaluados difirieron entre el estuario medio
y el estuario interno. El estuario medio presenté una mayor concentracion de Mn
respecto al area interna. Por el contrario, en Almirante Brown, los valores promedio de
la mayoria de los metales analizados (Cd, Cr, Cu, Fe, Ni, Pb y Zn) fueron superiores a
los hallados en Puerto Rosales. Aunque las concentraciones medias estuvieron en el
mismo orden de magnitud que las obtenidas en estudios anteriores de planicies de
marea del estuario de Bahia Blanca (Botté, 2005; Botté et al., 2010; Spetter et al., 2015)
cabe mencionar algunas diferencias. La concentraciéon de metales medida en zonas

intermareales de Puerto Rosales informados por Martinez et al. (2012) y Spetter et al.
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(2015) mostraron, en general, valores mas bajos respecto a los reportados en el
presente estudio, con excepcién del Fe y Zn en la zona alta de Puerto Rosales (Spetter
etal., 2015) y el Cd (Martinez et al., 2012). Por otro lado, en Almirante Brown se observo
un contenido de Cr, Cu, Fe y Mn ligeramente superior y concentraciones de Cd, Ni, Pb
y Zn inferiores a las reportadas por Botté et al. (2010) en otras zonas internas del
estuario. Esto podria deberse a que los sitios considerados se encuentran bajo

diferentes grados de influencia antrépica.

En Almirante Brown, la influencia del canal de descarga de la planta de
tratamiento de liquidos cloacales sobre el area de estudio queda revelada en estudios
previos con registro de altos niveles de nutrientes, metales y sobre todo contaminacion
fecal, con la presencia de Escherichia coli en sedimentos (Streitenberger y Baldini, 2010,
2016; Martinez et al., 2012; Spetter et al., 2015; Simonetti et al., 2017; Truchet et al.,
2021). Por otra parte, entre las actividades portuarias desarrolladas en Puerto Rosales,
se destacan el uso de pinturas antiincrustantes para barcos pequefios y embarcaciones
gue podrian representar un aporte significativo de metales a las planicies (Botté et al.,
2011; Spetter et al., 2015; Simonetti et al., 2017; Truchet et al., 2021).

En el estuario interno desemboca el arroyo Maldonado, que drena las aguas del

Figura 42. Ubicacion de los focos de basura (en amarillo) en relacién al sitio de estudio Almirante Brown.
En verde se delimita la zona de estudio.
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sector alto — norte y noreste de la ciudad de Bahia Blanca. El agua de este arroyo
contiene aguas residuales urbanas, asi como productos de las tierras vecinas que se
utilizan para la produccién agricola y ganadera (Botté et al.,, 2010). Asimismo, en
inmediaciones al sitio de estudio, y con descarga sobre el arroyo Saladillo de Garcia,
una planta de tratamiento de efluentes cloacales que comenz6 a operar en septiembre
de 2008 vierte aproximadamente 4.800 m? diarios de liquidos insuficientemente tratados
(Pierini et al., 2012). Los recuentos bacterioldgicos sostenidos, la presencia constante
de indicadores fecales y la tendencia a acumularse en los sedimentos de las zonas
aledafas, son evidencia del impacto que esta sufriendo el sistema en los Ultimos afos
a raiz de este hecho (Streitenberger y Baldini, 2010, 2016). Este desagtie puede afectar
al agua de mar que cubre la planicie de marea de Almirante Brown durante la pleamar.
Por otra parte, Almirante Brown se encuentra en cercanias al ex basurero municipal que
funcionaba a cielo abierto. El basurero, localizado en un nivel mas alto respecto a la
planicie de marea, estuvo activo durante 25 afios hasta dos afios antes del inicio de este
estudio (2010) (Figura 42). Sin embargo, la poblacién ha continuado con el vertido de
desechos en forma clandestina, cuya lixiviacion se ve favorecida por las lluvias. Ello
podria ser determinante dado que representa una fuente intermitente de metales. El
agua de lluvia interactda tanto con el material de origen natural como antropogénico
(antiguo) presente en el basurero, promoviendo la lixiviacién de los metales desde la
superficie del terreno hacia estratos inferiores. Estos llegarian a la planicie de marea de
Almirante Brown a través del agua subterranea (Figura 43). En el proceso de aporte
entre agua subterrdnea y agua costera, ocurre una zona de mezcla/transicién a la altura
de la planicie de marea, en la cual se produce la infiltracién del agua dulce y los

compuestos disueltos en ella (Burnett et al., 2001).

En Almirante Brown se registraron concentraciones superiores respecto a los
niveles de base, aunque en el mismo orden de magnitud, de Cr, Cu, Mn, Pby Zn. La
misma tendencia se encontrdé en Puerto Rosales respecto al Cr, Cu, Mn y Pb. Cabe
sefalar que los valores de Cu encontrados en las matas microbianas de la zona alta de
Puerto Rosales fueron ligeramente inferiores (17,31+4,55) al valor TEL (Threshold Effect
Level — nivel de efecto umbral: 18,8), que es la concentracién en sedimentos en la cual
se comienza a observar una respuesta tdxica en organismos bentdnicos (Buchman,

2008). Por otro lado, los valores promedio de Cd, Cu, Hg, Pb y Zn encontrados en ambos
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sitios fueron superiores a lo esperado para sedimentos no contaminados (Bryan y
Langston, 1992). Estas observaciones indican que es de especial importancia hacer un
seguimiento de este ambiente. El presente estudio mantiene las observaciones vertidas
por Grecco et al. (2006) y Botté et al. (2010), en las cuales hacen referencia a que los
sitios evaluados se encuentran bajo impacto antropico. Esto pone en relevancia que
tanto el volcado de aguas residuales urbanas como el producido por otras fuentes como
las industrias petroquimicas, los puertos y las embarcaciones, estarian influyendo en el
suministro creciente de metales en estos ambientes costeros y podrian estar siendo

concentradas por la actividad microbiana.

4.3 Concentracion de metales en relacion ala
presencia de biofilms y matas microbianas
(capas superficiales)

Del analisis del contenido de metales en los biofilms del estuario de Bahia
Blanca, se encontr6 que solo en ocasiones aisladas presentaron una mayor
concentracion respecto a la mata microbiana. Esto podria deberse a que los
microorganismos del biofilm presentes en la capa fética superficial se encuentran en
constante adaptacion a las condiciones fluctuantes bajo las cuales se encuentran, como
la incidencia del sol, la exposicibn subaérea, la depositacion de sedimentos y la

disponibilidad de nutrientes (Dupraz y Visscher, 2005; Hanlon et al., 2006; Passarelli et
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Figura 43. Diagrama de la relacién entre acuifero costero, agua de mar y la descarga de
agua subterranea (Extraido de Burnett et al., 2001)
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al., 2014). En el caso del estuario medio, Pan et al. (2013) encontraron que la comunidad
microfitobenténica superficial (primeros 0,2 cm) estaba constituida por diatomeas
epipélicas unicelulares y cianobacterias filamentosas embebidas en la matriz de EPS.
Como las EPS son abundantes, no permiten el contacto directo entre los granos debido
a que son rodeados por estas sustancias. Cabe mencionar que se ha observado una
relacién inversa entre el contenido de EPS y el tamafio de grano de sedimento, en
concordancia a lo documentado por de Brouwer et al. (2003). Por otro lado, Pan et al.
(2013) observaron un claro dominio de las diatomeas pennadas en el proceso de
colonizacién de sedimentos desprovistos de materia organica acumulada. Como
estrategia de supervivencia a la desecacion y para facilitar el desplazamiento en el perfil
de sedimento, las diatomeas y cianobacterias bentonicas exudan EPS principalmente
durante el dia y la emersién del sedimento (Stal y de Brouwer 2005). Resulta de interés
la presencia de las EPS dada la afinidad que tiene para unir iones metéalicos gracias a
la presencia de diversos grupos funcionales cargados negativamente (Garcia-Meza et
al., 2005; Di Pippo et al., 2009; Rossi y De Phillipis, 2015; Ma et al., 2021). Sin embargo,
se ha descripto en Puerto Rosales que la mayor proporcion de los carbohidratos
superficiales que presentan estas sustancias, corresponden a la fraccién coloidal
(Pizani, 2005; Fernandez et al., 2016). Si bien es eficiente en la unién de los
contaminantes inorganicos considerados, esta fraccién es soluble en agua, por lo cual
se degrada facilmente, liberando al medio acuoso los metales unidos en primera
instancia (Pal y Paul, 2008). Las concentraciones de todos los metales contenidos en el
biofilm resultaron menores, pero en el mismo grado de magnitud respecto a trabajos
previos realizados en las capas superficiales (0,05 cm) en el estuario medio (Spetter et
al., 2015).

Es interesante sefalar que en las escasas ocasiones donde se encontré una
mayor concentracién de metales en el biofilm respecto a la mata microbiana, coincidié
con la presencia de Cr en la zona media y la de Cd en la zona interna. Ambos son
elementos téxicos, incluso a bajas concentraciones, por lo que reviste especial
importancia evaluar en el futuro la posibilidad que este consorcio actiie como potencial
reservorio y/o fuente de dichos elementos (De Vries et al., 2007; Hasan et al., 2013;
Binbin et al., 2014; Prasad et al., 2005). Diversos estudios han demostrado que los
biofilms secuestran y/o precipitan metales, incluido el Cr(VI) por adsorcién en la
superficie o por cambios en el entorno quimico circundante (Kamaludeen et al., 2003;
Bender y Phillips, 2004; Shukla et al., 2012). Sin embargo, se demostré que la

acumulacion continua de Cr reduce el crecimiento microbiano e induce un cambio en la
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estructura de la comunidad de la mata microbiana en ambientes marinos, asi como
también en los biofilms de agua dulce (Mona et al., 2011; Focardi et al., 2013; Golby et
al., 2014). Por otro lado, resulta interesante destacar que los biofilms podrian influir en
la presencia de Cd, ya que cuando el Cd es adsorbido por sedimentos o particulas de
sedimento cubiertas de EPS, la disponibilidad de este metal en el ambiente disminuye
(Harvey y Luoma, 1985). Las bajas concentraciones de Cd medidas podrian atribuirse
en parte a que el Zn, Mn y Cu ligados a sedimentos compiten por los sitios de unién del
Cd (Bryan y Langston, 1992). Sin embargo, otra explicacion plausible podria ser los
bajos registros de este metal en la columna de agua de este sistema en fechas cercanas
a la toma de la muestra (CTE, 2012; CTE, 2013).

La concentraciébn de metales en las matas microbianas fue superior a la
observada en los biofilms, siendo esta tendencia mas notoria en la zona alta de Puerto
Rosales. El andlisis de componentes principales permitié determinar que el 64,73% de
la variabilidad del conjunto original de datos medidos se concentran en las dos primeras
componentes. El primer componente principal relaciona los metales con la materia
organica, mientras que el segundo componente principal contrasta la inundacion y el
potencial redox con el pHy la T. En tal sentido, reduciendo la dimensionalidad del grupo
original de datos, estas componentes no correlacionadas se pueden atribuir a: i) la unién
de los metales a la materia organica posiblemente con influencia de la actividad
microbiana (CP1), y ii) la reaccion de los metales (Eh, pH y la T) en la matriz de la mata
microbiana (CP2). El primero, probablemente tenga incorporado el proceso de la
fotosintesis que convierte la materia inorganica en organica, caracteristico de las matas
microbianas donde se llevé a cabo el estudio. Ademas, la materia organica presenta
una alta CIC, lo que hace que los metales se encuentren adsorbidos en el complejo de
intercambio. La alta CIC de la materia organica podria atribuirse principalmente a los
acidos humicos (radicales carboxilicos y fendlicos) (Stevenson 1994). El segundo
componente estaria relacionado con la influencia que tendrian las matas microbianas
en la capacidad reductora de los sedimentos por la presencia de bacterias; lo cual se

veria afectada por la presencia de agua.

La bibliografia ha abordado ampliamente la importancia que tiene la biomasa de
las comunidades microfitobenténicas, en la absorcién de metales (Castenholz, 2009;
Subashchandrabose et al.,, 2011; Rossi y De Phillipis, 2015). Asimismo, estas
comunidades mostraron caracteristicas tipicas de matas microbianas desarrolladas, lo

cual reviste importancia dado que se ha observado que matas microbianas
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evolucionadas, presentan una amplia gama de microorganismos con diferentes
mecanismos de captacion de metales. MacroscOpicamente, esto puede distinguirse por
la presencia de una serie de laminaciones de diferentes colores en funcion de la
composicion taxondmica que presentan y de su propia fisiologia (ver Figura 6) (Cohen
et al., 1984; Coheny Rosenberg, 1989; Stahl y Caumette, 1994). Las capas superficiales
consisten en poblaciones fototréficas oxigénicas y bacterias heterotréficas que
consumen materia organica y oxigeno. Por debajo de éstas, si las condiciones son
adecuadas, se sitlan las capas anaerébicas dominadas por bacterias anaerdbicas
fototréficas y heterotréficas (Noffke, 2010). Pan et al. (2013) describieron que las
cianobacterias filamentosas dominan en el microfitobentos de Puerto Rosales, siendo la
mas abundante la especie Colefasciculus chtonoplastes mientras que las diatomeas
ocupan el segundo lugar en dominancia. La especie C. chtonoplastes presenta tricomas
dentro de una vaina comun enroscada en forma de espiral, formando una malla de
filamentos de cianobacterias entretejidos junto con las EPS secretadas por los microbios
gue atrapan la fraccién de sedimento mas fina; una fraccién que, debido a su relacion
area-superficie, también es relativamente rica en metales traza (de Winder et al., 1991,
1999). Ademas, se encontraron fuertes correlaciones entre los metales, el contenido de
material fino (las arcillas tienen una alta CIC) y a su vez con el contenido de materia

organica, que en Puerto Rosales presenté los mayores valores promedio.

Este comportamiento coincidiria por lo descripto por Noffke (2010) acerca de la
relacibn entre la célula bacteriana y las primeras etapas del proceso de
“biomineralizacién destructiva” en el cual ocurre el reemplazo de materia organica por
minerales (Figura 44). Resumidamente, la pared celular bacteriana se compone de
biomoléculas grandes y complejas que se disponen espacialmente de manera que los

compuestos cargados electronegativamente llegan al agua de mar circundante. Todos
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esos micrositios de electronegatividad juntos contribuyen a una carga negativa general
de la pared celular bacteriana. A pesar de esta disposicion estructural de las
biomoléculas, la carga neta de la pared celular bacteriana, es neutra. En el curso de la
sintesis de ATP, las células vivas bombean protones. Los protones se liberan en el
microambiente circundante de la célula, igualando asi la carga negativa. La distribucion
de protones y micrositios electronegativos no siempre es homogénea. Los micrositios
salientes atraen moléculas de agua que se acumulan alrededor de la célula, formando
una envoltura de hidratos. Esta envoltura de agua es importante para la formacion de
EPS y también sirve para proteger a la célula de su entorno quimico. Cuando la célula
bacteriana muere, la situacion cambia rapidamente. La bomba ATP deja de funcionar,
cesando la liberacién de protones a la pared celular externa, por lo cual la pared celular
se vuelve cada vez mas negativamente cargada. En este punto, el agua de mar que
contiene una enorme cantidad de iones disueltos y altamente méviles, como los iones
metdlicos que se encuentran cargados electropositivamente, son atraidos por los

micrositios cargados electronegativamente de las biomoléculas de la pared celular. Los
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Figura 44. Biomineralizacion de una célula bacteriana. a Célula bacteriana viva. b En detalle, las biomoléculas
imparten a la pared celular una carga mayormente electronegativa. La bomba de ATP produce protones que
amortiguan la electronegatividad y generan una carga neutra. ¢ Las moléculas de agua se ensamblan en los
micrositios negativos de las biomoléculas de la pared celular. d La célula muere y la bomba de ATP cesa, por lo
que las biomoléculas de la pared celular ahora presentan carga negativa, lo cual atrae los iones metalicos del agua

de mar. e Los iones positivos se unen a los micrositios negativos de las biomoléculas.
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iones metalicos se adhieren a los micrositios y, posteriormente, atraen aniones cargados
negativamente del agua de mar. Los primeros minerales precipitan y, debido a que las
moléculas de agua bloquean los micrositios de las biomoléculas, estos primeros
precipitados minerales estan hidratados y por lo tanto amorfos. Estos primeros
precipitados amorfos pueden ser tenorita (FeS — el precursor de la pirita FeS,), entre
otros. Los minerales precursores que se forman dependen del tipo de iones
proporcionados por el agua de mar y, por lo tanto, son una consecuencia de la quimica

del agua de mar considerada.

Las condiciones de inundacion por mareas, identificado en el ACP dentro del
segundo componente (contrastando con las condiciones de Oxido reduccién),
determinan el estado y la distribucion de los metales tanto en la dimension de los
primeros milimetros como en el perfil vertical de la planicie de marea (Windom et al.,
2006; Huerta-Diaz et al., 2012). Es asi que, la concentracion de metales en la mata
microbiana activa (1 cm de espesor) fue mayor cuando las planicies estuvieron
expuestas, disminuyendo la concentracion de metales ante eventos de inundacion.
Cuando no se registré exposicion previa al muestreo, no se observaron diferencias entre
ambas capas superficiales. En la zona alta de Puerto Rosales se registraron picos de
Cu, Fe, Mn, Ni, Pb y Zn en primavera, en concordancia con una menor frecuencia de
inundacion y un periodo de exposicién de 5 dias. Por lo tanto, la mayor presencia de
metales podria atribuirse a la mayor produccién de EPS por diatomeas y/o bacterias
sujetas a una desecacién lenta de la superficie sedimentaria. Esta produccion natural
del mucilago se origina como respuesta de los microorganismos cuando se ven
sometidos a periodos de estrés hidrico y tienen tiempo suficiente para producir gran
cantidad protectora de EPS. Estas sustancias reducen efectivamente la tasa de pérdida
de agua y retrasan los efectos de la deshidratacion (Coehlo y Serodio, 2009). Asimismo,
la matriz polimérica extracelular actia como proteccién contra los metales tdxicos, que
pueden ser secuestrados, inmovilizados, mineralizados y precipitados, disminuyendo su
efecto sobre las bacterias (Kazy et al., 2002). Se suma a lo anterior que las EPS pueden
ser producidas por los microorganismos en respuesta a la presencia de metales en el
ambiente (de Araujo y Melo de Oliveira, 2020). Fernandez et al. (2016) describieron un
mayor porcentaje de la fraccién capsular del EPS en primavera (oct-12), la cual es
recalcitrante a la descomposicién y podria relacionarse con la presencia de metales en
las matas de la zona alta de Puerto Rosales. La fraccion coloidal del EPS muestra un
comportamiento dinamico dado que se produce y es consumido constantemente por

organismos heterotréficos, mientras que la fraccion capsular se encuentra mas
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conservada (Stal y Defargé, 2005). Dado que esta fraccion es dificiimente extraible en
condiciones naturales, los metales unidos a ellas tienden a permanecer en el ambiente
(Schultze-Lam et al.,, 1996; Garcia Meza et al., 2005). Por otro lado, una mayor
exposicion de las planicies también podria reflejar el aporte atmosférico de metales (La
Colla et al., 2021).

La principal diferencia entre biofiims y matas microbianas en cuanto a su
respuesta frente a los metales podria ser que los biofilms en una etapa temprana de
colonizacién han sido citados como mas vulnerables a la exposicion a metales que las
matas maduras (Ivorra et al., 2000). Por otro lado, la mata microbiana de 1 cm superficial
abarcaria una porcion rica en materia organica, en material fino y una amplia variedad
de especies fototréficas (reflejado en las diferentes capas observables), con diferentes
mecanismos de captacion de metales. La dominancia de cianobacterias en las matas
microbianas de la zona alta de Puerto Rosales sugiere que podrian tener un rol
importante en el destino de los metales que se midieron en esta zona de la planicie. La
mayoria de las especies de cianobacterias son capaces de producir EPS principalmente
de naturaleza polisacarida (Pereira et al., 2011). Las EPS pueden permanecer
asociados a la superficie celular formando una vaina, a la capsula o ser liberados al
ambiente circundante como polisacaridos (De Philippis y Vincenzini, 2003; Pereira et al.,
2009). Ademas de la proteccion contra la deshidratacion o la radiacion UV, las EPS
sirven como limite entre la célula de las cianobacterias y su entorno inmediato y presenta
otras funciones, como la biomineralizacién y la fagocitosis. Ademas, la carga negativa
general del EPS de las cianobacterias puede ser esencial para secuestrar cationes
metalicos que son esenciales para el crecimiento celular pero que estan presentes en
bajas concentraciones en su entorno, y/o para evitar el contacto directo entre las células
y los metales téxicos dispersos en el medio ambiente (De Philippis y Vincenzini, 2003;
Pereira et al.,, 2009). La capacidad de las cianobacterias productoras de EPS para
eliminar metales de soluciones acuosas ha sido ampliamente reportada en la literatura,
enfocandose principalmente en su potencial biotecnoldgico (De Philippis et al., 2001,
2007; De Philippis y Micheletti, 2009; De Philippis y Vincenzini, 2003; Li et al., 2001).
Las cianobacterias pueden disminuir la absorcion de metales secuestrando los iones
metalicos en sus superficies extracelulares y/o liberando ligandos al entorno
circundante. Una vez que los iones metalicos ingresan a la célula, su toxicidad puede
evitarse mediante su reduccién a un estado de oxidacion menos téxico, la formacion de
complejos intracelulares (por ej., metalotioneinas, cuerpos de polifosfato) o la salida de

metales mediante sistemas de exportacion, como ATPasas tipo P (Baptista y
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Vasconcelos, 2006; Nies, 1999; Roy et al., 2008). Cuando estos mecanismos de
proteccién fallan, la célula experimenta los efectos toxicos de la alta concentracion de
metales que pueden causar la desintegracién y desorganizacion de las membranas de
los tilacoides y de los grandes espacios intratilacoidales, aumento de los cuerpos de
polifosfato e incluso la muerte celular. En aquellas cianobacterias que poseen vaina,
como es el caso de C. chthonoplastes, existe una preferencia de unién de los metales
a ésta y no a las EPS liberadaso al medio intersticial (Micheletti et al., 2008). Por otro
lado, se ha reportado que cuando se han encontrado metales almacenados dentro del
citoplasma (como el Cd, Cu, Hg, Niy Zn), éstos se encuentran localizados en cuerpos
de polifosfato (Fiore et al.,1998; Burgos et al., 2004; Puyen et al., 2012).

4.4 Concentracion de metales en las capas
subyacentes a la mata microbiana activa

Ademas de haber evaluado la concentracion diferencial de metales entre el biofilm y la
mata microbiana en su primer centimetro, también se estudié la distribucion en
profundidad en los sedimentos subyacentes a las matas. Con excepcion de la zona alta
del estuario medio, la concentracion de metales mostro picos en los sedimentos de las
capas mas profundas al primer centimetro superficial (C2 y C3). Teniendo en cuenta el
bajo contenido de materia organica medido en estas capas y la dominancia de material
fino, es probable que los 6xidos de Fe y Mn hidratados estén desempefiando un papel
dominante en la determinacién de las concentraciones de metales (Newman et al.,
1985). Por otro lado, Des Marais (1995) y Granger y Ward (2003) sugieren que las matas
microbianas pueden conducir a la concentracion de metales en sedimentos
subyacentes. Una vez que parte de los microorganismos de la mata microbiana mueren,
los procesos de descomposicion de esta materia organica transferirian los metales
adsorbidos a ella, al sedimento subyacente. Asimismo, los microorganismos
caracteristicos de la profundidad considerada como las bacterias reductoras de azufre
y sulfato, tendrian un rol geoquimicamente importante en la precipitacion reductora de
metales toxicos (Gadd, 2004). Teniendo en cuenta la alta y sostenida concentracion de
metales en las capas subyacentes de las planicies de Almirante Brown, y asumiendo al
pH alcalino medido en las matas microbianas como descriptor del ambiente
fisicoquimico de este sitio, podrian estar ocurriendo procesos de precipitacion de
metales a causa de la disminucion de su solubilidad como iones. Ademas, la especiacion
de metales y la cantidad de sitios de union en los componentes organicos también se

verian afectados por el pH (Barranguet et al., 2000).
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El estudio de la presencia de metales en biofilms, matas microbianas y
sedimento subyacente, mostré que la mayoria de éstos estuvieron mayormente
concentrados en los sedimentos subyacentes. Esto podria atribuirse a la influencia de
los microorganismos caracteristicos de los sedimentos ubicados en esta profundidad (1
- 5. cm), asi como a la dominancia de sedimento de tamafio de grano fino. Asimismo, se
encontré que Almirante Brown se encuentra bajo un mayor impacto antrépico dado que
las concentraciones promedio de seis de los hueve metales analizados, fueron mayores

respecto a las de

Puerto Rosales, que se podria explicar por su proximidad a un basurero. En
cuanto a las capas superficiales, las matas microbianas mostraron una mayor captacion
de metales respecto al biofilm y, en la zona topograficamente mas alta de Puerto
Rosales, la concentracion de éstos fue superior a la del sedimento subyacente. Al
realizar un andlisis integrador de las variables, se encontr6 que el mayor contenido de
materia organica de origen autéctono, sumado a la adhesion de materia organica de
origen aléctono y a la secrecion de EPS por parte de los microorganismos, podria influir
en la presencia de mayores concentraciones de metales en las matas microbiana.
Ademas, se observé que los periodos de exposicion de las comunidades microbianas,
favorecieron la captacion de metales por parte de éstas, lo cual podria atribuirse a una

mayor produccion de EPS como estrategia de supervivencia ante un estrés hidrico.
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El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo estudiar en dos
ambientes estuarinos bajo impacto antropico el rol de los biofilms y las matas
microbianas en el secuestro y acumulacién de metales, asi como la influencia de estas
comunidades en la presencia de metales en las capas subyacente a la mata microbiana
activa. Para ello, ademés de la concentracion de metales, se estudiaron variables
complementarias como el contenido de materia organica, la granulometria de los
sedimentos, la influencia de la marea y, en el caso de las matas microbianas, los
parametros fisicoquimicos (pH, temperatura y potencial redox). Se realizaron diferentes
andlisis relacionando las variables observadas con el fin de hallar relaciones entre éstas
y la presencia de los metales en el biofilm y las matas microbianas tanto vertical como
espacialmente, considerando ademas la ubicacién topografica de las mismas. Los
resultados obtenidos y la discusion generada a partir de ellos permiten destacar los

puntos mas relevantes a modo de conclusion.

El andlisis de los datos obtenidos permitié, en parte, aceptar la hipétesis
planteada. Se acepta la hip6tesis de que las matas microbianas tienen un rol importante
en la captura de metales influyendo en la distribucion de estos potenciales

contaminantes, mientras que, en cuanto al biofilm, se rechaza esta afirmacion.

Las matas microbianas de planicies de marea (abordadas en este trabajo como
el conjunto de sus componentes: microorganismos, EPS y sedimento), concentraron
metales aun cuando los niveles en el ambiente fueron bajos. Esto indicaria que esta
comunidad microfitobenténica es sensible a la presencia de los contaminantes
inorganicos considerados. Los biofilms, en cambio, no mostraron una tendencia clara
en relacion al contenido de metales y las variables asociadas analizadas y presentaron
una menor concentracion respecto a la mata microbiana. Esto podria estar relacionado
a su constante adaptacion a las condiciones ambientales fluctuantes, lo cual podria
derivar en que no se encuentran las condiciones adecuadas para que ocurran los
procesos de captaciéon de metales y, en caso de que los hubiera, éstos serian
transferidos a la mata microbiana al crecer un nuevo biofilm sobre ellos. Por otro lado,
la mata microbiana presenta una mayor diversidad de microorganismos respecto a los
biofilms, lo cual le confiere ventajas en cuanto a la captacion de metales debido a los

diferentes mecanismos que presentan los microorganismos.

Como se menciond anteriormente, se midieron una importante cantidad de

variables asociadas como el contenido de materia organica, la granulometria, la
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influencia de la marea y, en el caso de las matas microbianas, los pardmetros
fisicoquimicos. Sin embargo, la mayor variabilidad esta representada por la materia
organica y la exposicién aérea de los sedimentos. El rol de las matas microbianas en
cuanto a la captacion de metales se relacion6 con el mayor contenido de materia
organica y se encontré restringido a las matas microbianas que estuvieron bajo una
menor influencia de la marea. Las comunidades microbianas sometidas a frecuentes
periodos de exposicion promoverian la produccion de EPS por parte de diatomeas y

cianobacterias, los cuales tienen afinidad por la unién de iones metélicos.

Los metales estuvieron mas concentrados en las capas mas profundas a las
matas microbianas activas. Si bien podria haber una influencia de aporte por parte de
las matas microbianas luego de su descomposicion, la mayor concentracion en las
capas subyacentes podria atribuirse a la presencia de material fino y a los procesos
geoquimicos mediados por los microorganismos bacterianos presentes en ellas. Un
estudio taxondémico complementario de la diversidad bacteriana presente en
profundidad permitiria corroborar esta observacion. Asismismo, un estudio geoquimico
de los sulfuros de metales, generados en ambientes reductores como el descripto para

Almirante Brown, complementaria los estudios realizados en ésta tesis.

Se encontrd que las matas microbianas estudiadas presentaron caracteristicas
fisicoquimicas diferentes entre el estuario medio (Puerto Rosales) e interno (Almirante
Brown), y en cuanto a los contaminantes inorganicos. Asi, Almirante Brown mostr6 que
se encuentra bajo una mayor presion antropica respecto a Puerto Rosales. Esto podria
deberse tanto a la influencia del ex basurero municipal Belisario Roldan como a los
efluentes domiciliarios que son liberados a través del canal Maldonado. Su efecto seria
de mayor envergadura al producido por los residuos cloacales y residuos de actividades

portuarias emitidos en el estuario medio en la zona de Puerto Rosales.
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ANEXO
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Figura 49. Registro de mareas del sitio Puerto Rosales (PR). La banda verde demarca la altura topografica
a la cual se encuentran las zonas Ay B (zA y zB). Las flechas indican la fecha de campafia (continGa en la
proxima pagina).

133



Puerto Rosales (PR)

ene-13 abr-13
5 5
49 49
48 48 i
o AT 47 !
€ 12 i -
= 45 Y
S 44 44 2
2 43 43
“2 Hel ¥ =
O i A 500 W W
feb-13 may -13
5 5
49 49
43 48
—~ 47 47
E 458 4.6
o 45 : 45
g 4 i
43 3
R SE= T = =
4'1 1 Iﬂ ’4 tu e
mar-13 Jun-13
5 5
49 49
48 48 i
47 47 i
£ 46 46 i
= 45 - 45 §
S 44 1 44
£ 43 43
42 42
A .1 4 t

Figura 49. Registro de mareas del sitio Puerto Rosales (PR). La banda verde demarca la altura topografica
a la cual se encuentran las zonas Ay B (zA y zB). Las flechas indican la fecha de campafia.
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Almirante Brown (AB)
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Figura 50. Registro de mareas del sitio Almirante Brown (AB). La banda verde demarca la altura topografica
a la cual se encuentran las zonas Ay B (zA y zB). Las flechas indican la fecha de campafia (continta en la
préxima pagina).
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Figura 50. Registro de mareas del sitio Almirante Brown (AB). La banda verde demarca la altura topografica
a la cual se encuentran las zonas Ay B (zA y zB). Las flechas indican la fecha de campafia.
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