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Resumen

Los ensayos de laboratorio, definidos como experimentos en los que se cuantifica la
respuesta de los organismos vivos al efecto de una sustancia del ambiente, posibilitan
alcanzar multiples metas. Dentro de las mismas se incluyen: caracterizar los rangos
ambientales oOptimos de las especies, el establecimiento de los limites de las
descargas artificiales, la prediccion de consecuencias ambientales producidas por
descargas artificiales, la proteccion de especies importantes y de las estructuras y
funciones de los ecosistemas. Erodona mactroides es una especie endémica del
Atlantico Sudoccidental y de las mas abundantes en aguas mixohalinas de algunas
regiones de Argentina, Brasil y Uruguay. En nuestro pais, es un bivalvo de gran
relevancia y cuyo conocimiento ecoldgico es muy escaso. En este contexto, se
implementaron ensayos de laboratorio de corto plazo tomando a E. mactroides como
especie modelo y utilizando organismos colectados en Playa Penino (Rio de la Plata).
Se evalud la respuesta letal (mortalidad) de individuos de talla grande y chica de E.
mactroides a las variaciones de salinidad (de 0,3 a 20 %.). Ademas, se realizaron
estimaciones de las tasas de filtracién de los bivalvos en relacién a distintas variables
(e.g. tiempo experimental, tipo de alimento, volumen de agua experimental), asi como,
para las distintas tallas de individuos de la especie. En general, a partir de estos
ensayos, se pudo conocer la potencialidad de esta especie como modelo para
estudios de laboratorio y establecer un protocolo de trabajo en laboratorio con la
misma. En particular, se observd que la especie esta ampliamente adaptada a
cambios de salinidad a corto plazo, no evidencidndose una significativa mortandad ni
de individuos de talla grande ni chica a valores de salinidad elevados. Sin embargo, se
observo una mortalidad diferencial entre las tallas, siendo los individuos de talla chica
altamente afectados por la menor salinidad. Por otro lado, el comportamiento de la
tasa de filtracion de este bivalvo fue muy variable. En primera instancia, la tasa de
filtracion fue similar, sin evidenciarse una reduccion significativa durante 8 horas, en
ambas tallas testeadas. Sin embargo, en otros bioensayos la tasa decay6 en el
tiempo. Ademas, se evidencio que cuando a los bivalvos se les ofrecié como fuente de
alimento una cianobacteria y un alga eucariota unicelular, los mismos mostraron una
preferencia por las cianobacterias. Los volimenes de agua experimentales empleados
no tuvieron un efecto significativo sobre las tasas de filtracion de los organismos. Por
ualtimo, la filtracién de los individuos de talla grande fue mayor con respecto a la de
menores tallas, excepto en uno de los bioensayos realizados. De esta manera, el
desarrollo de esta Tesina representa un aporte fundamental para el conocimiento de la
especie y sienta las primeras bases para futuros trabajos de indole experimental con
E. mactroides.



1. INTRODUCCION

1.1 Bioensayos

Los bioensayos han sido herramientas ampliamente utilizadas en el marco de la
ecotoxicologia, la cual se ocupa del estudio del efecto y destino de los agentes toxicos
de origen antropogénico en los ecosistemas acuicolas y terrestres (Larrain, 1995).
Estos se definen como ensayos en el cual el poder o potencia de una sustancia es
medido a través de la respuesta de los organismos vivos o sistemas vivientes (Ronco
et al., 2004). Asi, la implementacion de estos bioensayos posibilita alcanzar multiples
metas, entre ellas, caracterizar los rangos ambientales 6ptimos de las especies, el
establecimiento de los limites de las descargas artificiales, la prediccion de
consecuencias ambientales producidas por descargas artificiales, la proteccion de
especies importantes y de las estructuras y funciones de los ecosistemas (Cairns &

Pratt, 1989).

La aplicabilidad que poseen los bioensayos de laboratorio es amplia. Por ejemplo,
mediante la ejecucion de estos experimentos se pueden estudiar los posibles efectos
letales generados por herbicidas presentes en el agua en sistemas costeros afectados
por descargas artificiales (Sauco et al, 2010). Ademas, los mismos son
frecuentemente utilizados como herramienta para el estudio de: toxicidad relacionada
a los sedimentos, impacto ecoldgico producido por sedimentos contaminados, y
evaluacion de la calidad de los mismos (Chapman & Long, 1983; ASTM, 1992; Luoma
& Carter, 1993; Costa el al., 1998). En este contexto, Lacma et al. (2007) mediante
ensayos de laboratorio, examind en qué medida la toxicidad del cromo presente en los
sedimentos marinos afecta la mortalidad y la capacidad de enterramiento del bivalvo
Donax obesulus. Por otra parte, los ensayos ecotoxicoldégicos se han convertido en

herramientas cada vez mas importantes en los estudios de evaluacion de riesgo en



ecosistemas terrestres y acuaticos (Aradjo et al., 2006). Asi por ejemplo, ensayos con
el pez Poecilia reticulata fueron incluidos en programas de biomonitoreo para evaluar
el proceso de rehabilitacion de un lago acido (Aradjo et al., 2006). Asimismo, otros
organismos acuaticos, como bacterias, pulgas de agua (Daphnia) o algas son

utilizados en ensayos ecotoxicologicos (Boluda et al., 2002).

Estos ensayos pueden ser clasificados con respecto a su area de aplicacion en: de
campo o laboratorio. Ademas, se pueden distinguir de acuerdo al nivel de organizacion
biolégica: desde molecular a ecosistémico, realizandose mas comunmente las pruebas
a nivel de organismo (Gandrass & Salomons, 2011). Asimismo, se pueden dividir de
acuerdo a la duracion de la exposicién en agudos, sub-crénicos y crénicos. En este
sentido, para la mayoria de los invertebrados y vertebrados, los bioensayos de
toxicidad aguda toman un méaximo de 96 hrs (Gandrass & Salomons, 2001).
Numerosas especies de invertebrados se han utilizado en el desarrollo de trabajos de
laboratorio de corto plazo, con el fin de evaluar la toxicidad que diversos agentes
pueden producir sobre estos organismos. Asi por ejemplo, el cladécero Daphnia
magna ha sido utilizado como herramienta para llevar a cabo experimentos de corto
plazo, relacionados con la toxicidad producida por contaminantes quimicos (Gaete &
Paredes, 1996). Asimismo, lannacone et al. (2002) utiliz6 el caracol Physa venustula
para ensayos agudos en laboratorio, demostrandose el efecto tdxico de ciertos
plaguicidas sobre esta especie. Por otro lado, con la especie Mesodesma mactroides
(Bivalvia) se evidenciaron los efectos adversos derivados de la descarga artificial (i.e.
Canal Andreoni) mediante experimentos de laboratorio de corto plazo (Sauco et al.,

2013).

En la implementacion de los bioensayos, tanto agudos como crénicos, los organismos
experimentales son expuestos a concentraciones crecientes de un agente toxico, con

el proposito de determinar algin cambio en éstos durante un cierto periodo de tiempo



(Larrain, 1995), y de esta manera establecer relaciones concentracion-respuesta bajo
condiciones controladas (Silva et al., 2003). Usualmente el cambio es valorado a
través de la estimacion de valores medios de mortalidad (e.g. Concentracion Letals,

<96 h) (Dunlop et al., 2007).

La seleccién del organismo modelo a utilizar en este tipo de pruebas radica en los
siguientes aspectos: su alta disponibilidad, abundancia, y amplia distribucion, su alta 'y
constante sensibilidad a los téxicos, su importancia econdémica, su representatividad
en el nivel trofico asi como su significado ambiental en relacion con el area de estudio.
Ademas, es importante que sean sencillos su cultivo y su adaptabilidad a las
condiciones de laboratorio (Ronco et al., 2004). En este contexto, muchos son los
grupos de organismos recomendados para la ejecucion de bioensayos, y entre ellos
los bivalvos han sido ampliamente utilizados, debido a su facil coleccion y mantencion

(Reish & Oshida, 1987).

1.2 Erodona mactroides (Bosc, 1801)

Erodona mactroides; comunmente llamado berberecho de laguna, es una especie
endémica del Atlantico Sudoccidental (Bemvenuti & Rosa-Fhilo, 2000) y de las méas
abundantes en aguas mixohalinas de rios, lagunas y estuarios, de algunas regiones de
Argentina, Brasil y Uruguay (Costa, 1971; Jorcin, 1996). En Brasil, dicha especie es
encontrada a lo largo de las costas de Rio Grande do Sul, presentando una elevada
densidad en la Laguna de los Patos (Rosa-Filho & Bemvenuti, 1998; Bemvenuti &
Netto, 1998). Dentro de Uruguay, E. mactroides ha sido hallada en el Departamento de
Colonia, la desembocadura del Rio Santa Lucia, y de los arroyos Pando, Solis Chico,
Solis Grande, Maldonado, Valizas y Chuy, asi como, en las lagunas José Ignacio,
Garzén, Rocha, del Diario y de Castillos, y bahia de Montevideo. Ademas, ocurre en la

provincia de Buenos Aires (Olazarri, 1966; Jorcin, 1996; Scarabino, 2006). Este



bivalvo, cavador superficial y suspensivoro (Garcia, 2005), suele encontrarse en
fondos arenosos y areno fangosos de aguas salobres y dulces (Ageitos de
Castellanos, 1967). En la Tabla 1. se detallan valores de salinidad de algunos de los

sitios en los cuales E. mactroides ocurre.

Tabla 1. Rangos de salinidad (*Espacial, **Temporal ) en algunos sitios en donde
E. mactroides ocurre. Referencia: 1. Mufiiz & Venturini (2001); 2 . Rosa & Bemvenuti
(2006); 3. Passadore (2007); 4. Meerhoff (2009)

Sitio Salinidad (%o) Referencia
A. Solis Grande (Uruguay) 2.6 - 32.0* 1
L. de los Patos (Brasil) 0.5-10.5* 2
A. Pando (Uruguay) <2 -14.6** 3
L. de Castillos (Uruguay) 0.19 - 6.99** 4
L. de Rocha (Uruguay) 6.16 - 16.26** 4
L. Garzon (Uruguay) 15-11.6** 4
L. José Ignacio (Uruguay) 6.8 - 21.7** 4

La especie se caracteriza por ser de pequefio tamafio, con concha lisa y blanquecina,
y con la valva derecha mas grande que la izquierda. Es una especie con elevada tasa
de crecimiento y alta estacionalidad, correspondiendo las menores tasas de
crecimiento durante los meses de invierno, coincidente con bajas temperaturas y
salinidades (Santana & Fabiano, 1999). Se ha visto que los individuos de Erodona
mactroides pueden presentar tallas de entre 0.42-43.22 mm, como el caso de las
registradas para la Laguna de Rocha (Jorcin, 1996). En la Laguna de los Patos los
juveniles mostraron ser de tallas menores a 20 mm (Geraldi, 2002; Colling et al.,

2010).

En la Laguna de los Patos, la especie mencionada cumple un importante rol tréfico,
siendo una de las principales especies consumidoras de fitoplancton dentro de los

invertebrados benténicos (Anacleto & Traversim, 2006).



En Uruguay, E. mactroides se extrae ocasionalmente y artesanalmente a pequefia
escala, por parte de los pescadores con rastras manuales. La comercializaciéon de éste
bivalvo se lleva a cabo en la Laguna Garzén, pero ademas es explotada en las
lagunas de Castillos y de Rocha (esporadicamente) y en los arroyos Maldonado y
Solis Grande (Santana & Fabiano, 1999; Scarabino et al., 2006; Viana, 2009; Trimble

et al., 2010).

Si bien para Uruguay se han documentado investigaciones en donde se hace
referencia a esta especie, en esencia, los estudios se han realizado dentro de un
contexto de nivel de organizacion comunitario (Jorcin, 1999; Muniz & Venturini, 2001,
Lercari & Defeo, 2006; Cortelezzi et al., 2007; Passadore et al., 2007; Meerhoff, 2009),
por lo tanto, la falta de informacién de caracter poblacional vinculada a este bivalvo es
amplia. Es asi que se considera necesario el llevar a cabo proyectos de naturaleza
particular. Erodona mactroides es un bivalvo de gran abundancia, amplia distribucion
geografica, e importancia ecolégica y econémica, entre otros atributos; por lo cual
podria ser considerada como posible especie modelo para el trabajo en laboratorio.
Asi, la informacion obtenida de la ejecucién de ensayos de laboratorio contribuiria al
conocimiento de la especie y sentaria las primeras bases para futuros trabajos de

experimentacion con este bivalvo.

1.3 Rol de la salinidad en los invertebrados acuati cos

La salinidad del medio acuético tiene una fuerte influencia en la distribucion y
abundancia de los organismos (Begon et al., 2006). La salinidad en areas costeras se
reduce con respecto a la ocednica debido a la escorrentia de agua dulce, generandose
asi gradientes de salinidad desde condiciones marinas a condiciones completas de
agua dulce. Por otra parte, este factor abidtico puede ejercer efectos indirectos

mediante la modificacién de la composicion de especies en una comunidad, y por lo



tanto provocar cambios indirectos en las demas especies, en la estructura y
funcionamiento de los ecosistemas (Kinne, 1971). Solamente aquellas especies
capaces de tolerar frecuentes fluctuaciones en la salinidad podran explotar y

adaptarse a éste gradiente (Raffaelli & Hawkins, 1996).

Asi, los organismos acuaticos viven dentro de un rango de salinidad, marcado por los
limites inferior y superior de tolerancia, mas alla de cuales mueren a corto plazo. Estos
limites dependen del origen filogenético, el estado fisioldgico, la edad (etapa del ciclo
de vida), el sexo o el tamafio del individuo, asi como de los valores historicos de
salinidad del ambiente (Kinne, 1966). La salinidad afecta las respuestas funcionales y
estructurales de los invertebrados, a través de cambios en: la osmoconcentracion, la
proporcion relativa de solutos, el coeficiente de absorcion, saturacion de oxigeno
disuelto, entre otros parametros. Evaluar detalladamente la tolerancia de las especies
a cambios en la salinidad solamente en base a estudios de campo, resulta complejo
debido a que los efectos de la salinidad pueden ser modificados simultdneamente por
otros factores ambientales, como la luz, la temperatura, el movimiento del agua, los
gases disueltos, nutricion, e interacciones biologicas. Sin embargo, informacion mas
detallada de la tolerancia a las variaciones de salinidad puede ser obtenida mediante

experimentos de laboratorio bajo condiciones ambientales controladas (Kinne, 1971).

Dentro de este marco, numerosos trabajos de laboratorio han demostrado el impacto
de la salinidad sobre diversos aspectos vitales de los moluscos bivalvos. En patrticular,
Davis & Calabrese (1964) comprobaron que la salinidad afecta la tolerancia a la
temperatura de larvas de la almeja Mercenaria mercenaria y de la ostra Crassostrea
virginica. Por otro lado, se ha demostrado que la salinidad influencia de forma
significativa la tasa de filtracion del bivalvo Perna viridis (Rajesh et al., 2001).
Asimismo, se observé que el bivalvo Scrobicularia plana cuando se expone a valores

bajos de salinidad por largos periodos, inicialmente cierra sus valvas y las abre



gradualmente luego de 5-7 dias (Akberali, 1978). Los mejillones también cierran sus
valvas frente a los cambios de salinidad (Kim et al., 2001). Ademas, Marsden (2004)
evidencio el efecto de la salinidad sobre la supervivencia, el crecimiento y el estado en

la almeja Austrovenus stutchburyi.

La calidad del agua y la salinidad, los regimenes hidricos, la biota y los ecosistemas
costeros se han visto modificadas por diversas fuentes de impacto humano (Irlandi et
al., 1997; Serafy et al., 1997; Lercari & Defeo, 1999; 2006; Lercari et al., 2002). Por
ejemplo, las descargas artificiales de agua dulce, el incremento de las descargas de
efluentes urbanos, industriales y agricolas y la construccion de embalses y represas
han sido identificadas como tales agentes (Irlandi et al., 1997; Serafy et al., 1997;
Lercari & Defeo, 1999; 2006; Lercari et al.,, 2002). Asimismo, el cambio global,
también, ha sido atribuido a actividades antropogénicas (e.g. por uso de combustibles
fésiles, la agricultura y cambios en el uso de las tierras). Este fendmeno resultaria en
un incremento en la temperatura terrestre y marina, el nivel del mar, y precipitaciones
mas intensas, entre otras consecuencias (IPCC, 2003). En este contexto, los
regimenes hidricos y la salinidad costera también se verian alterados (Jackson et al.,
2001). Asi, entender los posibles efectos que tiene la salinidad sobre los organismos
de E. mactroides a través de ensayos de laboratorio es de suma relevancia, ya que las
consecuencias abidticas y bibticas en los ecosistemas derivadas de la alteracion de

este factor son amplias (McLeod & Wing, 2008).

1.4 Filtracion en bivalvos

Los bivalvos han desarrollado varios mecanismos de alimentacion, entre ellos, la
alimentacion por filtracidon, que consiste en la remocidon de material en suspension
(fitoplancton, bacterias, zooplancton y material particulado) desde la columna de agua

(Dame, 1996). Los bivalvos filtradores juegan un rol clave en los ecosistemas



acudaticos, debido a que mediante el consumo de fitoplancton, reciclan los nutrientes y
proveen el nexo entre la trama trofica pelagica primaria y la benténica (Viergutz et al.,
2012), re-direccionando, asi, el flujo de energia y ciclado de materia en toda la trama
trofica (Marroni, 2012). En este sentido, el conocimiento de las tasas de filtracion de
los bivalvos es fundamental para predecir con precision el rol de los bivalvos en el
control de la disponibilidad fitoplanctonica y otras particulas y la produccion primaria
(Crandford et al., 2003), y para establecer su potencial uso como técnica de
restauracion de los ecosistemas y remediacion de la eutrofizacién cultural (Newell &
Koch, 2004; Fulford et al., 2007). Por otro lado, debido a la habilidad de los bivalvos de
filtrar grandes volumenes de agua y acumular contaminantes, éstos han sido
ampliamente usados para el monitoreo de los cambios temporales y espaciales de la
contaminacion de los ecosistemas. Dentro de este marco, la tasa de filtracién ha sido

utilizada como un indicador de toxicidad de corto plazo (Mouabad et al., 2001).

Diversas metodologias han sido utilizadas con el propdsito de obtener una estimacion
de la tasa de filtracion de estos organismos. Uno de ellos es el denominado
“Clearance method” o método indirecto, en el cual la tasa de filtracion se define como
el volumen de agua aclarado de particulas suspendidas por unidad de tiempo. El
decaimiento del nimero de particulas en funcién del tiempo es monitoreado mediante
la toma de muestras de agua a intervalos fijos de tiempo, y con la medicion de la
concentracion de las mismas. Si bien el método presenta algunas dificultades (e.g. la
concentracion de particulas cae durante el experimento) ha demostrado ser un

procedimiento confiable y ampliamente utilizado en bivalvos (Riisgard, 2001b).

1.5 Justificaciéon del estudio

La produccion bibliogréfica acerca del efecto que ejerce la salinidad sobre aspectos

tales como la sobrevivencia o fisiologia de los individuos a través de experimentos de



laboratorio en bivalvos es extensa (Davis, 1958; Navarro, 1988; Marsden, 2004;
Nakamura, 2005; Guzman-Aguero et al., 2013), no obstante, resalta la notoria carencia
de estudios de esta indole en Uruguay. Por otra parte, Lercari & Defeo (2006)
destacan el efecto negativo que produce la variabilidad de salinidad generada por
factores antropogénicos (e.g. construccién del Canal Andreoni) sobre la macrofauna
costera. Ademas, ya se ha evidenciado la problemética del cambio climatico, y se
reconoce que el mismo produce alteraciones de salinidad, con la consecuente
implicancia sobre las especies (Defeo et al., 2008). A pesar de esto, aun para
Uruguay, resta mucho por conocer del impacto producido como consecuencia de los
cambios de salinidad asociados a factores antrépicos. Debido a esto, es de crucial
importancia analizar los posibles efectos producidos por dicho pardmetro, con énfasis

en especies de relevancia como lo es E. mactroides.

Los bivalvos desemperfian un primordial papel trofico en los ambientes acuaticos, dado
que son el nexo entre la trama pelagica y benténica (Crandford et al., 2003). En este
sentido, E. mactroides como parte de la trama bentdnica podria tener un valioso papel
ecosistémico dentro de los sistemas costeros en los cuales habita. Asi, el
conocimiento de la tasa de filtracion de este bivalvo es de suma importancia para

sentar las primeras bases hacia el apropiado manejo del recurso.

En particular, evaluar la distribucion de valores de susceptibilidad a la salinidad en
laboratorio, contribuye a determinar el riesgo que esta especie puede sufrir debido a
alteraciones hidricas. La susceptibilidad a cambios en la salinidad se puede derivar
mediante experimentos de laboratorio concentracion-respuesta que permiten estimar
valores medios de mortalidad (e.g. Salinidad letalsp:SLso <96 h) (Dunlop et al., 2007).
Ademas, es posible mediante métodos de laboratorio obtener medidas de la tasa de
filtracion de bivalvos suspensivoros (Riisgard, 2001b). Conjuntando este tipo de

informacion se puede preparar una estrategia para el adecuado empleo de la especie.
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En este contexto, en la presente Tesina se planteé una aproximacion experimental con

la finalidad de obtener un marco de referencia para Erodona mactroides.

En particular, se pretende responder las siguientes preguntas:
¢Erodona mactroides es potencialmente util para evaluar efectos de cambios
ambientales mediante bioensayos?

¢, Como afecta la variacion de salinidad a la sobrevivencia de Erodona mactroides?

1.6 Objetivo general y especifico

El objetivo general de esta Tesina es analizar la potencialidad de Erodona mactroides
como especie modelo para bioensayos de laboratorio a los efectos de evaluar cambios

ambientales naturales o antropicos.

Dentro de este marco, se proponen los siguientes objetivos especificos:

1) Establecer un protocolo de laboratorio para mantener a la especie en cautiverio
durante periodos prolongados.

2) Evaluar la respuesta de la especie a cambios de salinidad.

3) Establecer los lineamientos necesarios para la realizacion de experimentos de

laboratorio basados en tasas de filtracion.

1.7 Hipdtesis de trabajo

En este contexto, se plantean las siguientes hipotesis de trabajo:

1) Considerando que la especie ocurre en regiones de baja salinidad, el aumento de
ésta incidiria en la sobrevivencia de los individuos de Erodona mactroides,
reflejdndose en una mayor mortalidad en salinidades mayores, marcadamente

diferentes a la que la especie comunmente habita.
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2) Los cambios de salinidad produciran mortalidades diferenciales de individuos de
Erodona mactroides. Asi, los individuos de mayores tallas presentaran una mayor
tolerancia frente a cambios de salinidad que los de tallas menores ya que los estadios
tempranos son mas susceptibles a las variaciones ambientales. Como consecuencia
de esto, se predice una mayor mortalidad para individuos de tallas menores.

3) La dinamica de filtrado de los individuos de Erodona mactroides varia a lo largo del
tiempo, esperandose que la tasa de filtracibn sea mayor al inicio del experimento, y
que la misma vaya disminuyendo con el transcurso del tiempo. A su vez, se predice
gue la tasa de filtracion de los individuos de talla grande seria mayor que la de los
individuos de talla chica.

4) La tasa de filtracién depende del tamafio de las particulas de alimento. Se espera
que los individuos de Erodona mactroides tengan preferencia por alimento de menor
tamafio. A su vez, se predice se predice que la filtracion de los individuos de talla
grande seria mayor que la de los individuos de talla chica.

5) Tomando en cuenta que el proceso de filtracién esta vinculado al volumen de agua,
se espera que la tasa de filtracion sea mayor cuanto mayor es el volumen de agua. A
su vez, se predice se predice que la filtracion de los individuos de talla grande seria

mayor que la de los individuos de talla chica.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Area de muestreo

El 4rea de muestreo comprendié a la Playa Penino, ubicada en el extremo Sur-Este
del Departamento de San José, en la Ciudad del Plata, Uruguay, entre los kilbmetros
23 (34° 46’ 51,5”S - 56° 21’ 25,2” W) y 31 (34° 45’ 11,7'S - 56° 26’ 12,3"W), tomando
como referencia la ruta 1, siendo sus limites por el sur y suroeste, 8,5 km de franja
intermareal y aguas costeras del ultimo tramo de la desembocadura del Rio Santa
Lucia y el contiguo del Rio de la Plata, y por el este, norte y noroeste, la Ruta 1
(nueva), desde el puente que comunica con Santiago Vazquez al km 31 (Arballo &
Bresso, 2007). Esta area con alto dinamismo se caracteriza por la presencia de
diferentes tipos de ambientes (aguas estuariales, marismas, pastizales, y campos
dunares) lo que posibilita la ocurrencia de una gran diversidad de especies tanto
animales como vegetales (Arballo, 1996; Arballo & Bresso, 2007). La playa fue
considerada como uno de los lugares mas amenazados de la costa uruguaya
(EcoPlata, 2000), estando sujeta a las constantes amenazas ocasionadas por la
urbanizacion y contaminacién ambiental (Rocha, 1999). Asi, en el afio 1996, la
Municipalidad de San José la declara Reserva Ecoldgica, y ha sido incluida como
parte de la propuesta de ingreso al Sistema Nacional de Areas Protegidas (SNAP) de
los Humedales del Santa Lucia bajo la categoria de manejo: Paisaje Protegido

(Bernardi, 2007).

2.2 Muestreo de campo

Se realizaron numerosos muestreos de campo previos para la realizacion de los
ensayos pilotos. Asimismo, se realizaron 4 muestreos de campo para los 4 ensayos

finales. Estos fueron realizados en condiciones de viento norte (condiciones que
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favorecen el acceso a la zona y la extraccion de los organismos). En cada muestreo se
colectaron entre 250-300 individuos de dos tallas distintas de Erodona mactroides. Los
organismos fueron extraidos con pala de la superficie de la zona intermareal,
colocados en contenedores con arena humeda, y transportados en oscuridad al
laboratorio para su posterior procesamiento. En el sitio de estudio se midié la salinidad

y temperatura del agua con un medidor multiparametro YSI EcoSense EC300.

2.3 Tratamientos en laboratorio

En el laboratorio los organismos fueron limpiados y seleccionados de acuerdo a su
estado, descartandose organismos con valvas rotas o rajadas. Ademas, los bivalvos
colectados fueron medidos a lo largo del eje antero-posterior con un calibre Vernier de
0.01 mm de precision y se clasificaron en dos clases, talla grande (20-25 mm) y talla

chica (10-15 mm), previamente al desarrollo de los experimentos.

2.3.1 Aclimatacion de los bivalvos (Objetivo 1)

La aclimatacion de los bivalvos, previa al desarrollo de los ensayos, se realizé en un
cuarto climatizado mantenido a la misma temperatura registrada para el sitio de
extraccion, durante un periodo de 7 dias (Reish & Oshida, 1987). Para esto, los
organismos separados por talla se colocaron en contenedores de vidrio de 60 | de
capacidad (misma salinidad que en el lugar al momento de colecta) cada una con su
propia oxigenacion. El medio en el cual se mantuvieron los organismos experimentales
consistié en agua potable previamente declorada con sal marina comercial agregada.
El agua se cambi6 cada 2 dias para mantener el adecuado estado de la misma (Sauco

et al., 2013).

Durante este periodo los individuos permanecieron en completa inanicion (Reish &

Oshida, 1987). Los factores abidticos (salinidad, temperatura y oxigeno disuelto), y los
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individuos se monitorearon cada 24 hrs. La salinidad y la temperatura se midié con un
YSI EcoSense EC300 y el oxigeno disuelto con un oximetro de mano EcoScan DO6
Estos equipos se utilizaron para la medicién de estas variables en todos los ensayos.
Los organismos muertos se removieron y registraron. La mortandad de los animales
colectados no puede superar el 10-20% dentro de uno o dos dias luego de colectados
(Reish & Oshida, 1987). Se consideraron animales muertos si el pie y los sifones estan
extendidos, y borde del manto sin reaccion o cuando sus valvas estan abiertas (Ansell,

1980).

2.3.2 Aclimatacion del cultivo de cianobacterias y algas

Para evaluar el comportamiento de las cianobacterias y algas a las nuevas
condiciones de luz experimentales se realiz6 un ensayo exploratorio. Para esto se
coloco una concentracion inicial de Cyanobium sp. (Cianobacteria, MVCC22, Seccién
Limnologia) o Nannochloropsis sp. (Eustigmatophyceae, Cultivo de Undecimar) en
recipientes de plastico de 1 | de capacidad, cada uno con su propia oxigenacion de
manera de asegurar la suspension de los cultivos. Se ejecutaron 3 réplicas para cada
cultivo, y la clorofila a fue tomada a T=0 hrs, T= 2 hrs, y T= 4 hrs. La clorofila a in vivo
se midi6é con un fluorémetro Aquafluor, Turner. Ademas, se registré la intensidad de la
luz fotosintéticamente activa (luz visible) presente en las dos salas donde se
mantuvieron los cultivos, y en el cuarto climatizado donde se llevaron a cabo los

experimentos. La intensidad de la luz se midié con radiometro (Li-COR), sensor 4 PI.

Previo a la ejecucion de los ensayos de filtracion (12 horas), las algas fueron
colocadas en los recipientes experimentales a la salinidad, temperatura y luz en la cual
se llevd a cabo el experimento con el propdsito de lograr la aclimatacion de las mismas
a las nuevas condiciones experimentales. La aclimatacién de 12 horas previas a los
ensayos se realizé en base a los resultados obtenidos del previo ensayo exploratorio

del comportamiento de las cianobacterias y las algas.
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2.3.3 Disefio experimental

Ensayo de sobrevivencia (Objetivo 2)

Con el propdésito de evaluar la respuesta letal de los individuos de Erodona mactroides
a los cambios de salinidad se efectué un experimento de laboratorio de corto plazo. El
experimento se realizé a la misma temperatura ambiental que se mantuvieron durante

la aclimatacion.

Para este ensayo un total de 60 individuos de talla grande y 60 de talla chica de E.
mactroides fueron expuestos a diferentes concentraciones de salinidad durante 96 hrs.
Se hicieron un total de 6 tratamientos de salinidad (0.3, 5, 10, 15, 20 + un tratamiento
control, salinidad del sitio en dia de colecta) replicados cada uno 10 veces para cada
una de las clases de tallas. Las concentraciones fueron establecidas mediante

ensayos de laboratorio de salinidad previos.

Los bivalvos fueron colocados individualmente en frascos de plastico de 1 | de
capacidad, cada uno con su propia oxigenacion. Las concentraciones de salinidad se
alcanzaron mediante diluciones a partir de una soluciéon madre, la cual se prepard con
agua de potable previamente declorada con sal marina comercial agregada. Cada 24
hrs se contabilizaron y registraron los organismos muertos de cada tratamiento. No
mas del 10% de mortalidad de individuos puede ocurrir en el control para que el
experimento sea aceptable (Reish & Oshida, 1987; Sauco et al., 2013). Ademas, se

midieron los pardmetros abidticos mencionados anteriormente.

Ensayos de tasa de filtracibn  (Objetivo 3)

Con el objetivo de establecer un protocolo para experimentos basados en tasas de

filtracibn se realizaron distintos bioensayos de laboratorio con individuos de talla
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grande y chica de Erodona mactroides. La estimacion de la tasa de filtracion se basa
en medir el decaimiento de la clorofila a in vivo como consecuencia de la ingestion de

las cianobacterias o las algas por parte de los organismos.

Para los bioensayos se utilizé un cultivo estatico de Cyanobium sp. (Picocianobacteria)
mantenido en medio BG 11 y fotoperiodo 16:8 hrs. luz/oscuridad a 26 °C. Pruebas
pilotos revelaron que estas algas son consumidas por los individuos de Erodona
mactroides, y que la concentracion de las mismas decrece dentro de las primeras 4
horas de ensayo. Ademas, se empleé un cultivo de Nannochloropsis sp.

(Eustigmatophyceae) para el bioensayo de preferencia de alimento.

Previo a la ejecucion de los experimentos se realizd un conteo de las células de
cianobacterias y algas para obtener una estandarizacion entre el numero de células/ml
y el valor de unidad de fluorescencia (UFR) relativa de clorofila a in vivo
(proporcionada por el fluorbmetro Aquafluor, Turner. Este equipo se utilizd para la

medicion de la clorofila a in vivo en todos los bioensayos.

> Bioensayo 1: Estimacion de la tasa de filtracion de los individuos de Erodona

mactroides en el tiempo

En este bioensayo, los individuos de talla grande y chica se colocaron individualmente
en frascos de plasticos de 1 | de capacidad a la misma salinidad de la aclimatacion,
con una concentracion inicial de cultivo de 1.10° cel/ml de Cyanobium sp. El control
fue el tratamiento que contenia solamente cultivo de la cianobacteria. La salinidad
experimental se alcanzé mediante diluciones a partir de una soluciéon madre, la cual se
prepar6é con agua potable previamente declorada y sal marina comercial (se repite el

protocolo para los siguientes ensayos).

Se realizaron 3 réplicas de cada tratamiento (bivalvos de talla grande, bivalvos de talla

chico y cianobacterias solas). Cada uno de los recipientes conté con su propia
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oxigenacion de manera de asegurar el oxigeno disuelto y la suspensién de las
cianobacterias. El volumen de agua que se utilizé en este experimento fue de 0,500 I.
El decaimiento de la clorofila a in vivo se midié cada 1 hr hasta las 8 hrs, y luego a las
24 hrs. Ademés, se midieron la salinidad, la temperatura y el oxigeno disuelto a lo

largo del bioensayo.

Asumiendo que las particulas son 100% eficientemente retenidas, la tasa de filtracion
(Riisgard, 2001b) (F) se calcul6 como: F= (V/nt) x Ln (Co/Ct), donde V es el volumen
de agua, n, el nmero de individuos, t, es el tiempo, y Co y Ct es la concentracion de la

cianobacterias al tiempo 0 y t respectivamente.

> Bioensayo 2: Estimacion de la tasa de filtraciéon de los organismos de

Erodona mactroides con dos ofertas alimenticias (Objetivo 3)

En este bioensayo, los organismos fueron expuestos a dos ofertas alimenticias
distintas. Para esto los mismos se colocaron en frascos de plasticos de 1 | de
capacidad con una concentracion de cultivo inicial de 1.10° cel/ml de Cyanobium sp. o

de Nannochloropsis sp.

Se llevaron a cabo 3 tratamientos (bivalvos de talla grande, bivalvos de talla chica y
cianobacterias o algas solas) en un volumen de 0,500 I. En este experimento se
colocaron 3 organismos por recipiente, y el control fue el tratamiento que contenia
solamente algas. Cada uno de los recipientes conté con su propia oxigenacion de
manera de asegurar el oxigeno disuelto y la suspension de las cianobacterias y las
algas. El decaimiento de la clorofila a in vivo se tomé en T=0 hrs, T=4 hrs, y T= 8 hrs.
Ademas, se midieron la salinidad, la temperatura y el oxigeno disuelto a la largo del

bioensayo.

18



Asumiendo que las particulas son 100% eficientemente retenidas, la tasa de filtracion
(Riisgard, 2001b) (F) se calcul6 como: F= (V/nt) x Ln (Co/Ct), donde V es el volumen
de agua, n, el numero de individuos, t, es el tiempo, y Co y Ct es la concentracién de

cianobacterias o algas al tiempo 0 y t respectivamente.

> Bioensayo 3: Estimacion de la tasa de filtracion de los individuos de Erodona

mactroides a diferentes volumenes de agua (Objetivo 3)

Para esta prueba de laboratorio, los organismos seleccionados se colocaron en
frascos de plastico de 1 | de capacidad a diferentes volumenes de agua (0,150, 0,250,
0,350 1), con una concentracion de cultivo inicial de 1.10° cel/ml de cianobacterias. La

salinidad a la que se mantendran sera igual a la de aclimatacion.

Se llevaron a cabo 3 tratamientos (bivalvos de talla grande, bivalvos de talla chica y
cianobacterias solas) para cada uno de los volumenes. En este experimento se
colocaron 3 organismos por recipiente, y el control fue el tratamiento que contenia
solamente algas. Cada uno de los recipientes cont6 con su propia oxigenacion de
manera de asegurar el oxigeno disuelto y la suspension de las cianobacterias. Las
mediciones de clorofila a in vivo y factores abiéticos se tomaron de igual forma que el
bioensayo 2 (véase Pag. 19). El calcul6 de la tasa de filtracion se realiz6 como en el

bioensayo 1 (véase Pag. 18).

2.3.4 Analisis de datos

Para la estimacidén de SLsq se utilizo el software Probit (versién 1.5). El analisis con
este software consiste en la transformacioén de las mortalidades observadas y de las
concentraciones de sal, a escala logaritmica. La relacidbn entre estas variables
transformadas es aproximadamente lineal, y a partir de este ajuste se puede calcular

el SLs, (EPA, 2002).
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Para el ensayo de sobrevivencia, las diferencias entre los tratamientos se analizaran
mediante la implementacién de un Modelo Lineal Generalizado (GLM). Los modelos
lineales generalizados (GLM, por sus siglas en inglés) son una extension de los
modelos lineales que permiten utilizar distribuciones no normales de los errores (como
Binomiales, Poisson, Gamma, etc.) y varianzas no constantes (Cayuela, 2009).
Especificamente, se puede utilizar un GLM cuando la variable de respuesta es binaria
(e.g. vivo o muerto) (Cayuela, 2009). Para este ensayo se evaluaron distintos modelos
de GLM (Familia Binomial, Enlace Logit) hasta llegar al que ajustaba mejor. Se tomo

como variable de respuesta la mortalidad y como factores fijos la salinidad y la talla.

En el caso del Bioensayo 1 se utilizd6 un Modelo Lineal Generalizado (Familia
Gamma, Enlace Identidad) para evaluar el comportamiento de la tasa de filtracién en
el tiempo vy las diferencias entre la tallas. Para el Bioensayo 2 , se aplicé un analisis de
varianza (ANOVA), ya que los datos verificaron los supuestos de normalidad y
homogeneidad. Finalmente, para Bioensayo 3, las significancias se evaluaron a
través del Mann-Whitney Rank Sum Test y del non-parametric Kruskall-Wallis Test,
debido a que no se cumplieron los supuestos de normalidad y homogeneidad, incluso
luego de varias transformaciones. Los andlisis estadisticos de los datos de todos los

bioensayos fueron realizados con el pagquete estadistico R.
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3. RESULTADOS

3.1 Ensayo de sobrevivencia

3.1.1. Aclimatacioén de los bivalvos

La salinidad registrada en la playa Penino en el momento de la colecta de los
organismos fue de 2,6 %o, el cual puede considerarse un valor bajo. Durante la etapa
de 7 dias de aclimatacion en el laboratorio, la mortandad de individuos de tallas
grande y chica de Erodona mactroides fue menor al 10%. Los datos promedios *
desvio estandar (SD) de las variables abitticas durante el periodo de aclimatacion se

detallan en la Tabla 2.

Tabla 2. Valores promedios de las variables abiétic  as + desvio estandar (SD) (salinidad,
temperatura y O ,) durante la aclimatacion para organismos de talla grande y talla chica
de Erodona mactroides

Variable Grande Chica
Salinidad (%o) 2,6+0,1 2,7+0,1
Temperatura (°C) 20,2+1,6 20,0+1,7
O, (mg/l) 7,0+1,2 7,1+1,0

3.1.2. Ensayo agudo de laboratorio

Los valores de salinidad en promedio se mantuvieron durante todo el experimento
agudo de laboratorio, en 0,3, 2,6, 5,0, 10,0, 15,0 y 20,0 %.. Los rangos de temperatura
y oxigeno disuelto registrados durante el ensayo de mortalidad fueron 19,6 - 20,0 °C y
6,2 - 6,9 mg/l, respectivamente. En la Fig. 1. se muestra el porcentaje de mortalidad
total a lo largo de todo el ensayo para los individuos de talla grande y chica de E.
mactroides. La mortalidad de los organismos de talla chica (22 %) fue mayor que los

organismos de talla grande (6,6 %).
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Fig. 1. Mortalidad total de individuos de tallagra  nde y chica de Erodona mactroides

durante el ensayo agudo de laboratorio.

Los porcentajes de mortalidad en las diferentes salinidades para ambas clases de
tallas de E. mactroides a las 24, 48, 72 y 96 horas de ensayo se muestran en la Fig. 2.
Para el caso de los individuos de talla grande se registré6 una mortandad del 10% para
las salinidades 0,3 y 15 %o, mientras que no se observaron individuos muertos de talla
chica a las 24 horas de comenzado el experimento (Fig. 2, A). Transcurridas 48 horas
de experimentacién, para el tratamiento 20 %o se evidencié 10% de mortalidad para los
individuos de talla grande. Asimismo, en los tratamientos 0,3 y 5 %o, la mortalidad de
los individuos de talla chica fue del 10% (Fig. 2, B). A las 72 horas de la
implementacion del bioensayo, se observdé que en las salinidades 0,3 y 10 %o,
murieron el 70% y el 20% de los individuos de talla chica, respectivamente (Fig. 2, C).
El porcentaje de mortalidad final para ambas tallas de E. mactroides se exhibe en la
Fig. 2, D. Para el caso de los individuos de talla grande, la mortandad no supero el
10% en ninguno de los tratamientos finalizado el ensayo. Sin embargo, para los

individuos de talla chica, el porcentaje de mortalidad ascendié al 30% en el
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tratamientol10 %o, y en el resto de los tratamientos no se evidenciaron mas organismos

muertos.
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Fig. 2. Mortalidad porcentual de los individuos de talla grande y chica de Erodona
mactroides en las distintas salinidades a las 24 (A), 48 (B), 72 (C)y 96 (D) horas de

bioensayo.

A las 24 horas de comenzado el experimento, solamente se observé mortandad para
los individuos de talla grande (Fig. 2, A). A las 48 horas de experimento, la mortalidad
en salinidad 0,3 %o fue igual para ambas tallas, mientras que en 5 %0 es mayor para la
talla chica que para la grande. En el tratamiento 20 %. ocurre lo contrario (Fig. 2, B). A
las 72 horas, en el tratamiento 0,3 %o, el porcentaje de mortalidad es mayor para los
individuos de talla chica que grande, asi como también para el tratamiento 10 (Fig. 2,

C). Al final del experimento, los individuos de talla chica presentaron mayores
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mortalidades que los individuos de talla grande en los tratamientos 0,3, 5, 10 %.. Sin
embargo el porcentaje de mortandad fue el mismo en los tratamientos 2,6 y 20 %o,
mientras que fue mayor para los individuos de talla grande en el tratamiento 15 %o (Fig.

2, D).

De acuerdo con el modelo de GLM obtenido, la probabilidad de mortalidad, sin
discriminar tallas, para el tratamiento 0,3 %o es significativamente mayor que para el
resto de los tratamientos (p<0,05), salvo para el tratamiento de 10 %. que fue
marginalmente menor (p=0,07). Ademas, este modelo mostré que los individuos de
talla chica son significativamente mas sensibles que los individuos de talla grande
(p<0.05). En la Fig. 3. se muestra el histograma para el modelo ajustado. En la Fig. 4.
se exhibe los residuos en relaciébn a los valores ajustados para el modelo, y los
cuantiles observados en relacion a los cuantiles teéricos para el modelo. En ambos
casos se observa un patron homogéneo, por lo que puede considerarse que este

modelo ajusta correctamente a los datos obtenidos.

20
1

15

Frecuencia

10

—
-
-
-

Cuantiles residuales

Fig. 3. Histograma del modelo GLM  ajustado a los resultados de mortalidad en
respuesta a la salinidad de Erodona mactroides .
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Los datos de mortalidad para los individuos de talla grande de E. mactroides obtenidos
en este bioensayo no permitieron la estimacion del SLso. Para los individuos de talla

chica el SLgpa las 96 horas de exposicion fue de 1 %o.

3.2 Ensayos de filtracion

3.2.1. Aclimatacion de los bivalvos

La salinidad registrada para la playa Penino en el momento de la colecta de los
organismos para los bioensayos 1, 2, 3 fue respectivamente 2,5, 0,3 y 1,1 %o, los
cuales son valores de salinidad bajos. La mortalidad de individuos de talla grande y
chica de Erodona mactroides en los periodos de aclimatacion de 7 dias de los distintos
bioensayos no fue superior al 10%. Los valores medios * desvio estandar (SD) de las
variables abioticas durante los periodos de aclimatacion para los diferentes bioensayos

se exhiben en la Tabla 3.
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Tabla 3. Valores promedios + desvio estandar (SD) d e las variables abiéticas medidas
durante el periodo de aclimatacion para los diferen  tes bioensayos

Salinidad (%) Temperatura (°C) O ,>(mg/)
Bioensayo 1 25101 18,0+1,2 8,0 £0,6
Bioensayo 2 1,1+0,1 19,2+1,0 7,6+£0,9
Bioensayo 3 0,3+0,1 17,0+x1,7 7,7+£0,7

3.2.2. Aclimatacioén de las cianobacterias y algas

La intensidad de luz a la cual estuvo sometida Cyanobium sp. antes de la realizacién
de los experimentos fue de 8,19 pmol fotones/m”s, mientras que para
Nannochloropsis sp. fue de 39,48 pmol fotones/m?.s. Sin embargo, la intensidad de la
luz que recibieron durante la aclimatacion y los diferentes ensayos fue de 5,9 umol
fotones/m?.s. Para Cyanobium sp. se observo un decaimiento de la clorofila a con el
transcurso del tiempo, mientras que para Nannochloropsis sp. se aprecia un aumento
de la clorofila a en el tiempo. En ambos cultivos las diferencias fueron significativas

con el tiempo (Fig. 4).

6,00 3000
5,80 |
560 2800 |
~ 540 ; ] _
g 520 | 2600
< 5001 2400 1
o 480 J
O 460 2200
440 1 2000 |
420 - A i B
4,00 : ‘ . . 1800 ‘ . . .
0 1 2 4 0 1 2 4
Tiempo (hrs)

Fig. 4. Clorofila a (Clo a) para Cyanobium sp . (A) y Nannochloropsis sp . (B) en el

tiempo. Se indica el valor promedio (@) *+ desvio estandar (SD, |).
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3.2.3 Bioensayo 1: Estimacion de la tasa de filtrac  i6n de los individuos

de Erodona mactroides en el tiempo

Durante todo el experimento de estimacion de la tasa de filtracion, los valores de
salinidad, temperatura y oxigeno disuelto en promedio se mantuvieron en 2,5 %o, 17,2
°Cy 8,0 mgl/l, respectivamente. Para los tratamientos con ambas tallas se observé una
disminucion de la biomasa fitoplanctonica como fluorescencia de la clorofila a durante
el trascurso del ensayo (Fig. 5.). La biomasa de Cyanobium sp. en el control se
mantuvo constante a lo largo de las 8 horas, sin embargo, a las 24 horas se observé
un aumento de la misma. La tasa de filtracion promedio para los individuos de talla
grande fue de 0,029 + 0,02 I/h ind, mientras que para los individuos de talla chica fue

de 0,047 + 0,02 I/h ind (Fig. 6).

1,0

0.8

?

0.4 1

Clo a (UFR)

02 {4 = Cyanobium sp.

o Talla Grande

0.0

?

v Talla Chica

_[}2 T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 24

Tiempo (hrs)
Fig. 5. Clorofila a (Clo a) de Cyanobium sp . (Control) y en los tratamientos con
individuos de talla grande y chicade  Erodona mactroides durante 8 y a las 24 horas de

bioensayo. Se indican los valores promedios + desvi 0 estandar (SD).
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Fig. 6. Tasa de filtracion promedio + desvio estand  ar para individuos de talla grande y

chica de Erodona mactroides durante las 8 horas y 24 horas de bioensayo.

El GLM realizado Unicamente con los valores hasta las 8 horas de experimentacién no
arroj6 valores estadisticamente significativos entre los diferentes tiempos (p>0,05), lo
gue se demuestra que la tasa de filtracion fue similar y ocurriendo cambios menores a
lo largo del mismo. Ademas, el analisis mostrd diferencias significativas entre tallas,

siendo la tasa de filtracibn mayor para la talla chica (p<0,05).

3.2.4 Bioensayo 2: Estimacion de la tasa de filtrac  i6n de los organismos

de Erodona mactroides con dos ofertas alimenticias

En el experimento de estimacién de tasas de filtracidbn con oferta alimenticia, los
valores promedio de salinidad, temperatura y oxigeno disuelto se mantuvieron en 1,1
%0, 19,0 °C y 7,6 mg/l. La tasa de filtracibn promedio para Cyanobium sp. y
Nannochloropsis sp. fue de 0,036 = 0,040 I/h ind y 0,014 I/h £ 0,011 I/h ind,
respectivamente. Las diferencias entre una y otra especie fueron significativas para

ambas tallas (p<0,05) (Fig. 7). Los individuos de talla chica mostraron una filtracion
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promedio de 0,008 £ 0,006 I/h ind, la cual fue significativamente menor comparada con
la de los individuos de talla grande, que fue en promedio de 0,041 + 0,037 I/h ind (p
<0,05) (Fig. 8). Por otro lado, se observé que la tasa de filtracion a las 4 horas de
ensayo fue significativamente mayor (0,032 + 0,041 I/h ind) que a las 8 horas de

ensayo (0,017 £ 0,013 I/h ind) (p< 0,05) (Fig. 9).
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Cyanobiumsp. Nanochloropsis sp.

Alimento
Fig. 7. Tasa de filtracién promedio ( ) + desvio estandar (SD, |) de ambos alimentos

ofertados para ambas tallas de Erodona mactroides estudiadas.
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Fig. 8. Tasa de filtracién promedio ( ) + desvio estandar (SD, I) para los individuos de

talla grande y talla chica de Erodona mactroides de ambos alimentos ofertados.
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Fig. 9. Tasa de filtracion promedio (@) + desvio estandar (SD, |) en las 4 y 8 horas de

ensayo delos dos alimentos ofertados a dos tallas d e Erodona mactroides .
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La filtracion de Cyanobium sp. tanto por los individuos de talla grande y como por los
de talla chica fue mayor comparada con la filtracion de Nannochloropsis sp. (Fig. 10).
La filtracibn promedio por parte de los individuos grandes para el primer y segundo
alimento son: 0,059 + 0,046 I/h ind y 0,023 + 0,006 I/h ind, respectivamente. Para los
individuos de talla chica la filtraciébn promedio fue 0,012 + 0,006 I/h ind y 0,004 + 0,002
I’/h ind, para Cyanobium sp. y Nannochloropsis sp., respectivamente. No se observo
una tasa de filtracion diferencial de los alimentos entre una y otra talla (p>0,05) (Fig.
10.). Tanto para los individuos de talla grande como chica, la tasa de filtracién
promedio fue mayor a las 4 horas de ensayo comparado con la de 8 horas de ensayo
(Fig. 11). A las 4 horas de experimentacion la tasa de filtracion promedio para los
individuos de talla grande fue de 0,055 + 0,049 I/h ind, mientras que para las 8 horas
fue de 0,027 + 0,011 I/h ind. La tasa de filtracion promedio para los individuos de talla
chica fue 0,010 + 0,007 I/h ind y 0,007 + 0,005 I/h ind, a las 4 y 8 horas de ensayo,
respectivamente. No se evidencié una tasa de filtracion diferencial entre una talla y
otra para el tiempo de experimentacion (p>0,05) (Fig. 11). Por otro lado, se evidencio
gue la tasa de filtracion a las 4 horas de ensayo, para ambas algas es mayor que a las
8 horas de ensayo, por lo que no existe una tasa de filtracién diferencial en el tiempo
entre algas (p>0.05) (Fig. 12). Las interacciones entre alga, talla y tiempo no fueron

significativas (p>0,05).
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Fig. 12. Tasa de filtracion promedio + desvio estan  dar para ambas ofertas

alimenticias a Erodona mactroides en las 4y 8 horas de ensayo.

3.2.5 Bioensayo 3: Estimacion de la tasa de filtrac  i6n de los individuos

de Erodona mactroides a diferentes volimenes de agua

Los valores promedios de salinidad, temperatura y oxigeno disuelto a lo largo del
experimento de evaluacion de tasas de filtracion a diferentes volimenes de agua, se
ubicaron en 0,3 %0, 18,0 °C y 7,6 mg/l. La tasa de filtracion promedio para los
volimenes de agua 0,151, 0,25 | y 0,35 | fueron respectivamente 0,010 £ 0,011 I/h ind,
0,021+ 0,026 I/h ind y 0,018 + 0,023 I/h ind. Las mayores tasas de filtracion ocurrieron
en los volumenes de 0,25 | y 0,35 I, aunque las diferencias no fueron significativas
(p>0,05) (Fig. 13). Los individuos de talla grande mostraron una tasa de filtracion de
0,032 + 0,019 I/h ind, la cual fue mayor que la de los individuos de talla chica, que fue
de 0,001 + 0,001 I/h ind. (Fig. 14.). Las diferencias entre una y otra talla fueron
significativas (p<0,05). A las 4 horas de comenzado el experimento, la tasa de

filtracion fue casi el doble (0,021 + 0,026 I/h ind) que a las 8 horas de experimentacion
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(0,011 £ 0,011 I/h ind) (Fig. 15.), pero, no se observaron diferencias significativas entre

los tiempos (p>0,05).
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Fig. 13. Tasa de filtracion promedio ( ) = desvio estandar (SD, |) para los tres volimene s

de agua para ambas tallas de Erodona mactroides .
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En el caso de los individuos de talla grande, la mayor filtracion se observé en el
volumen de agua de 0,25 |, seguido por el volumen de agua de 0,35 |, aunque las
diferencias no fueron significativas (Fig. 16.). Las tasas de filtracién promedio para el
volumen de 0,15 1, 0,25 | y 0,35 | fueron: 0,019 £ 0,008 I/h ind, 0,041 + 0,020 I/h ind y
0,035 + 0,022 I/h ind, respectivamente. Para el caso de los individuos de talla chica, la
mayor filtraciébn ocurri6 en los volumenes de agua de 0,15 | y 0,35 |, aunque las
diferencias tampoco fueron significativas (Fig. 16.). Las respectivas tasas de filtracién
promedio para el volumen de 0,151, 0,25 | y 0, 35 | fueron: 0,001 + 0,001 I/h ind, 0,000
+ 0,001 I/h ind y 0,001 + 0,001 I/h ind, respectivamente. Existe una tasa de filtracion
diferencial entre una talla y otra para los diferentes volimenes (p<0,05) (Fig. 16). Por
otro lado, la tasa de filtracion promedio en los individuos de talla grande fue mayor a
las 4 horas que a las 8, siendo las diferencias significativas (p<0,05) (Fig. 17.). Sin
embargo, en los individuos de talla chica ocurrié a la inversa, pero las diferencias no
fueron significativa (p>0,05) (Fig. 17.). La filtraciébn promedio para los individuos de
talla grande a las 4 horas de experimentacion fue de 0,042 + 0,022 I/h ind, mientras
gue, para las 8 horas de experimentacion la filtracion fue de 0,021 + 0,007 I/h ind. En
cambio, para los individuos de talla chica, la filtracién promedio fue < 3,3.10* I’hind a
las 4 horas de comenzado el ensayo, mientras que a las 8 horas fue de 0,001 + 0,001
I/h ind. Por lo tanto, existe una tasa de filtracion diferencial en el tiempo entre una talla

y la otra (p<0,05) (Fig. 17.).
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4. DISCUSION

El conocimiento de los limites de tolerancia a la salinidad mediante ensayos de
laboratorio es de suma importancia, ya que la misma ejerce una fuerte influencia en la
distribucion y abundancia de los organismos marinos y estuarinos (Begon et al., 2006).
Asi, del desarrollo de esta Tesina se obtuvieron los primeros resultados
experimentales en laboratorio acerca de los efectos a corto plazo de las variaciones de
la salinidad sobre la mortalidad de los individuos de la especie Erodona mactroides del
Rio de la Plata (Uruguay). En lo general, se obtuvo un bajo porcentaje de mortalidad
total tanto de los individuos de talla grande (6,6%) como chica (22%) durante todo el
experimento (96hs). Los individuos de E. mactroides no se vieron significativamente
afectados por las altas salinidades. Sin embargo, para el caso particular de la salinidad
0,3 %o, la tasa de mortalidad fue diferencial con respecto a las otras salinidades al final
del experimento: 70% de mortandad para los individuos de talla chica y solo 10% de

mortandad para los individuos de talla grande.

Por otro lado, a partir de los ensayos de tasa de filtracion implementados en esta
Tesina se pudieron alcanzar las primeras estimaciones de las tasas de filtracion tanto
de individuos de talla grande como chica de E. mactroides. En este contexto, se
evalud la dependencia de la tasa de filtracién de los bivalvos con el tiempo, asi como,
la estimacion de la misma a distintas ofertas alimenticias y volumenes de agua. Para el
caso del Bioensayo 1 se observo que los individuos mostraron una filtracion similar en
el tiempo. Sin embargo, en el Bioensayo 2 , la tasa de filtracion de los individuos
decayo0 de las 4 a las 8 horas de experimentacién. Ademas, en el caso del Bioensayo

2, se obtuvo que los individuos preferian Cyanobium sp. frente Nannochloropsis sp.
Por otra parte, la filtracion entre los diferentes volimenes en el Bioensayo 3 no fueron
significativas. Los individuos de talla grande mostraron mayores filtraciones que los

individuos de talla chica en dos de los experimentos.
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4.1 Aclimatacion en el laboratorio

Los bivalvos han sido ampliamente utilizados para bioensayos de toxicidad en
laboratorio, debido a que poseen diversos atributos que los hacen aptos para la
realizacion de los mismos (Reish & Oshida, 1987). Una de las caracteristicas que los
hace importantes como especies modelos es su amplia distribucion y abundancia, asi
como, su facil coleccién (Reish & Oshida, 1987; Ronco et al., 2004). En este sentido,
E. mactroides es una especie sedentaria que se encuentra en abundancia en varios
sistemas costeros de nuestro pais como orillas de rios, arroyos, lagunas y playas
estuarinas (Olazarri, 1966; Jorcin, 1996; Scarabino, 2006). En particular, la especie se
encuentra en altas densidades en la Playa Penino, lo cual permitié su recoleccion en

grandes cantidades y en diferentes épocas del afo.

Asimismo, es importante que la mantenciébn de los mismos sea sencilla, y su
adaptabilidad a las condiciones de laboratorio (Reish & Oshida, 1987; Ronco et al.,
2004). En el laboratorio, su reducido tamafo corporal permiti6 mantener un gran
namero de individuos dentro de pocos contenedores, sin afectar la calidad del agua, lo
cual reduce los costos de mantenimiento de los organismos y facilita la manipulacién
de los mismos. Durante el periodo de aclimatacion de 7 dias, los pardmetros fisicos
(salinidad, temperatura y oxigeno disuelto), se mantuvieron dentro de los rangos de
valores encontrados para su habitat natural (Jorcin, 1996, 1999; Meerhoff, 2009).
Ademas, la baja tasa de mortalidad registrada (<10%) durante 7 dias de aclimatacion,
indica una rapida adaptacion a las condiciones de laboratorio. Asimismo, los individuos
de E. mactroides, pudieron sobrevivir durante este periodo sin ser alimentados. Estas
caracteristicas sugieren E. mactroides podria ser adecuada como especie modelo
para diversos estudios de laboratorio de corto plazo relacionados a toxicidad, sin sufrir

tasas de mortalidades muy elevadas.
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4.2 Ensayo agudo de laboratorio

La capacidad de un animal para regular la concentracion osmdética interna optima en
contra de los gradientes externos es lo que determina la tolerancia a la salinidad de la
especie (Hart et al.,, 1991). Asi, los limites de salinidad superior e inferior para un
individuo dependeran de su genética, de las condiciones fisioldgicas, de la edad (etapa
del ciclo de vida), sexo y tamafio del individuo, y la historia de salinidad previa (Kinne,
1966). Los rangos de salinidad dentro de los cuales los organismos pueden sobrevivir
son diferentes entre las especies (Sundaram & Shaffe, 1989; Pattillo et al., 1995;

Verween et al., 2006; Carvalho et al., 2015).

De acuerdo con los resultados derivados del ensayo agudo de supervivencia se
rechaza la Hipoétesis 1 - Prediccién 1. mayor mortalidad en salinidades may  ores,
ya que los individuos no se vieron significativamente afectados por el aumento de la
salinidad. Los individuos de talla grande pueden tolerar un rango de salinidad de entre
0,3 a 20 %o, en un corto plazo. Por otra parte, se evidencié que los individuos de talla
chica presentaron una alta mortandad en la menor salinidad, sugiriendo su gran
sensibilidad a condiciones de extrema baja salinidad. Por lo tanto, los individuos de
talla chica tolerarian a corto plazo valores de salinidad mayores, estando 0,3 %o por
debajo del rango de salinidad que tolerarian los individuos de talla chica de esta
especie. Se ha visto en algunos taxones, los rangos de tolerancia a la salinidad entre
jovenes y adultos pueden ser diferentes debido a capacidad osmorregulatorias
distintas (Kefford et al., 2007). Amplios rangos de tolerancia a la salinidad han sido
notados en otras especies estuarinas. Asi por ejemplo, los adultos de la especie
Mytolopsis leucophaeata (Bivalvia) pueden vivir en un rango de salinidad desde 0,1
hasta 26,4 %o (Verween et al., 2006; Pattillo et al., 1995). Asimismo, los juveniles de
las especies Rangia cuneata (Bivalvia) son capaces de resistir salinidades desde 0,0

hasta 30 %o, si bien su rango 6ptimo de sobrevivencia es entre 5 hasta 18 %o.
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La supervivencia de E. mactroides en un extenso gradiente de salinidad indica que es
capaz de soportar un cambio osmotico importante, lo cual mostraria ser consistente
con la distribucién de la especie contemplada en algunos sistemas acuaticos. Los
resultados obtenidos de estos bioensayos coinciden con observaciones de campo
espacio-temporales llevadas a cabo en la Laguna de Rocha y Castillos (ver Tabla 1).
En estas lagunas la especie se distribuye en un extenso rango de salinidad, desde
0,50 hasta 19,30 %o en la primer laguna, y desde 0,0 hasta 26,0 %o para la segunda
(Jorcin, 1996, 1999). Asimismo, en la Laguna de los Patos se ha encontrado a la
especie en un amplio rango de salinidad (Bemvenuti, 1987; Bemvenuti & Netto, 1998).
En la Laguna Castillos, la especie desarrolla sus maximas densidades poblacionales
en sitios donde las salinidades son intermedias (salinidad maxima observada para los
sitios desde 9,9 hasta 13,6) (Jorcin, 1999). Por otro lado, en la Laguna de Rocha, se
encuentran las mayores densidades de los individuos desde 1,32 hasta 14,15 %o

(Jorcin, 1996) (ver Tabla 1).

Segun Kinne (1966), los animales estuarinos presentan mecanismos compensatorios
de regulacién para contrarrestar las condiciones de salinidad perjudiciales, entre ellos,
regulacion ionica, regulacion del volumen celular y osmorregulacion. Muchos animales
muestran la habilidad de regular la composicién ionica de sus fluidos celulares (Kinne,
1966). Cuando ocurre un rapido cambio de salinidad, las células de la mayoria de los
tejidos pueden invocar un mecanismo de decrecimiento o aumento del volumen celular
en respuesta al estrés osmdético, presumiblemente mitigando las consecuencias
funcionales de un cambio de volumen (Neufeld & Wrigth, 1996). Asi, las células de los
tejidos de los bivalvos tienen una gran habilidad para regular el volumen celular por
pérdida o ganancia de solutos osmoticamente activos (Neufeld & Wrigth, 1996). Por
otro lado, la capacidad que tienen los animales estuarinos de osmorregular, les
permite el mantenimiento de la osmolaridad interna en un gradiente de salinidad de

hasta 20 0 30 %o y esto los hace fisiolégicamente independientes de fluctuaciones de
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salinidad a corto plazo (Kinne, 1966). Ademas, otro mecanismo de respuesta de los
bivalvos a las condiciones de estrés del ambiente externo es el cierre de las valvas, la
retraccion de las partes sensibles y la inactividad (Kinne 1966; Verdelhos et al., 2015),
lo cual ayuda temporalmente a soportar los cambios draméticos del ambiente. El cierre
prolongado de las valvas causa anoxia y acumulacion de productos de desecho, como
tal el organismo puede ser obligado a regular el volumen celular, y abrir las valvas con
el fin de soportar las demandas de oxigeno y alimento y liberacién de los desechos
nitrogenados. Sin embargo, en casos graves, los organismos pueden no ser capaces
de hacer frente a la alta tension osmotica y morir como consecuencia de su

incapacidad para regular el volumen celular (Verdelhos et al., 2015).

La respuesta de E. mactroides frente al estrés ambiental generado por los cambios de
salinidad fue dependiente del tamario. Al final del experimento, los individuos de tallas
menores presentaron una mortalidad significativa con respecto a los individuos de talla
grande, por lo cual se acepta la Hipétesis 2 - Prediccion 2: mayor mortalidad en
individuos de tallas menores debido a la susceptibi lidad y menor tolerancia a
cambios de salinidad. La capacidad de un animal para regular la concentracion
osmatica interna Optima en contra de los gradientes externos es lo que determina la
tolerancia a la salinidad de la especie (Hart et al., 1991). Se ha observado que esta
habilidad depende, entre otros factores, del tamafio corporal del individuo y de la etapa
del ciclo de vida (e.g. juveniles, adultos) (Hart et al., 1991; Kefford et al., 2007). En la
Laguna de los Patos, los juveniles menores a 20 mm fueron considerados juveniles
(Geraldi, 2002, Colling et al., 2010), por lo que se podrian considerar los individuos de
talla pequefia utilizados en esta Tesina como juveniles de E. mactroides. Kefford
(2007), distingue que la tolerancia a la salinidad en algunos taxones es distinta en las
etapas jévenes que las adultas debido a que regulan sus fluidos a una osmolaridad
distinta y ademas, la osmolaridad de los fluidos internos que uno y otro estadio pueden

soportar pueden ser distintos. Por lo tanto, las diferencias en las tallas de los
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organismos y el estadio de ciclo de vida en el que se encuentran, podrian explicarse
por diferentes habilidades osmorregulatorias, que resultan en limites de tolerancia a la

salinidad distintos entre las clases de tallas.

Los rangos de salinidad tolerados por bivalvos se muestran sumamente variables
entre especies. Por ejemplo, en bioensayos de laboratorio realizados con el bivalvo
Paphia malabarica, se evidencié una mortandad del 100% cuando la salinidad fue de 0
y 5 %0, en ambas tallas de individuos (Mohan & Velayudhan, 1998), pero, en el rango
de salinidad de 10-15 %o, se evidencié una mortalidad mayor en individuos de talla
chica que grande. Sin embargo, en la especie de bivalvo Mesodesma mactroides, los
resultados obtenidos son diferentes. En esta especie se observé una mortalidad
diferencial de tallas cuando la salinidad externa era de 10 g/I, observandose a las 96
horas de experimentacion una mayor tolerancia para los individuos de talla chica que

grande (Carvalho et al., 2015).

Las respuestas a nivel poblacional de estos efectos individuales muestran que las
consecuencias del decaimiento de la abundancia de bivalvos como resultado de
alteraciones salinas pueden ser amplias. Por un lado, el decaimiento de la abundancia
de éstos organismos en un sistema puede afectar negativamente el tamafio de la
poblacion, distribucion y demografia de los individuos (McLeod & Wing, 2008).
Ademas, la disminucion de las poblaciones puede producir un incremento de la
inestabilidad del sedimento y turbidez, la pérdida de hébitat para epibiontes y el
incremento de concentraciones de seston, decaimiento de los depredadores y de las
especies de niveles troficos superiores. Asimismo, puede provocar una disociacion
entre los procesos bénticos y pelagicos, con una perdida potencial del flujo de carbono
hacia la red alimentaria infaunal y un cambio a un alimento basado en detritus con

amplio reciclaje bacteriano de fuentes de carbono menos labiles. Esto a su vez podria
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reducir la productividad de los niveles troficos superiores de estas comunidades

(McLeod & Wing, 2008).

4.3 Ensayos de filtracion

En general, los valores de tasas de filtracion encontradas en bivalvos son ampliamente
variables (Sylvester et al., 2005; Petsana et al., 2009; Marroni, 2012). Las distintas
tasas de filtracién de Erodona mactroides encontradas en este trabajo pueden deberse
a varios aspectos, entre ellos, el tiempo de experimentacion (Filgueira et al. 2009),
concentracion y tipo de fuente alimenticia ofrecida (Riisgard et. al., 2003; Filgueira et
al. 2009; Marroni, 2012), el volumen de agua experimental empleado (Tantanasarit et
al., 2013), asi como, el tamafio corporal de los individuos (Riisgard, 2001b; Marroni,
2012). Algunos de los valores de tasas de filtracién encontradas para esta especie en
este trabajo estan dentro del rango de valores observados para Dreissena polymorpha
(Bivalvia). Los organismos de talla grande (20-25 mm) y de talla chica (10-15 mm) de
D. polymorpha cuando se les suministr6 como alimento la clorofita unicelular
Chlamydomonas reindhartii, presentaron una tasa de filtracion de 0,041-0,250 I/h ind y

0,032 I/hind, respectivamente (Berg et al., 1996).

4.3.1 Bioensayo 1: Estimacién de la tasa de filtrac  i6n de los individuos

de E. mactroides en el tiempo

El comportamiento de la tasa de filtracion a lo largo del tiempo resalta la importancia
de ésta variable en los ensayos (Filgueria, 2009; Marroni, 2012). En el bioensayo 1, la
tasa de filtracion de los individuos tanto de talla grande como chica de Erodona
mactroides durante las 8 horas de experimentacion fue similar, para una concentracion
inicial de células de aproximadamente 1.10° cel/ml por recipiente. Con este resultado
se rechaza la Hipotesis 3 - Prediccion 3: la tasa de filtracion s era mayor al inicio

del experimento e ird disminuyendo con el transcurs o del tiempo. En los bivalvos,
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la compensacidén de los cambios cuantitativos y cualitativos del alimento disponible,
con el proposito de maximizar la asimilacion energética, implica una gran flexibilidad
de la tasa de filtracion (Riisgard 2001; Filgueira et al., 2009). Asi, en términos de
alimento disponible, el espectro de condiciones bajo los cuales se lleva a cabo el
proceso de filtracidn a su maxima capacidad ocurre dentro de un rango 6ptimo de
concentracion de alimento, limitado por un umbral inferior y otro superior (Riisgard,
2001; Filgueira et al., 2009), fuera de los cuales se observa una reduccion de la tasa
de filtracion en los bivalvos (Riisgard, 2001; Filgueira et al., 2009). Por lo tanto, la
concentracion de inicial de cianobacterias utilizadas en este bioensayo podria ser
Optima para que los organismos mantengan una tasa de filtracion constante durante al

menos 8 horas, sin evidenciarse una reduccion significativa de la misma en el tiempo.

En otros estudios, también, se han encontrado tasas de filtracibn constantes en el
tiempo. Asi, Filgueira et al. (2009) encontraron que la filtracion del bivalvo Mytilus
galloprovincialis no varia a lo largo del tiempo cuando la dieta contenia entre 2.08 y
26.91 ug Clo a/l, fuera de estos limites se observéd una reduccién de la misma en el
tiempo. Por otra parte, Riisgard & Randlov (1981), encontraron que la tasa de filtracion
de Mytilus edulis fue independiente del tiempo cuando la concentracion de células de
la diatomea Phaedactylum tricurnutum, era aproximadamente 1x10° cel/ml, mientras
gue, Winter (1973) observé una tasa de filtracion mds o menos constante en este
bivalvo ocurria cuando la concentracion de la clorofita Dunaliella marina esta en un

rango de 1-4x10° cel/ml.

Se ha postulado que la superficie branquial de un bivalvo es proporcional al cuadrado
del largo de la valva del organismo (L?) (Jones et al, 1992; Riisgard, 2001b). A su vez,
la capacidad filtradora de un organismo es directamente proporcional al area
branquial, por lo tanto, la tasa de filtracién es también proporcional a L? (Jones et al,

1992; Riisgard, 2001b). Asi los individuos de mayor tamafio presentarian mayores
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tasas de filtracion que los individuos de menores tamafos. Muchos estudios con
bivalvos muestran que la filtracion se relaciona con el tamafio de los organismos
(Widdows, 1979; Rajesh et al., 2001; Riisgard, 2001b; Resgalla et al., 2007; Marroni,
2012, y las referencias de estos documentos). Sin embargo, en este bioensayo los
resultados fueron opuestos, el porcentaje de remocién de alimento de la columna de
agua, y por lo tanto, la tasa de filtracién, fue mayor en los individuos de tallas menores
gque mayores. Con este resultado, también se rechaza la Hipétesis 3 - Prediccion 3:

tasa de filtracion mayor en individuos de talla gra nde que chica. Las tasas de
filtracion de los individuos pueden ser excepcionalmente bajas cuando los individuos
estdn expuestos a condiciones adversas como el estrés (Filgueira, 2007),
probablemente debido a algun disturbio de manipulacién durante el experimento o a
eventos desconocidos ocurridos en el ambiente previamente a la recoleccion (e.g.
inanicion prolongada, anoxia, etc.). Asimismo, un alimento disponible que no sea
representativo del hébitat natural podria causar una reduccion de la tasa de filtracion
(Filgueira, 2007). Ademas, se ha observado que la tasa de filtracion, por ejemplo, en
mejillones son dependientes de las condiciones de alimentacion previas o del periodo

de inanicién luego de haber sido colectado los bivalvos (Riisgard et al., 2006).

Por otro lado, el mantenimiento de los organismos en el laboratorio se lleva a cabo
como un proceso de aclimatacion bajo ciertas condiciones experimentales (e.g.
temperatura, salinidad, disponibilidad de alimento), pero, estas condiciones la fisiologia
de los organismos puede verse alterada (Resgalla et al., 2007). El proceso de
aclimatacion resulta en una alteracion en la tasa de ventilacién y en una concomitante
reduccién (o incremento) en los costos metabdlicos del bombeo de agua a través de
las branquias del bivalvo (Resgalla et al., 2007). En este sentido, si bien los individuos
de ambas tallas fueron aclimatados a las mismas condiciones y no se registré mayor

mortalidad, la fisiologia de los mismos pudo haberse modificado, lo cual quizas en el
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caso de los individuos de talla grande resultado en una menor tasa de filtracion en este

experimento.

Asimismo, es incierto a qué condiciones ambientales previas al estudio estuvieron
expuestos los bivalvos en su habitat natural. Algunos pardmetros ambientales (e.g.
cambios de salinidad, temperatura) han sido descritos como agentes que cambian la
fisiologia de los bivalvos (Navarro, 1988; Marsden, 2004; Guzman-Aglero et al.,
2013). Igualmente, el reducido numero de réplicas utilizado en el bioensayo, asi como,
la toma de una Unica medida de fluorescencia por recipiente, pueden haber arrojado
estimaciones de las tasas de filtracién inexactas. De esta forma, todos estos aspectos
mencionados anteriormente podrian haber ocasionado que la tasa de filtracion en los
individuos de talla grande fuera menor con respecto a la de los individuos de talla

chica.

Més alla de esto, los resultados hallados en este experimento concuerdan con los
encontrados por los autores Tantanasarit et al. (2013), en donde los organismos de
tallas menores mostraron una mayor tasa de filtracion que los individuos de tallas
mayores. Estos autores explican que las bajas tasas de filtracion en bivalvos de talla
chica son observadas cuando la concentracion de alimento a la que son expuestos es
densa. Esto ocasionaria la obstruccién de sus branquias, visualizandose en una menor
filtracion por parte de los mismos (Tantanasarit et al, 2013). En los otros dos
experimentos (discutidos mas abajo), la concentracién de alimento utilizada fue mayor
con respecto a este bioensayo, lo cual puede haber derivado en una menor tasa de
filtracion de los individuos de talla chica en comparacion con los individuos de talla

grande.
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4.3.2 Bioensayo 2: Estimacion de la tasa de filtrac  i6n de los organismos

de Erodona mactroides con dos ofertas alimenticias

Los bivalvos filtradores seleccionan el alimento en base a caracteristicas cualitativas y
cuantitativas del mismo (Ward & Shumway, 2004). En este sentido, el tamario de las
particulas de alimento juega un rol muy importante en la modulacion de las tasas de
filtracion en bivalvos (Ward & Shumway, 2004; Pestana et al., 2009). En el caso del
bioensayo 2, la tasa de filtracibn de los individuos de E. mactroides fue
significativamente mayor para Cyanobium sp. (Picoplancton), que para
Nannochloropsis sp. (Nanoplancton). Cyanobium es un género de cianobacterias
unicelular, pequefias, generalmente de 1 - 2 um de largo, y cerca de 1 um de ancho,
oval, elipsoide a forma de varilla (Guiry & Guiry, 2015). En cambio, Nannochloropsis es
un género de algas de la clase Eustigmatophyceae unicelulares, sub-esféricas de 2 - 4
um de didmetro, o cilindricas de 3 - 4x1,5 um (Guiry & Guiry, 2015). Asi, las
diferencias en las tasas de filtracion observadas en este bivalvo para uno y otro
alimento pueden explicarse debido al diferente tamafio de las mismas, confirmando la
Hipotesis 4 - Prediccion 4: mayor preferencia de Erodona mactroides por

alimento de menor tamario.

En un experimento de laboratorio realizado con el bivalvo Limnoperna fortunei,
también, se observaron tasas de filtracion diferenciales de acuerdo al tamafio de las
algas empleadas (Pestana et al., 2009). En este caso, la especie filtré selectivamente
las particulas que eran la mitad de tamafio de la otra ofertada (Pestana et al., 2009).
Esto coincide con los resultados obtenidos en esta Tesina, en el sentido en que la
filtracibn de Cyanobium sp. por parte de los bivalvos fue casi 3 veces mayor que para
Nannchloropsis sp. Por otro lado, cuando a los bivalvos de Mytilus edulis (didmetro de
valvas de 1.5 a 25 mm) se les suministr6 como alimento picoplancton (tamafo

promedio de 0,7 - 1 um) y nanoplancton (tamafio promedio dio 6,6 um), se constato
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que los individuos filtraron promedialmente el doble de algas nanoplanctonicas que
picoplancténicas (Jacobs et al., 2015). Es asi que, ademas, del tamafio de la particula,
otros aspectos propios de las fuentes de alimentos (e.g. forma de la célula, flexibilidad,
densidad, propiedades de la superficie de la célula), asi como caracteristicas
inherentes de los organismos filtradores (e.g. morfologia de los cilios laterofrontales
del ctenidio) podrian estar mediando la captura de las particulas parte de los bivalvos,
(Ward & Shumway, 2004). La remocion selectiva de las particulas por tamafio por
parte de los bivalvos, puede resultar en cambios en los grupos de fitoplancton
presentes en un sistema (Jacobs et al., 2015). La informacion del potencial efecto de
las tasas de filtracion de los bivalvos en relacion al tamafio de la particula, en las redes
pelagicas proporciona una estimacion mas realista del efecto de las grandes
poblaciones de animales filtradores en la capacidad de carga de los ecosistemas

(Jacobs et al., 2015).

En este ensayo, la filtracion de los organismos de talla grande fue superior a la de los
individuos de talla chica, confirmandose la Hipétesis 4 - Prediccion 4: tasa de

filtracion mayor en individuos de talla grande que chica. Estos resultados
coinciden con los encontrados por Marroni (2012), en donde las tasas de filtracion de
los individuos de talla grande como chica de Diplodon parallelopipedon, fueron
mayores que las observadas para Corbicula fluminea, bivalvo de menor tamafio en
comparacion con el primero. Asimismo, tasas de filtracion mayores en individuos de
tallas grande con respecto a los de talla menores también se han observado en
bivalvos de las especies Perna viridis, Paphia malabarica y Crassostrea madrasensis

(Rajesh et al., 2001).

En el bioensayo 2 se observo una reduccién de la tasa de filtracion tanto en los
individuos de talla grande como chica de E. mactroides desde las 4 horas hasta las 8
horas de experimentacion cuando la concentracién de alimento inicial fue de

aproximadamente 1.10° cel/ml por recipiente. Las reducciones de las tasas de filtracion
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en el tiempo se han correlacionado con altas concentraciones de alimento (Riisgard
2001). El decrecimiento de las tasas de filtracion por saturacion como resultado del
reducimiento de la apertura de las valvas fue interpretada como una reaccion de
saciamiento o sobrecarga del sistema digestivo o como una regulacion fisioldgica de la
tasa de filtracién en base a necesidades nutricionales (Riisgard, 2001). Otros autores
establecen que la reduccién en la tasa de filtracibn es consecuencia de un ajuste
fisioldgico para lograr una optimizacion de la energia (Filgueira et al., 2009). Clausen &
Riisgard (1996) reportaron que el mejillon Mytilus edulis responde a altas
concentraciones de alimento (1.10* a 2,4.10* cel/ml, equivalente a 17 a 31 ug Clo a/l)
reduciendo la tasa de filtracién alrededor de un 40%. Por otro lado, Filgueira et al.
(2009) evidencié un patron de reduccion de la tasa de filtracién del bivalvo Mytilus
galloprovincialis en el tiempo ante condiciones elevadas de alimento. En este
bioensayo no se observaron tasas de filtracion diferenciales entre una y otra talla de
individuos de E. mactroides para ninguna de las variables de este experimento (i.e.
consumo de alimento, filtracién en el tiempo). Asimismo, tampoco se observé una tasa

diferencial de filtracién para uno u otro alimento en el tiempo.

4.3.3 Estimacion de la tasa de filtracion de los in dividuos de E.

mactroides a diferentes volumenes de agua

La informacion que existe acerca de la relacion entre las tasas de filtracion y la
densidad de los bivalvos expresada en términos del agua que rodea a cada individuo
(L/ind) es escasa (Tantanasarit et al., 2013). La tasa de filtracion varia con la densidad
de los organismos, por lo tanto, la densidad de los bivalvos es una parte fundamental
de como se calculan las tasas de filtracién (Konrad, 2014). Asi, a bajas densidades de
bivalvos, la filtracion no cambia apreciablemente la concentracion de seston y la
cantidad de seston aclarado de la columna de agua se puede aproximar a una tasa de

filtracion multiplicada por la densidad de los bivalvos filtradores (escala lineal). Sin
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embargo, cuando las densidades de los filtradores son mayores, el agua puede
filtrarse varias veces, y ocurre una retroalimentacion negativa entre la tasa de filtracién
y la densidad de los individuos (esto es, la tasa de filtracion decrece con el incremento

de la densidad) (Konrad, 2014).

En este bioensayo se observé que las mayores tasas de filtracion ocurrieron en los
volimenes de agua de 0,25 | y 0,35 I, sin embargo, las diferencias no fueron
significativas. Esto rechaza la Hipotesis 5 - la primera Prediccién 5: tasa de

filtracion mayor cuanto mayor es el volumen de agua . Estos resultados no
coinciden con los encontrados por Tantanasarit (2013) para el mejillébn de la especie
Perna viridis. Mediante ensayos de laboratorio se evidencio que la tasa de filtracién de
esa especie crece conforme aumenta el volumen de agua empleado, y que ésta

condicion representa bajas densidades del mejillén (Tantanasarit, 2013).

Al igual que en el bioensayo 2, las tasas de filtracién obtenidas para este experimento
fueron mayor en los individuos de talla grande que chica de E. mactroides. Este
resultado confirma la segunda prediccion de la Hipotesis 5: tasa de filtr  acidn
mayor en individuos de talla grande que chica . Los individuos de talla chica
presentaron valores promedios de tasas de filtracion muy bajos y en el tratamiento en
donde el volumen de agua fue 0,25 I, la misma fue en promedio cero. Una posible
explicacion para este valor de tasa de filtracién igual a cero, es que los bivalvos
presentan una innata variacion temporal en la actividad filtradora, es decir, tienen
periodos de descanso, en donde se detiene el filtrado y ocurre el cierre de sus valvas
(Mclvor, 2004). Se espera que una proporcion de los bivalvos puedan estar no filtrando
durante los experimentos, siendo otra fuente potencial de variacibn en las
estimaciones de la tasa de filtracion (Mclvor, 2004). En un ensayo de laboratorio
realizado con las especies de bivalvos Anodonta anatina, Unio pictorum, Unio tumidus

y Pseudanodonta complanata, se observo que una proporcion de individuos de todas
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estas especies no filtraban durante los experimentos, a pesar de estar expuestos
todos los organismos a las mismas condiciones experimentales (Mclvor, 2004),
resaltandose de esta manera la variacion en el comportamiento de los bivalvos. La
filtracion en los bivalvos se relaciona linealmente con la apertura de las valvas
(Riisgard et al., 2003), y el ritmo del movimiento de estas valvas puede ser endégeno
(Morton, 1970). Este ritmo en los bivalvos depende las condiciones de luz-oscuridad
(Englund & Heino, 1994), y los cuales pueden verse interrumpidos cuando se traen los
organismos al laboratorio (Mclvor, 2004). Se ha apreciado, por ejemplo, que el bivalvo
Anodonta antina presenta un ritmo diurno de apertura de las valvas, con sus valvas
mayoritariamente abiertas durante la noche, y momento en el cual se estarian
alimentando, y menos durante la mafiana. Por lo tanto, la ausencia de filtracion de los
individuos de talla chica puede deberse a la alteracién del ritmo enddégeno y que se

encontraran descansando durante el experimento.

Por otro lado, la reducida filtracion de los bivalvos de talla chica puede deberse a que
los organismos se encontrasen estresados (Filgueira, 2007), debido a algun disturbio
causado producto de la manipulacion durante el experimento. Por lo tanto, estos
aspectos mencionados podrian explicar la baja tasa de filtracion observada en los
bivalvos de esta talla durante este bioensayo, en donde las medidas de fluorescencia

pueden haber sido tomadas durante periodos de descanso de algunos de los bivalvos.

En particular, para los individuos de talla grande la filtracion en promedio a las 4 horas
de comenzado el experimento si fue significativamente mayor que a las 8 horas de
experimentacién, lo cual coincide con el ensayo anterior. Sin embargo, en los
individuos de talla chica no ocurrié lo mismo, debido al comportamiento diferencial
entre los individuos. Esto es, menor cantidad de individuos se encontraban filtrando a
las 4 horas de ensayo que a las 8 horas, resultando en una mayor tasa de filtracién

promedio en el tiempo final de experimentacion.
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4.3.4 Problemas encontrados y recomendaciones

Los resultados obtenidos en los bioensayos relacionados a las tasas de filtracion
parecen ser en algunos casos discordantes con la amplia bibliografia consultada e
incluso entre los experimentos. Una gran mayoria de estudios han demostrado que la
filtracidbn es mayor en los individuos de tallas mayores (Widdows, 1979; Rajesh, 2001;
Riisgard, 2001b; Resgalla et al., 2007; Marroni, 2012, y las referencias de estos
documentos). Sin embargo, en el desarrollo de esta Tesina, en el Bioensayo 1 , la tasa
de filtraciébn fue mayor en los individuos de talla chica que en los de talla grande,
mientras que, en los Bioensayos 2 y 3, ocurrio lo contrario. En este sentido, para el
disefio experimental se recomienda aumentar el nimero de réplicas a utilizar, asi
como tomar medidas de fluorescencia por triplicado de los cambios en la cantidad de
alimento. Asimismo, podria ser conveniente medir las tasas de filtracion de los
individuos con otra metodologia (e.g. método directo, método de la camara de flujo
continuo, método de succion, etc.), con el proposito de lograr comparaciones entre las
mismas. Por otra parte, como se ha visto que los individuos pueden tener durante el
dia periodos en los cuales no se encuentran filtrando (Mclvor, 2004), y que la fase de
alimentacion puede variar de acuerdo al momento del dia (Englund & Heino, 1994), se
sugiere realizar mayor niumero de estimaciones de las tasas de filtracion a lo largo de

24 horas.

En general, la tasa de filtracion decrece a medida que la concentracion de particulas
se incrementa (Winter 1978; Dame 1996). Esta observacion implica que los bivalvos
regulan la cantidad de agua desde la cual las particulas son removidas en relacion a la
concentraciéon de alimento (Winter 1978; Dame 1996). Winter (1978) proporcion6 una
relacion entre la concentracion de alimento y la tasa de filtracién. Asi, a medida que la
concentracion de alimento crece a partir de un cierto valor umbral, la tasa de filtracién

crece rapido y permanece constante hasta que un maximo de alimento es ingerido.
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Tan pronto como el maximo de ingestion es alcanzado, la tasa de filtracion
continuamente decrece, mientras que la tasa de ingestion permanece constante
(Winter, 1978; Dame, 1996). En este contexto, comparando el Bioensayo 1 con el
Bioensayo 2, se observan diferentes tasas de filtracion para los individuos. Estas
diferencias pueden ser debidas a la concentracion de alimento empleada en cada
uno. Ademas, las tasas de filtracibn encontradas para los individuos de talla grande
parecen ser contradictorias con el modelo propuesto por Winter (1978), ya que se
observd una mayor filtracion a mayor concentracién de alimento disponible. En este
contexto, se requiere un estudio mas detallado del efecto de la cantidad de algas
suministradas a los organismos, tomando en cuenta que en esta Tesina no se realizd
un experimento en conjunto, para estudiar dicha variable. Diversos estudios han
demostrado la importancia que tiene la densidad del alimento sobre la filtracion de los
bivalvos (Widdows, 1979; Riisgard & Randlov, 1981; Riisgard, 1996; Riisgard, 2001;
Rajesh et al., 2001; Filgueira et al., 2009), asi como también, quedd evidenciado con

los bioensayos llevados a cabo en este trabajo.
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5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

El desarrollo de esta Tesina permitié responder las preguntas planteadas y contrastar
las hipotesis propuestas. La implementacion de los bioensayos permitieron conocer las
bondades que presenta Erodona mactroides como especie modelo para su uso en el
laboratorio. Su amplia distribucién, abundancia en espacio y tiempo, su facil colecta,
manejo y mantencion en el laboratorio son algunos de los importantes atributos de la
misma. Asimismo, su baja tasa de mortalidad observada durante los 7 dias, demuestra
gue es una especie altamente adaptada a las condiciones de laboratorio, sugiriendo su

potencialidad para trabajos de corto y largo plazo en laboratorio.

Por otro lado, con el desarrollo del ensayo de sobrevivencia se pudo testear los
efectos de los cambios de salinidad sobre los individuos de E. mactroides. En este
sentido, los organismos son capaces de tolerar un amplio rango de salinidad, al menos
en un periodo corto de tiempo. Ademas, se logré evidenciar si existian diferencias
significativas entre los individuos de talla grande y chica de esta especie. Los
individuos de menores tallas se vieron mas afectados que los de talla grande a muy

baja salinidad.

La realizacion de los ensayos relacionados con la filtracion del bivalvo, posibilitaron por
primera vez, la obtencion de tasas de filtracibn de la especie, asi, como, los
lineamientos necesarios para el desarrollo de futuros experimentos de laboratorio
basados en tasas de filtracibn. En este contexto, se evalu6 cémo el tiempo de
experimentacion, el tipo de alimento y el volumen de agua a utilizar en los bioensayos,
juegan un papel fundamental a la hora de la estimacion de las tasas de filtracion. Se
evidenciaron distintas tasas de filtracion en relacibn a estas condiciones

experimentales. Ademas, se evalué como varia la tasa de filtracion en funcién de la
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talla del organismo, siendo en dos ocasiones la filtracion mayor para los individuos de

talla grande que chica.

Del desarrollo de esta Tesina se deriva un protocolo de trabajo en laboratorio con esta
especie, resaltando cuales son las condiciones éptimas para su tratamiento y la
posible mantencién de la especie durante largos periodos de tiempo. El conocimiento
de los atributos de esta especie, asi como, las tasas de supervivencia a cambios de
salinidad y de sus tasas de filtracion, brinda nuevas posibilidades para la realizacion

de trabajos de laboratorio de distintas indole con la misma.

Aunque este estudio, provee la primera linea de base para futuros trabajos con la
especie, aun resta mucho por conocer de la biologia de la misma. Escasos son los
trabajos de indole particular realizados para nuestro pais sobre este bivalvo. En este
contexto, se requiere cuantificar las poblaciones naturales y ahondar en el rol que
pueda tener la salinidad sobre variables fisioldgicas o comportamentales de los
individuos. Ademas, seria valioso profundizar en la obtencién de valores de otras
tasas fisiologicas (e.g. tasa de ingestion, tasa de consumo de oxigeno, tasas de
excrecion), asi como, en las tasas de crecimiento de este bivalvo, en laboratorio y en
el campo. Por otro lado, se desconoce en qué medida ciertos pardmetros ambientales
individualmente y en combinacion con otros afectan la supervivencia o fisiologia de
este bivalvo. En este sentido, poco se sabe del papel de la temperatura, en un
escenario de cambio climético, sobre la supervivencia o aspectos fisioldgicos de la
especie. lgualmente, se requiere investigar el eventual efecto que pueden tener los
contaminantes derivados de actividades antropogénicas sobre el comportamiento de
los individuos de esta especie. En este contexto, los ensayos de laboratorio muestran
ser una muy buena herramienta y ampliamente utilizados en estudios de mortalidad y

fisiologia.
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