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El presente Informe Final 2015-2016, correspondiente al estudio de
“Evaluacion de la ecotoxicidad del agua en la zona interna del estuario de
Bahia Blanca” se presenta al Comité Técnico Ejecutivo de la Ley 12530, e
incluye tanto la informacion obtenida durante el desarrollo de los bioensayos
realizados en agua y elutriado del sedimento recolectado durante las cuatro
campafias realizadas durante el periodo de duracion del Programa de
Monitoreo de la Calidad Ambiental de la Zona Interior del estuario de Bahia
Blanca entre junio de 2015 y abril de 2016, asi como una interpretacién inte-
grada de sus resultados. Este estudio se llevo a cabo en el marco del Convenio
(Decreto N° 955/2015) entre la Municipalidad de Bahia Blanca y el Instituto
Argentino de Oceanografia (IADO - CONICET / UNS).

Este estudio incluye:

- Introduccidn General

- Fundamento del estudio
- Metodologia

- Resultados

- Analisis de los resultados
- Conclusiones

- Referencias bibliograficas

- Anexo
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1. INTRODUCCION

La actividad humana genera grandes cantidades de desechos toxicos que son
liberados al ambiente, ingresando a los diferentes compartimentos de los
ecosistemas, ya sea aire, agua, suelo o biota, dependiendo su destino de las
propiedades fisicoquimicas, movilidad y persistencia de los compuestos que la

integran (Pelusso, 2011).

Los cuerpos de agua reciben directa o indirectamente descargas de
contaminantes como consecuencia de las diferentes actividades antrdpicas que
tienen lugar en las cercanias de los mismos. Estos materiales derivados
antropogénicamente incluyen diversos tipos de contaminantes que pueden
acumular cantidades significativas de materiales peligrosos, lo cual hace que

se consideren contaminados.

Cuando los desechos tdxicos son vertidos a un cuerpo de agua, dichos
compuestos se particionan entre la fase acuosa y la fase particulada, siendo
éstas formadoras de sedimentos a lo largo del tiempo. De esta manera los
sedimentos se comportan como aceptores finales de contaminantes pudiendo
actuar como fuentes secundarias de contaminacién. Un sedimento
contaminado se puede definir como aquel material acumulado en el fondo de
cuerpos de agua conteniendo sustancias quimicas en exceso, en relacion a
criterios geoquimicos y/o toxicoldgicos de calidad, o que pueden tener efectos

adversos en el ambiente o en la salud humana (Peluso 2011).

Los contaminantes asociados a los sedimentos pueden ser resuspendidos de
forma natural, por procesos fisicos o bioldgicos (bioturbacién), o por la
actividad humana, tal como frecuentemente ocurre en la actividad de dragado.
Estos mecanismos generan la removilizacién y redistribucion de los

contaminantes a la columna de agua desde los sedimentos.

Frente a esto y considerando que junto con el desarrollo acelerado de la
industria también ha crecido la cantidad de desechos y compuestos toxicos
gue se acumulan en el ambiente, la ciencia se ha interesado cada vez mas en
conocer y proteger el ambiente, y en elaborar criterios fisicos, quimicos y
bioldgicos para estimar el impacto de la actividad humana sobre el agua, el

aire, el suelo y los ecosistemas en general.



1.1. Ecotoxicologia y bioensayos

El creciente impacto ambiental de las actividades humanas, principalmente el
vertido de sustancias quimicas liberadas al ambiente por procesos productivos,
ha favorecido el desarrollo de una disciplina basada en la toxicologia y la
ecologia: la ecotoxicologia, rama de la ciencia definida por Butler en 1978, que
estudia y analizalos efectos de agentes quimicos y fisicos sobre organismos
vivos, con particular atencion a poblaciones y comunidades de ecosistemas
definidos y ha sido recomendada como herramienta indispensable en las
evaluaciones de impacto ambiental y en la obtencidn de autorizaciones
gubernamentales para realizar actividades productivas, tanto por los expertos
del Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente (CPPS/PNUMA,
1985) como por la Organizacion Mundial de la Salud (Larrain 1995).

Hoy, la biotecnologia ofrece herramientas que permiten detectar efectos
producidos por compuestos toxicos a través de un conjunto de técnicas
basadas en la reaccidn y sensibilidad de distintos organismos vivos a diversas
sustancias contaminantes presentes en el ambiente Ilamadas bioensayos. En
otras palabras, un bioensayo es la evaluacion de los efectos deletéreos de una

sustancia toxica sobre ciertos organismos.

El concepto de bioensayo deriva de la toxicologia clasica, el cual ha sido
adaptado y aplicado al diagnéstico ambiental, considerdndose como un
complemento a la caracterizacién fisico-quimica convencional. Las pruebas de
toxicidad constituyen una herramienta eficaz para la prediccion de niveles de
concentracién de compuestos toxicos, en los que mediante la analitica clasica
no se logra obtener efectos observables, extendiéndose estas evaluaciones al
ambito de poblaciones, comunidades o ecosistemas para la identificacién de

elementos bioldgicos en riesgo.

El objetivo de este tipo de ensayos es obtener informacién acerca de los
efectos de las sustancias contaminantes sobre los organismos integrantes de
un determinado ecosistema. Para ello se procede a la observacion y medicién
de diferentes parametros bioldgicos, como las alteraciones en el desarrollo y
en funciones vitales, entre otros parametros en los organismos del ensayo,
producidos por una sustancia o mezcla compleja de sustancias (Segretin Web,
Cabrera Dorado 2004).



El empleo de bioensayos, realizados generalmente sobre organismos de una
Unica especie en condiciones controladas de laboratorio, es una practica
reconocida y ampliamente utilizada en toxicologia ambiental, tanto en
investigacion como en algunos campos reglamentarios como por ejemplo las
Directivas 91/414/CEE y 67/548/CEE).

En la actualidad, se reconoce que la caracterizacion y medicion de los toxicos o
componentes de los residuos peligrosos por separado no es suficiente para
asegurar la ausencia de efectos indeseables, puesto que tanto la mezcla de los
residuos como posibles transformaciones en el ambiente pueden modificar su
efecto nocivo. De ahi que el uso de ensayos bioldgicos esté siendo considerado
cada vez con mayor intensidad para la evaluaciéon de la toxicidad global de

estos contaminantes (Castillo Morales 2004).

La proteccién del medio ambiente acuatico se ha basado tradicionalmente en
el establecimiento de objetivos de calidad para la proteccién de la vida
acudtica y en el establecimiento de limites de vertido a cauce publico. Estas
politicas basadas en el control de los vertidos de sustancias quimicas
individuales, cuyos limites estan fijados en base al conocimiento de su
toxicidad y potencial para ser degradados o bioacumulados, han sido aplicadas

en todos los paises occidentales con diversos grados de éxito.

Este tipo de politicas tiene la ventaja de poder fijar limites numéricos claros y
de ser un sistema relativamente econdmico, desde el punto de vista analitico,

siempre que el niumero de sustancias a controlar en un vertido sea pequeno.
Sin embargo, tiene numerosas limitaciones, como por ejemplo:

. Hay un numero muy elevado de posibles contaminantes en los vertidos
que, en muchos casos, seria necesario realizar una gran variedad de
analisis diferentes.

. No es posible predecir los efectos de mezclas complejas, debido a las
interacciones entre diferentes toxicos.

. Los objetivos de calidad se encuentran, a veces, por debajo del limite de

detecciéon de los métodos de anélisis.

Los ensayos bioldgicos son herramientas de diagnostico adecuadas para
determinar el efecto de agentes fisicos y quimicos sobre organismos de prueba

bajo condiciones experimentales especificas y controladas. Estos efectos
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pueden ser tanto de inhibicion como de magnificacidon, evaluados por la
reaccion de los organismos, tales como muerte, crecimiento, proliferacion,
multiplicacion, cambios morfoldgicos, fisioldogicos o histoldgicos. Los efectos
pueden manifestarse a diferentes niveles, desde estructuras subcelulares o
sistemas de enzimas, hasta organismos completos, poblaciones o
comunidades. Por tanto, la toxicidad serd la capacidad de una sustancia para
ejercer un efecto nocivo sobre un organismos o la biocenosis, y dependera
tanto de las propiedades quimicas del compuesto como de su concentracion,
segun sea la duracion y frecuencia de la exposicién al toxico, y su relacidon con

el ciclo de vida del organismo; las pruebas podran ser de tipo agudo o crénico.

Junto con la medicién de parametros fisicos y quimicos, el bioensayo permite
evaluar el impacto que la actividad humana tiene en el medio ambiente, ya
sea en ecosistemas abiertos como en efluentes industriales o cloacales
mediante organismos indicadores presentes en el ecosistema de interés. El
organismo indicador seleccionado para la bateria de bioensayos
ecotoxicologicos depende del ecosistema en estudio y de los compuestos

toxicos a determinar.

1.2. Situacion actual en el estuario de Bahia Blanca

Como ya se menciond, el incremento de las actividades antrdpicas ha
generado un aumento de los desechos y compuestos potencialmente tdxicos
que se acumulan en cada ambiente, especialmente en los acuaticos,
perturbando significativamente su propia dinamica, interrelaciones vy

equilibrios.

El estuario de Bahia Blanca no escapa a esta realidad ya que en los ultimos 30
anos, la ciudad de Bahia Blanca se ha expandido rapidamente. Su crecimiento
demografico ha acompafnado al desarrollo del polo petroquimico con mayoria
de refinerias, plantas petroquimicas y fabricas de productos sintéticos; plantas
de fertilizantes y termoeléctricas, y otras industrias asentadas en la regién
(silos y molinos cerealeros, lavaderos de lanas, plantas textiles, curtiembres y
frigorificos, etc.) (Marcovecchio et al. 2001). Sumado a esto estd la expansion

de las actividades portuarias a través del Puerto Ingeniero White, y los
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subsidiarios Puerto Rosales, Base Naval Puerto Belgrano y Puerto Galvan
(Perillo et al. 2000).

El ingreso de los residuos ocurre principalmente a través de los cursos de agua
dulce que desaguan en el estuario mientras que por actividades de refinerias e
industrias petroquimicas, asi como del almacenamiento y transporte de
petrdleo y combustibles derivados, ingresan al sistema compuestos organicos
de distintos tipos que tienden a permanecer en el sistema por las maniobras
de dragado del canal principal de navegacién que inciden en el transporte de

sustancias potencialmente contaminantes (Marcovecchio 2014).

2.- FUNDAMENTO DEL ESTUDIO

2.1.- Calidad ambiental en agua

La preocupacion por la contaminacion acuatica ha propiciado un auge en el
desarrollo de metodologias para valorar mediante biocriterios los niveles de
exposicion a compuestos quimicos, llegando incluso a establecerse limites

permitidos de sus concentraciones tanto en agua como en sedimentos.

La evaluacion de la calidad del agua se ha realizado principalmente en base a
analisis fisicoquimicos que son una medida instantanea del momento en que
se realizan las mediciones y no permiten explicar con claridad periodos previos
a la muestra. Con estos analisis fisicoquimicos se puede determinar los niveles
exactos de los contaminantes dentro del agua, por lo tanto estos andlisis se
restringen en verificar la presencia de algun compuesto especifico en el agua,
y permite detectar las fuentes puntuales de los mismos. Sin embargo, el
caracter contaminante de un elemento quimico viene definido principalmente

por los dafios o efectos bioldgicos que pueda causar.

Por otra parte la cantidad y diversidad de sustancias que pueden llegar a los
sistemas acuaticos son muy numerosas, lo que hace imposible el control de
todas ellas; ademas la complejidad que alcanzan los medios acuaticos por su
propia dinamica, por las sustancias que contienen y sus interacciones o
efectos sinérgicos, hacen mas ineficientes a las medidas fisicoquimicas

puntuales (Valenzuela Perez 2013).



Estimar los efectos en la biota basandose exclusivamente en este tipo de
datos es incompleto por diferentes razones. Por un lado, conocer |la
composicion quimica de un efluente no proporciona informacién sobre sus
efectos bioldgicos en el cuerpo de agua receptor. Por otra parte, cuando una
sustancia se incorpora en un sistema acuatico, las reacciones quimicas que
puedan ocurrir al producirse esta mezcla pueden modificar significativamente
la biodisponibilidad de la sustancia, aumentando o disminuyendo su toxicidad.
Para el caso de mezclas de diferentes compuestos, no es posible predecir su
toxicidad con exactitud sobre los niveles de organizacion y escala tréfica, aun
conociendo las toxicidades de sus componentes individuales, dada |la
posibilidad de que se generen efectos sinérgicos, aditivos o antagoénicos de los
contaminantes en los sistemas vivos. Todo esto sin considerar que monitorear
todos los constituyentes en un efluente o cuerpo de agua superficial puede
implicar costos elevados ademas de su baja practicidad (Castillo Morales
2004).

2.2. Funcion del fitoplancton en el ambiente acuatico

La alta produccién biolégica de los ecosistemas marinos ha sido asociada a
tramas troéficas cortas, donde la herbivoria predomina por sobre procesos
como ciclaje de carbono a través del anillo microbiano y/o sedimentacion de
fitoplancton senescente. Sin embargo, la creciente percepcidon de la
importancia que tienen las clases de pequefio tamafio del fitoplancton (pico- y
nano-fitoplancton) y las bacterias en la utilizacién del carbono organico
disuelto y particulado, estdan cambiando la visién del comportamiento de las
comunidades peldgicas en zonas costeras y oceanicas, asi como el flujo de

materia a través de ellas (Azam 1998).

Los organismos mas empleados para realizar biomonitoreo de ambientes
acuaticos son las microalgas (Segretin Web). La importancia de incorporar el
uso de algas en los protocolos de bioensayos para testear la toxicidad en
ambientes marinos y estuariales se debe a que ellas determinan la
productividad de los mismos, representan el inicio y sustentan el desarrollo de
los restantes niveles de las redes troéficas de los ecosistemas acuaticos (Walsh
et al. 1987).
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En ellos, el principal componente es el fitoplancton, por lo que un cambio en
esa comunidad, sea cualitativo o cuantitativo podria repercutir en todo el
ecosistema. De esta manera, las especies de microalgas son consideradas de
gran importancia para ser utilizadas en "tests" de toxicidad (Nalewajko y
Olaveson 1998).

Muchos compuestos a concentraciones bajas, juegan un papel esencial en el
metabolismo de las microalgas; tal es el caso del Zn y Cu (Tadros et al. 1990).
Sin embargo, cuando las concentraciones son altas o se produce una mezcla
de ellos aun a bajas concentraciones, dan origen a condiciones de
contaminacion del medio que provocan desbalances metabdlicos en el
fitoplancton (Rodriguez y Rivera 1995), llegando a producirse una inhibicidn
del crecimiento y cambios morfoldgicos, generados como una respuesta
fisioldgica a la exposicion de la mezcla o sustancia problema, que tienen como
consecuencia una menor capacidad de respuesta de las poblaciones al nuevo
ambiente generado (Sunda y Lewis 1978, Rand y Petrocelli 1985, Visviki y
Rachlin 1994, Romero et al. 2001).

Por ello, resulta fundamental evaluar los efectos sobre el fitoplancton ya que
se logra una respuesta sensible y facil de monitorear, se permite evaluar la
variacion de dicha respuesta como un indicador del estrés al cual estan sujetas

las poblaciones naturales de microalgas.

El desarrollo de bioensayos con organismos nanofitoplanctonicos (hasta 10
MmM) que constituyen la base de la trama alimentaria de larvas de moluscos,
artrépodos y peces como asi también de moluscos filtradores frente a

contaminantes presentes en el sistema, permite el analisis de respuestas

« poblacionales a través de la tasa de crecimiento, en base a variaciones

de la densidad de organismos y

. morfofisioldgicas mediante un parametro que referencia el estado
fisioldgico de los organismos como la concentracidon de pigmentos

fotosintéticos.

Por ello, para este primer estudio de la “Evaluacidén ecotoxicolégica de agua de
la parte interna de estuario de Bahia Blanca” solicitado por el CTE se

propusieron como:



3. OBJETIVOS

Considerando que es el primer estudio de la evaluacidn ecotoxicolégica del

agua del sector interno del Estuario de Bahia Blanca, se proponen:

3.1. Objetivo General

Analizar la respuesta del eslabdn inicial de la cadena tréfica del estuario de
Bahia Blanca ante las variaciones de la calidad del agua, aportando los
primeros datos sobre niveles de peligrosidad trasladables y asimilables a otros
organismos para establecer, a futuro, niveles guia de proteccién del ambiente

estuarial.

3.2. Objetivos especificos
A. Desarrollo y estandarizacion de metodologias para la realizaciéon de
bioensayos
a. Puesta a punto de técnicas de aclimatacién a aguas estuariales de
microalgas bajo condiciones controladas de laboratorio.
b. Evaluacién y seleccion y de método adecuado para la obtencién del
elutriado de sedimento.
c. Seleccién y supervisidn de técnicas apropiadas para la realizacion de los
bieonsayos.
d. Seleccién de parametros representativos de la respuesta de las

microalgas durante los bioensayos.

B. Determinacion de la ecotoxicidad del agua y elutriado del sedimento del
estuario de Bahia Blanca mediante bioensayos con microalgas.

a. Evaluar la toxicidad de muestras de agua y elutriado del sedimento sobre
dos microalgas planctdnicas.

b. Analizar la dindmica de crecimiento y el estado fisiolégico de las dos
microalgas como indicadores de ecotoxicidad.

c. Identificar sitios y momentos sensibles relacionados con la variabilidad
climatica, actividad industrial, etc. que pudieran requerir intervencion y/o

manejo en futuros programas de gestion.



METODOLOGIA

10



4. METODOLOGIA

Para el desarrollo de este estudio de ecotoxicidad se respetd espacial y
temporalmente el disefio experimental de toma de muestras propuesto para el
Programa de Monitoreo de la Calidad Ambiental de la Zona Interior del

estuario de Bahia Blanca:

Primer muestreo: (1°M-jun’15)
Segundo muestreo: (2°M-sep "15)
Tercer muestreo: (3°M-dic"15)

Cuarto muestreo (4°M-mar’16)

4.1. Distribucion de las estaciones de muestreo (E)

E1l en proximidades de la desembocadura cloacal BB (CLO)

E2 en proximidades de Ingeniero White (IW)

E3 en Canal Galvan, proximidades del Polo Petroquimico (cPG)

E4 en proximidades de Maldonado (M)

E5 en proximidades de la descarga de planta de tratamientos
cloacales de la 3ra. Cuenca (3°C).

E6 proximidades de Puerto Cuatreros (PC)
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Para permitir la evaluacién de la ecotoxicidad de la parte interna del estuario,

tanto las muestras de agua como las de sedimentos empleadas en este
estudio constituyen submuestras de las que fueron tomadas para el monitoreo

fisico-quimico.

4.2. Organismos a evaluar

Para la evaluacion de ecotoxicidad se realizaron bioensayos con agua y
elutriado de los sedimentos de la zona interna del estuario de Bahia Blanca,
utilizando como especies test a las microalgas: verde Tetraselmis suecica
(Kylin) Butcher (Chlorophyta) ® y la diatomea Nitzschia aff. kuetzingioides
Hustedt (Bacillariophyta) O.
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Durante todo el estudio se realizaron procedimientos en el laboratorio que

llevaran a:

> asegurar las condiciones fisioldogicas o de aclimatacién que las

microalgas requieren al ser cultivadas vy,

» lograr intervalos de sensibilidad propios y reproducibles para cada una

de ellas en particular bajo un riguroso control de calidad.

Para una mejor compresion de la metodologia empleada en cada
procedimiento para la realizacién de los bioensayos se define los siguientes

términos:

Cultivo: organismos de prueba a utilizar durante los bioensayos, mantenidos
bajo condiciones controladas de laboratorio.

Control: ensayos realizados con los organismos de prueba en un medio
pristino.

Tratamiento: ensayos realizados con los organismos de prueba en el medio a

evaluar.
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Muestra se refiere al volumen deteminado de agua de mar o elutriado de

sedimento a evaluar.

4.3. Aislamiento de las microalgas, generacion y propagacion de sus

cultivos

Todas las maniobras con las microalgas se realizaron bajo condiciones de

esterilidad.

Para el aislamiento, aclimatacién y mantenimiento de las microalgas se utilizd
como medio de cultivo agua de mar proveniente de Pehuen Co (SW-PCo),
tomada mediante embarcacion a cierta distancia de la costa, filtrada,
esterilizada y enriquecida con solucidn PES (Provasoli-Enriched Seawater, 10
ml por litro de agua de mar) segun lo indicado por Starr and Zeikus (1993),.

La filtracion se hizo a través de una serie sucesiva de filtros de 30, 15, 5y 1,2
Mm. Se colocd en botellas Nalgene para evitar la formacidon de precipitados de
silice que puede interferir en el desarrollo de las microalgas y se llevd a

autoclave para su esterilizacion.
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El agua de mar filtrada y la solucion Provasoli fueron esterilizadas por
separado para evitar la precipitacion de los componentes y se las almacend

refrigeradas.

4.4, Cultivo de las microalgas

4.4.1. Tetraselmis suecica

La cepa de Tetraselmis suecica utilizada en este estudio, fue generosamente
cedida por la Prof. Isabel E. de Albarracin responsable del Cepario de
Microalgas de la Universidad Nacional de la Patagonia San Juan Bosco (sede
Trelew) con anterioridad a la ejecucidn del estudio. La cepa estuvo en
aclimatacion en el laboratorio de cultivos algales del GIBEA (Grupo de
Investigacion en Bioecologia Acuatica) del IADO, alternando sus cultivos en
medio agarizado y liquido tomando las células con un asa y esparciéndolas en
el medio liquido en un volumen reducido a 50 ml. Este procedimiento fue

realizado en el transcurso de 45 dias (Osenduko et al. 2014).

4.4.2. Nitzschia aff. kuetzingioides

Nitzschia aff. kuetzingioides es una diatomea pennada que forma parte de la
flora fitoplanctonica del estuario de Bahia Blanca, es de facil manejo en
laboratorio, tamafio pequefo y ciclo de vida corto, por lo que posee

caracteristicas ventajosas para la conduccién de pruebas de ecotoxicidad.
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Para el aislamiento de la diatomea Nitzschia aff. kuetzingioides, con una pipeta
Pasteur estéril se tomd, bajo lupa, un conjunto de células de microalgas
tomadas con red de fitoplancton en el estuario y se colocé en una depresion
de una placa de porcelana estéril. En la depresion continua de la placa se
colocaron de 3 - 4 gotas de medio de cultivo para lavar las células y eliminar
particulas contaminantes. Este procedimiento de lavado se realizé varias veces
empleando sucesivas depresiones de la placa estéril. Se transfirieron las
células lavadas a un tubo con 3 ml de medio de cultivo. Luego el cultivo se
colocé en una camara de cultivo a temperatura controlada de 21 £+ 1°C con

iluminacién luz fria proveniente de lamparas bajo consumo y con intensidad

luminosa promedio de 26W/m?.

Periddicamente, se efectud la observacion al microscopio 6ptico (10x, 40x vy
100x) de las alicuotas extraidas y fueron seleccionadas en cada observacién,
mediante pipeteo, las células de la especie de diatomea seleccionada, las que
fueron transferidas a otros tubos iniciando nuevos cultivos. En caso de
contaminacidn, se repitid el proceso de aislamiento. Estas operaciones se
realizaron durante 2 meses hasta conseguir un cultivo unialgal de N. aff.
kuetzingioides.

Los cultivos unialgales asi obtenidos, se mantuvieron en erlenmeyers de 100

ml con 50 ml de medio bajo las condiciones de temperatura e iluminacién
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controladas anteriomente sefaladas. Cada 3 dias se realiz6 el agregado de 10
ml de medio y periddicamente se iniciaron nuevos cultivos para mantener la

viabilidad de la cepa aislada.

4.5. Bioensayos

Para la realizacidon de los bioensayos se utilizd la normativa establecida por
EPA (United States Enviromental Protection Agency): Ecological Effects Test
Guidelines OCSPP 850.4500: Algal Toxicity y Ecological Effects Test Guidelines
OPPTS 850.1000: Special Considerations for Conducting Aquatic Laboratory
Studies y por el ASTM: E 1218 - 04 Standard Guide for Conducting Static
Toxicity Tests with Microalgae

La bateria de bioensayos fue realizada con muestras colectadas durante los
cuatro muestreos (1°M-jun’15), 2°M-sep’15), (3°M-dic’15) y (4°M-mar’16):

a.- Agua de los seis sitios de muestreo (E1, E2, E3, E4, E5 y E6) mas un
control con:
a.l.- Tetraselmis suecica

a.2.- Nitzschia aff. kuetzingioides

b.- Elutriado del sedimento de los seis sitios de muestreo (E1, E2, E3, E4, E5 y
E6) mas un control con:
b.1.- Tetraselmis suecica

b.2.- Nitzschia aff. kuetzingioides
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Todos los bioensayos se realizaron por cuadriplicado, en cultivo estatico, sin

renovacion del medio.

Cada bioensayo se inicié con una siembra de un inéculo de 10.000 células/ml

proveniente de cultivos unialgales en fase de crecimiento exponencial

adaptados al medio de cultivo utilizado como control. Cada siembra se realizd

en elernmeyer de 100 ml conteniendo 80 ml de agua filtrada y esterilizada

proveniente de cada estacién de muestreo.

La incubaciéon se realizd6 durante 96 horas a una temperatura de 18 + 1 °C,

con iluminacidon continua (26 W/m?) y agitacién diaria.

Los parametros respuesta aplicados se estimaron cada 24 horas durante toda

la duracién del bioensayo (0, 24, 48, 72 y 96 horas) y fueron:

- tasa de crecimiento de la poblacién algal (d') calculada mediante los

cambios de biomasa en el tiempo, siendo esta Ultima estimada
indirectamente como densidad celular mediante recuentos con camara

de Neubauer, bajo microscopio optico.
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- estado fisiolégico de la poblacién a través de la estimacion de la

\\ n

concentracién de clorofila mediante el registro de la fluorescencia de
la misma con un espectrofluorémetro.
En todos los bioensayos se realizaron observaciones microscépicas de las

poblaciones algales para detectar posibles alteraciones celulares.

4.6. Bioensayos para evaluar la ecotoxicidad del agua del estuario

4.6.1. Preparacion de las muestras de agua a evaluar y del control

En el laboratorio cada muestra de agua proveniente de E1, E2, E3, E4, ES5 y E6
mas el agua destinada para el control, se filtr6 a través de una serie de
membranas de 30, 15, 5y 1,2 yum de poro y se la esterilizé en autoclave
directamente en los erlenmeyers de 100 ml destinados para desarrollar los
bioensayos para evitar una posible contaminacién durante el trasvase que

llevara a posibles interpretaciones erréneas y fue conservada a 4°C.

Para los controles se planed utilizar agua proveniente de Bahia Falsa (BF),
considerandola como area pristina, pero durante el desarrollo del estudio se
observd un crecimiento de las microalgas menor al esperado, lo que llevd a
cambiar el medio para el control, utilizando finalmente para los mismos el

agua de mar identificada en este estudio como SW-PCo utilizada para el
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aislamiento y mantenimiento de las microalgas. Esta decision se tomd luego

de realizar un exhaustivo andlisis y reelaboracion de los bioensayos con agua

de mar BF mas el agregado de agua de mar artificial GP2 (Spotte et al, 1984)
(50% BF: 50% SW artif.) y agua de mar de las costas de Pehuen Co (SW-

PCo), observandose una mejor respuesta de crecimiento en esta ultima.

Esta mejor respuesta de crecimiento en el medio SW-PCo comparado con BF

(control de los muestreos 1°, 2°, 3° y 4°) se observa en el siguiente grafico:

2500000 | @ Control extra L
2000000 4 M Control 1°muestreo
E 1500000 - Control 2°muestreo
> ® Control 3°muestreo
*8 1000000 -
X Control 4°muestreo
500000 -
0 T = T - —
Ohs 24 HS 48 HS 72 HS 96 HS

4.6.2. Diseno experimental de los bioensayos con agua del estuario
para cada sitio de muestreo

otofio
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4.7. Bioensayos para evaluar

sedimento del estuario
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la ecotoxicidad del

elutriado del

Se entiende por elutriado a la solucidon acuosa obtenida tras la adicién de agua

a una sustancia solida (p.ej. sedimento) y sometida a posterior agitacion.
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Posteriormente la mezcla obtenida se centrifuga, se filtra o se decanta el
sobrenadante para separar el sélido propiamente dicho del liquido (Garmendia
et al. 2009).

4.7.1. Preparacion del elutriado del sedimento a evaluar

Para la preparacion del elutriado se puso a punto un nuevo método que
resultd mas efectivo para extraer mayor concentracién de contaminantes (ver
en tabla [ 1) luego de probar con métodos ya conocidos que aplicaban
ultrasonido, licuado o largos procesos de resuspencién (US EPA 1992, Pica
Granados y Trujillo Dominguez 2008). La tabla muestra que el método
realizado por agitacion y rapida recuperacién del sobrenadante resulté ser mas
efectivo en la extraccién de Cu y Zn. Los otros dos métodos analizados,
licuado y sonicacion y lenta recuperacion de sobrenadante, proporcionaron

menores valores de extraccidon de Cu y Zn.

Muestra Cu Zn
Preparacion del elutriado (ug/L) (ug/L)
Agitacion y rapida recuperacion del
sobrenadante 19,3 27,6
Licuado y lenta recuperacion del
sobrenadante 1,2 0,4
Sonicacion y lenta recuperacion del
sobrenadante 11,9 15,4

Las muestras de sedimento fueron guardadas a -18°C hasta la preparacion del
elutriado, cuidando que la misma fuera realizada dentro del tiempo aconsejado

no superior al mes (Garmendia et al. 2009).

El elutriado del sedimento de cada una de las estaciones muestreadas se

preparé de la siguiente manera:
a) Se pesaron 400 g de sedimento en su estado natural, base himeda y se los

colocé en un Erlenmeyer y se le agregé agua mar control filtrada (1,2 um)

hasta completar 1600 ml (proporcion 1:4).
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b) El erlenmeyer se colocd en un agitador orbital por 30 minutos a 220 rpm en
un agitador orbital SK-O330-Pro.

c) Posteriormente la mezcla se deja decantar en embudos de decantacién por
unos pocos minutos de modo que la mayor parte del sedimento quede en el
fondo del embudo.

d) Transcurrido ese periodo se retir6 la fase liquida con pipetas de 20 mL
pasandolo a tubos de centrifuga de 50 ml que previamente fueron
enjuagado con la primera porcion del sobrenadante obtenido, cuidando de

no remover o resuspender el sedimento del fondo.

e) El sobrenadante se centrifugd durante 15 minutos a 2000 rpm y se filtré
con filtro de fibra de vidrio de 1,2 pm.
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f) Se extrajo el sobrenadante acuoso (elutriado) succionando el liquido sin

resuspender lo sedimentado.

g) El elutriado asi obtenido fue esterilizado bajo luz UV por 36 horas y

posteriormente mantenido en oscuridad y refrigerado a 4°C.

h) Previamente a su uso, el contenido fue aireado suavemente durante 10

minutos y se trasvasaron directamente 60 ml a los erlenmeyers de cultivo

previamente esterilizados.

Debido a que el elutriado es un extracto acuoso, el procedimiento de los

bioensayos se desarrolldé de la misma forma en que se llevan a cabo los

bioensayos de ecotoxicidad en agua.

4.7.2. Diseino experimental de
sedimento del estuario para cada sitio de muestreo
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4.8. Determinacion del crecimiento poblacional

El crecimiento de un cultivo de microalgas se expresa como el incremento de
biomasa ya sea en forma de numero de células (cél/mL), en peso seco,
cantidad de proteina, de pigmentos, medidos directamente o en unidades de
fluorescencia, volumen de las células o carbono celular total, calculado para un
periodo de tiempo o una fase de crecimiento especifica.

Este incremento puede ser estimado por diferentes métodos, entre los cuales
los mas utilizados en los laboratorios son el recuento celular a través del
microscopio o mediante contadores de particulas, la determinacién de los
cambios de densidad Optica del cultivo por espectrofotometria o finalmente la
cuantificacion de la biomasa en peso seco, total u organico, o de sus
componentes bioquimicos que son de interés para los fines de un cultivo en

particular (proteinas, pigmentos o acidos grasos, entre otros).

De estos métodos, el recuento celular es el mas utilizado por ser un método
sencillo, el cual permite ademas un mejor seguimiento del cultivo mediante su
inspeccién visual. Es necesario remarcar que la correspondencia entre la
concentracidon celular y la informacion proporcionada por los otros métodos
(como la cantidad de pigmentos o de otros componentes celulares, que son
mas laboriosos y requieren de tiempo, material y equipamiento mas costoso)
no es constante, ya que éstos dependen del estado fisiolédgico de las células,
de la fase de crecimiento y de las condiciones ambientales a las cuales esta
sometido el cultivo (Alfonso y Leal 1998).

Para obtener resultados confiables, es recomendable aplicar algunos métodos
simultdneamente, incluyendo observaciones microscépicas cualitativas para
evitar errores debido a la contaminacion de los cultivos. En esta primera
seccién se describen las técnicas de recuento celular y de determinacion de la

densidad 6ptica.

4.8.1. Recuentos de microalgas

Una de las dificultades para el recuento al microscopio es obtener una buena

reproducibilidad, por lo cual es importante saber seleccionar el tamafio de la
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muestra, la dilucion, el tipo de camara de recuento, el objetivo del microscopio
y la técnica de llenado de la cdmara. En algunos casos, puede ser necesario
corroborar el volumen de la cdmara que se esta utilizando. Para realizar el
recuento celular se han disefiado diferentes camaras que contienen un
volumen determinado de muestra entre una ldmina y una laminilla rigida
(cubreobjeto especial) colocada sobre plataformas laterales a una altura
establecida (Alfonso y Leal 1998). La que se usa con mayor frecuencia para
cultivos de microalgas es el hematocitometro de 0,1 mm de profundidad con

reglilla de Neubauer.

4.8.2. Procedimiento aplicado para el recuento celular durante este

estudio con camara de Neubauer

a) Se agité el cultivo para permitir que las células tengan una distribucién

homogénea.

b) Se tomdé una muestra de 1 ml y se la colocd en un Eppendorf previamente
lavado y seco. Se agreg6 una gota de solucién Lugol para fijar las células:
Solucion A: pesar 10 g de yoduro de potasio (KI) y disolver en 100 ml de
agua destilada.
Solucion B: pesar 5 g de yodo molecular cristalino (1) y disolver en 10 ml
de acido acético (CH3-COOH).

Mezclar ambas soluciones (A+B), agitar bien y mantener en frasco ambar.

c) Cuando el cultivo estuvo muy concentrado (>106 cél/ml) se diluyd la
muestra con agua de mar.

Generalmente una dilucién 1:10 fue suficiente, pero fue necesario verificar que
la concentracion resultante fuera suficiente para obtener una precisién
adecuada, la cual dependia del niumero de células presentes en promedio en 1

mm?.

d) El tubo se agité y se tomdé una muestra con una pipeta Pasteur.
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e) Se llend la camara con el cubreobjeto ya puesto, colocando la punta de la

pipeta Pasteur en la muesca en forma de V que tiene la cdmara, cuidando que
el volumen depositado fuera suficiente para que una parte llegue hasta los

canales laterales, pero sin inundarlos completamente.

f) Se enfocd la camara con el objetivo 10X aunque en ocasiones cuando se

traté de células pequefias se utilizé el de 40X.

g) El registro se hizo contando las células que quedaron dentro de cada una de
las cuadriculas marcadas como A, B, C y D indicadas en la figura. En el caso
de las células que tocaban las lineas de demarcacidn entre cuadros, se
contaron solamente las que tocaban dos de los cuatro lados, seleccionados al

azar.
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h) Para obtener un recuento mas preciso, se usaron tres o mas submuestras

de cada muestra y con éstas se calculd la concentracion media.
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i) Con los datos de concentracion celular (cél/ml) de cada recuento en tiempos
sucesivos (0, 24, 48, 72 y 96 horas) se obtuvo la curva de crecimiento
graficando en el eje de las “Y” los valores de concentracién y en el eje de las

“X” el tiempo (en horas).

4.9. Determinacion de clorofila “a” por el método
espectrofluorométrico (APHA 1992).

La extraccién de la clorofila “a” se basa en la transferencia del pigmento a un
solvente orgdnico sin provocar cambios quimicos en la molécula. La
concentracion de clorofila “a” se cuantifica por su absorbancia en un
espectrofotdmetro o espectrofluorometro. Como la clorofila es soluble en
solventes organicos, suelen usarse acetona o metanol para su extraccion, ya
que rompen los puentes entre el pigmento y las proteinas solubilizando las
clorofilas. La determinacién espectrofluorométrica de la clorofila “a” depende
de la Ley de Lambert-Beer. La extraccidon de la clorofila debe realizarse en la
oscuridad y a baja temperatura para reducir al minimo la fotooxidacién. Luego
de filtrar un volumen conocido de muestra se coloca el filtro en un ultrafreezer
para facilitar la ruptura de las paredes celulares y la liberacién del pigmento y
se agrega del solvente de extraccidon, se deja reposar en la oscuridad una

noche, se procede a leer en el espectrofluorémetro.

Procedimiento:
Muestras de 1 ml de cada ensayo se filtraron empleando una jeringa provista
con filtros de fibra de vidrio Whatman GF/F (0.7 pm de poro). Cada filtro fue

envuelto en papel aluminio y se lo preservé en ultrafreezer a -80°C.
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Previo a su lectura, cada filtro se colocdé en un tubo de centrifuga, se lo
desmenuzé mediante una varilla de vidrio y se le adicionaron 10 ml de

acetona 90%, manteniéndolos a 4°C por 20 horas.

Después de ese tiempo, se centrifugaron para eliminar los residuos del papel
de filtro y evitar interferencias en la lectura. Una alicuota de la solucion
extraida, se transfirio a una celda y se midid la absorbancia en un
espectrofluoréometro SHIMADZU RF-5301 PC.

4.10. Analisis estadisicos de los datos

El andlisis de los datos obtenidos a partir de los bioensayos - densidad de
organismos y concentracion de clorofila “a” - se realiz6 de acuerdo con las
recomendaciones de la USEPA (EPA/821/R/02/012) y segun los criterios
expuestos en la norma ISO / DIN 5667-16.
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. Para expresar los resultados como media + error estandar de la media
se realizé estadistica descriptiva.

« La homogeneidad de varianza y la normalidad de los datos fueron
analizadas por medio de la prueba de Bartlett y la prueba de
Kolmogorov Smirnov, respectivamente. En caso que fuera necesario, los
datos fueron transformados para cumplir los requerimientos
parameétricos.

. Para evaluar las diferencias tanto en densidad de células (n° cel/ml),
tasa de crecimiento y concentracién de clorofila “a” (ng/ml) en ambas
especies evaluadas, Tetraselmis suecica y Nitzschia aff. kuetzingioides,
entre tratamientos (agua de mar vy elutriado), entre estaciones
muestreadas (E1, E2, E3, E4, E5 y E6) y entre fechas de muestreo (1°,
2°, 3° y 4°) se realizaron Analisis de la varianza de dos via (ANOVA
doble).

. Para una correcta interpretacién de los resultados de ANOVA, en los
casos de diferencias significativas, fueron aplicados tests de
comparaciones multiples de Tukey.

. Para considerar diferencias estadisticas significativas en los casos que
se detectd interaccién entre variables, las mismas fueron analizadas
separadamente, utilizando analisis de la varianza simple o de una via.
Un valor de p < 0,05 fue utilizado como criterio.

. Para determinar relacion entre la densidad de células y la concentracion
de clorofila “a” en ambas especies de algas y en los tratamientos en
agua y elutriado de los sedimentos se realizaron analisis de regresion
lineal simple. Previo al analisis, los datos fueron transformados

utilizando Ln (x+1) como transformacion.

Todos los tests estadisticos fueron realizados con los paquetes estadisticos
SPSS 15.0 para Windows e InfoStat 2008 (version estudiantil).
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5. Resultados
5.1. Primer muestreo (1°M-jun’15)

5.1.1. Bioensayos con Tetraselmis suecica en agua y elutriado del
sedimento del estuario

Agua Elutriado

- -
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Bioensayos con agua del estuario proveniente del muestreo 1°M-
jun’15
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Con respecto a la densidad celular, se puede observar una mejor respuesta de
crecimiento en los bioensayos con agua proveniente de los sitios E3 y E5 y un
menor crecimiento en E6, si bien todas las curvas se ubicaron por debajo de la
correspondiente al control. Al considerar los valores de clorofila “a” se
observan algunas diferencias, ya que todas las curvas se ubican mas préximas
a las correspondientes al control, ademas los valores con agua proveniente de
E5 y E6 a la hora 96 superaron al control.
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Bioensayos con elutriado del sedimento del estuario proveniente del
muestreo 1°M-jun’15
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Al observar tanto la densidad celular como la clorofila “a” se puede ver que los
bioensayos con elutriado del sedimento proveniente de las estaciones E2, E3,
E4 y E5 presentaron una respuesta de crecimiento menor al control, este
crecimiento superior al control se observo a partir de la hora 72, por otra parte
los bioensayos con elutriado del sedimento proveniente de las estaciones E1 y
E6 presentaron un crecimiento muy bajo.
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5.1.2. Bioensayos con Nitzschia aff. kuetzingioides en agua y elutriado
del sedimento del estuario

Agua Elutriado
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Bioensayos con agua del estuario proveniente del muestreo 1°M-

jun’15
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Al considerar la densidad celular se puede observar que los ensayos con agua
proveniente de E5 presentaron una respuesta de crecimiento superior al
control, mientras que los ensayos con agua proveniente de las restantes
estaciones preserntaro curvas por debajo del control, siendo E1 y E2 las que
presentaron el menor crecimiento. Al considerar la clorofila “a” se observé una
respuesta similar aunque ninguno de los ensayos presentd un crecimiento
superior al control.
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Bioensayos con elutriado del sedimento del estuario proveniente del
muestreo 1°M-jun’15
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Al considerar la densidad celular como la concentracion de clorofila “a” se pudo
observar que los ensayos con elutriado del sedimento proveniente de la
estacion E4 presentaron una mejor respuesta de crecimiento que el contol,
mientras que lo ensayos realizado con elutriado de las estaciones E1 y E6
presentaron un muy bajo crecimiento.
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5.2. Segundo muestreo (2°M-sep’15)

5.2.1. Bioensayos con Tetraselmis suecica en agua y elutriado del

sedimento del estuario

Agua Elutriado
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Bioensayos con agua del estuario proveniente del muestreo 2°M-
sep’l5
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Al considerar tanto la densidad celular como la concentracidon de clorofila “a”
se observd una respuesta de crecimiento menor al control en los bioensayos
con agua proveniente de todas las estaciones, siendo mas bajo con el agua
proveniente de E5.
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Bioensayos con elutriado del sedimento del estuario proveniente del
muestreo 2°M-sep’15
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Al considerar tanto la densidad celular como la concentracidon de clorofila “a”
los ensayos con elutriado del sedimento proveniente de todas las estaciones
de monitoreo presentaron una respuesta de crecimiento menor al control,
siendo muy baja en para los ensayos de las estaciones E1 y E3.
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5.2.2. Bioensayos con Nitzschia aff. kuetzingioides en agua y elutriado
del sedimento del estuario

Agua Elutriado
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Bioensayos con agua del estuario proveniente del muestreo 2°M-
sep’l5

Densidad celular
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Al considerar tanto la densidad celular como la concentracidon de clorofila “a”
se observd una respuesta de crecimiento menor al control en los bioensayos
con agua proveniente de todas las estaciones de muestreo, presentando E1 los
valores mas cercanos al contol mientras que las restantes estaciones
mostraron un crecimiento considerablemente menor.
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Bioensayos con elutriado del sedimento del estuario proveniente del

muestreo 2°M-sep’15

Densidad celular

3000000
2500000

2000000

Cél/ml

1000000

500000

Clorofila “a”

350 -

= N N w
(O] o Ul o
o o o o

1 1 1

Mg/L muestra

-
o
o

50

Mg/L muestra
= N N
ul o w
o o o
1 1 1

—

Ul o

o o
1 1

o

1500000 1

Control
El
E2
E3 ®
E4
o E5

E6
= Exponencial (Control)
Exponencial (E1)
Exponencial (E2)

Exponencial (E3)
Exponencial (E4)
Exponencial (E5)
Exponencial (E6)

®  Control
- E1

E2

E3

e— Exponencial (Control)

Exponencial (E1)

Exponencial (E2)

Exponencial (E3)

0 24 48 72

® Control
- E4
" E5
A E6

e Exponencial (Control)

Exponencial (E4)

Exponencial (E5)

Exponencial (E6) o

A
N

O

Al considerar tanto la densidad celular como la concentracion de clorofila “a”
se pudo observar que los ensayos con elutriado del sedimento de todas las
estaciones de monitoreo presentaron un crecimiento muy por debajo del

control.
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5.3. Tercer muestreo (3°M-dic’15)

5.3.1. Bioensayos con Tetraselmis suecica en agua y elutriado del

sedimento del estuario

Agua Elutriado

/
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Bioensayos con agua del estuario proveniente del muestreo 3°M-
dic'l5
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Al considerar la densidad celular se pudo observar que los ensayos con agua
proveniente de todas las estaciones de muestreo presentaron un crecimiento
menor al control. Al considerar la concentracién de clorofila “a”, si bien se
observd una respuesta de crecimiento similar, los ensayos con agua
proveniente de la estacién E5 presentaron un crecimiento superior al control.
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Bioensayos con elutriado del sedimento del estuario proveniente del

muestreo 3°M-dic’15
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Al considerar la densidad celuar, con excepcion de los ensayos con elutriado
de sedimentos provenientes de E5 que presentaron una mayor densidad de
células que el control a la hora 96, los ensayos con elutriados de las restantes
estaciones presentaron un crecimiento bajo, siendo éste marcadamente bajo
en los elutriados de E1. Al considerar la concentracién de clorofila “a” se
observaron ligeras diferencias, presentando los ensayos con elutriados de E2 y
E6 una mayor concentracién de clorofila que el control a la hora 96, si bien la
curva de clorofila para elutriados de E1 también fue marcadamente baja.
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5.3.2. Bioensayos con Nitzschia aff. kuetzingioides en agua y elutriado
del sedimento del estuario

Agua Elutriado
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Bioensayos con agua del estuario proveniente del muestreo 3°M-
dic'l5
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Al considerar la densidad celular se observd que los ensayos con agua
proveniente de todas las estaciones de muestreo presentaron una respuesta
de crecimiento menor al control, siendo especialmente baja en aguas de E1 y
E2. Al considerar la concentracién de clorofila “a” se observd una respuesta
similar, s6lo que los ensayos con agua de E5 presentaron una curva de
crecimiento superior al control.
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Bioensayos con elutriado del sedimento del estuario proveniente del

muestreo 3°M-dic’15
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Al considerar tanto la densidad celular como la concentracién de clorofila “a”
se observé que los ensayos con elutriado de sedimentos provenientes de todas
las estaciones presentaron un crecimiento menor al control, siendo
especialmente bajo en los elutriados de E1.
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5.4. Cuarto muestreo (4°M-mar’16)

5.4.1. Bioensayos con Tetraselmis suecica en agua y elutriado del

sedimento del estuario

Agua Elutriado

r
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Bioensayos con agua del estuario proveniente del muestreo 4°M-

mar’l16
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Al considerar tanto la densidad celular como la concentracidon de clorofila “a”
los ensayos con agua proveniente de todas las estaciones de muestreo
presentaron una respuesta de crecimiento muy similar al control, si bien
considerando la densidad celular las curvas se encontraron ligeramente por

debajo del control y considerando la clorofila ligeramente por encima.
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Bioensayos con elutriado del sedimento del estuario proveniente del

muestreo 4°M-mar’16
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Al considerar tanto la densidad celular como la concentracién de clorofila “a”
los bioensayos con elutriado de sedimentos provenientes de todas las
estaciones de muestreo presentaron curvas similares al contol, si bien para las
estaciones E1, E4 y E5 se observaron valores ligeramente superiores a la hora

72 y 96.
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5.4.2. Bioensayos con Nitzschia aff. kuetzingioides en agua y elutriado
del sedimento del estuario

Agua Elutriado
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Bioensayos con agua del estuario proveniente del muestreo 4°M-

mar’l16
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Al considerar tanto la densidad celular como la concentracidon de clorofila “a”
se observd una respuesta de crecimiento mayor en los ensayos con agua
proveniente de todas las estaciones de muestreo con respecto al control,
presentando E5 el mayor crecimiento.
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Bioensayos con elutriado del sedimento del estuario proveniente del

muestreo 4°M-mar’16
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Al considerar tanto la densidad celular como la concentracidon de clorofila “a”
los ensayos con elutriado proveniente de todas las estaciones de monitoreo
presentaron una respuesta de crecimiento similar al control, aunque
considerando la densidad sélo E1 y E2 presentaron curvas por encima de la
curva del control mientras que al considerar la clorofila todas las estaciones
presentaron curvas ligeramente por encima de la del control.
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6. Estado fisiologico de las microalgas

En los ensayos control con ambas especies de microalgas siempre se hallaron
regresiones significativas positivas entre la densidad de microalgas y el

n

contenido de clorofila “a”, lo cual resulta esperable ya que el contenido de

clorofila “a” es un estimador de la biomasa celular.

Sin embargo, en algunas oportunidades durante el desarrollo de los
bioensayos se observd una falta de regresidn entre estas dos variables, este
desacople podria indicar una sensibilidad en el estado fisioldgico de las
microalgas. Hernandez et al. (2011) han sefialado que un debilitamiento del
estado fisiolégico podria estar provocado bien por la presencia de
contaminantes especificos o por la mezcla de los mismos en el medio

evaluado.

Este desacople también se pudo observar en las curvas de crecimiento
presentadas en el punto anterior de esta misma seccién, ya que en muchos
casos hubo diferencias marcadas entre las curvas obtenidas al graficar los
valores de los recuentos celulares y los valores de clorofila “a” a lo largo del

ensayo.

Como se ha senalado, el contenido de clorofila “a” depende directamente del
contenido de elementos biogénicos en el agua (Zhuravel et al. 2009). Por ello,
esta caracteristica es mas sensible al efecto de contaminantes en comparacion

con el numero de células.
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6.1. Estado fisiolégico: Regresion entre densidad celular y clorofila "a”
6.1.1. Bioensayos control

Tetraselmis suecica

Agua R2=0,93 Elutriado R2=0,90
6,45
<
5,43 _
“—t —
) &
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Ln (abund +1) Ln (abund +1)
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8,28 9,79 11,31 12,82 14,33 10,31 11,37 12,43 13,50 14,56
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6.1.2. Bioensayos con agua del estuario proveniente del muestreo

1°M-jun’15

Tetraselmis suecica
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E4 R2=0,74 E5 R2=0,78 E6 R2=0,91
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6.1.3.

Bioensayos con

elutriado del

proveniente del muestreo 1°M-jun’15

Tetraselmis suecica

E1l R2=0,31

E2 R2=0,64

sedimento del

estuario
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S s 2
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6.1.4. Bioensayos con agua del estuario proveniente del muestreo
(2°M-sep’15)

Tetraselmis suecica

E1l R2=0,26 E2 R2=0,71 E3 R2=0,75
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6.1.5.

Bioensayos

con

elutriado del

sedimento del

proveniente del muestreo 2°M-sep’15

Tetraselmis suecica

E1 R2=0,03

E2 R2=0,54

E3 R2=0,19

estuario
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6.1.6. Bioensayos con agua del estuario proveniente del muestreo
3°M-dic’15

Tetraselmis suecica
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6.1.7.

Bioensayos con

elutriado del

proveniente del muestreo 3°M-dic’15

Tetraselmis suecica
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6.1.8. Bioensayos con agua del estuario proveniente del muestreo
4°M-mar’16

Tetraselmis suecica
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6.1.9.

Bioensayos

con

elutriado del

proveniente del muestreo 4°’M-mar’16
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7. Evaluacion del estado fisiologico de las poblaciones de

microalgas evaluadas

Este andlisis de basé en la regresién entre las dos variables evaluadas durante
los bioensayos: densidad celular - clorofila “a”. La falta de regresién entre
ambas variables se podria interpretar como la existencia de una situacion
problematica en el estado fisioldgico o morfo-fisioldgico de las microalgas

evaluadas.

Muestreo (1°M-jun’15)
Se observo una falta de regresidn en las estaciones:

El: para T. suecica en los bioensayos con agua y elutriado y para N. aff.

kutzingioides en los bioensayos con elutriado;
E2 y E3: para T. suecica en los bioensayos en agua;
E4: para T. suecica en los bioensayos en elutriado;

E6: para T. suecica y N. aff. kutzingioides en los bioensayos con elutriado.

Muestreo (2°M-sep’15)

Se observd un patrén llamativo, con una falta de regresion entre las dos

variables en casi todos los sitios de muestreo:
El: en los bioensayos con T. suecica tanto en agua como en elutriado;

E3: en los bioensayos con N. aff. kuetzingioides en agua y elutriado y T.

suecica en elutriado;

E4: en los bioensayos de N. aff. kuetzingioides en agua y T. suecica en

elutriado;
E5: en los bioensayos de T. suecica y N. aff. kuetzingioides en agua;

E6: en los bioensayos de N. aff. kuetzingioides en agua y elutriado y T.

suecica en elutriado.
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Muestreo (3°M-dic’15)

Se observd una regresion no significativa para los sitios:
E2: en los bioensayos con N. aff. kuetzingioides en agua;
E3: en los bioensayos con T. suecica en elutriado;

E6: en los bioensayos con T. suecica en elutriado.

Muestreo (4°M-mar’16)

Durante este muestreo no se observd desacople entre la concentracion de

clorofila “a” y la densidad celular

En términos generales en el muestreo (2°M-sep’l5) se observaron las
menores densidades celulares y concentraciones de clorofila “a”, mientras que
en (4°M-mar’l16) se observaron las mayores densidades y las mayores

14

concentraciones de clorofila “a”, esto coincide con el mayor desacople entre
estas dos variables registrado en (2°M-sep’15) y el menor desacople en el

muestreo (4°M-mar’16).

Asimismo, en la estacion E1 se observé una mayor frecuencia de desacople
entre la clorofila “a” y la densidad celular, lo cual coincide con el hecho de que
en esta estacion se registraron densidades celulares comparativamente bajas.
Esto podria deberse a que los factores que afectaron el crecimiento poblacional
estarian también influyendo en el estado fisioldgico o morfofisiolégico de las

microalgas.
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7.1. Representacion grafica del estado fisiolégico de las poblaciones
fitoplanctdonicas evaluadas sobre la base de las variaciones de la
relacién densidad celular - clorofila”’a” (R?)
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E6 Tetraselmis suecica ‘ ‘ O ‘ o O o 0
Nizschia aff. kuetzingioides o ‘ ‘ o o o o




CONICET
U N S

7.2. Alteraciones morfologicas observadas durante el estudio

La presencia de células anormales de diatomeas en una poblacién o
comunidad puede ser indicador de algun estrés ambiental como disminucion
de la calidad del agua (Gémez y Licursi, 2003) o contaminacion quimica
(Debenest et al., 2008).

Algunas alteraciones en el contorno de las valvas son transportadas
mecanicamente durante la reproduccién, dando lugar a toda una poblacién con
una morfologia diferente a la de la linea parental (Hustedt, 1956) incidiendo
en la calidad y disponibilidad de alimento para zooplancton y larvas de

crustaceos y peces.

Aspecto normal de Nitzschia aff. kuetzingioides en el cultivo control
(microscopia optica)

P

10 pm
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7.3. Morfologias anomalas de las valvas de la diatomea Nitzschia aff.

kuetzingioides

Durante los recuentos celulares realizados con microscopio éptico al final de
los bioensayos, tanto en agua como en elutriado del sedimento, se

observaron diferencias en las formas y el contorno valvar de la diatomea.

Segun Morin et al. (2007) una definida alteracion morfolégica en diatomeas
podria considerarse como una herramienta valida para proporcionar una

primera aproximacién sobre la calidad del agua.
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ANALISIS DE LOS RESULTADOS:
Comparaciéon entre estaciones de muestreo
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8. Analisis de los resultados entre los cuatro muestreos (1°M-
jun’l5), (2°M-sep’15), (3°M-dic’15) y (4°M-mar’16)

Durante los bioensayos se analizaron:

e Densidad (n° ind.ml™)
« Clorofila “a” (mg.ml?)
e Tasa de crecimiento (dia™)

8.1. Resultados de los Bioensayos realizados con Tetraselmis
suecica y Nitzschia aff. kuetzingioides en agua y elutriado de
la estacion E1

Especie Variable Factor Grupos F p
T. suecica Densidad Tratamiento éﬂl:fiado F=1,15 0,2915 n.s.
Agua: F=7,59 <0,05 *
o o o o ’ ’
Muestreo 1°,2°,3% 4° | Eiutriado: F=34,86 | <0.01 *k
Clorofila “a” Tratamiento éﬁ;:zraiado F=0,27 0,6099 n.s.
Agua: F=16,03 <0,05 *
o o o o I I
Muestreo 1°,2%, 3% 4% | Elutriado:F=191,95 | <0,01 *k
Tasa de Tratamiento | 2942 F=13,14 <0,05 *
crecimiento Elutriado
Agua: F=9,18 <0,05 *
o o o o ’ 14
Muestreo 1°,2% 3% 4% | Elutriado: F=34,07 | <0.01 -
AL aff: L. Densidad Tratamiento Agua_ F=0,21 0,6536 n.s.
kuetzingioides Elutriado
Agua: F=229,57 <0,01 ok
o o o o ’ 7
Muestreo 1°,2°,3% 4° | Eiutriado: F=38,30 | <0,01 *
Clorofila “a” Tratamiento éﬁﬁfiado F=2,29 0,1405 n.s.
Agua: F=23,98 <0,01 *x
o o o o ’ ’
Muestreo 1°,2°,3% 4° | Elutriado:F=136,10 | <0.01 Kk
Tasa de Tratamiento | 2942 F=1,53 0,2266 | n.s.
crecimiento Elutriado
Agua: F=20,55 <0,01 *x
o o o o ’ ’
Muestreo 1°,2°,3% 4° | Eiutriado: F=47,25 | <0.01 Kk

w7

Tabla 1: Resumen de resultados de ANOVA para densidad de individuos, concentracion de clorofila “a” y tasa
de crecimiento de Tetraselmis suecica y Nitzschia aff. kuetzingioides comparando los bioensayos con agua y
elutriado del sedimento, en los diferentes muestreos para la estacién E1. F= estadistico del ANOVA y p=valor
de probabilidad estadistica.

Tetraselmis suecica

Los bioensayos realizados con Tetraselmis suecica tanto en agua como en
elutriado en muestras provenientes de la Estacion E1, no presentaron
diferencias significativas al evaluar densidad de individuos y concentracién
de clorofila “"a”. Sin embargo, la tasa de crecimiento celular de la microalga
fue diferente al comparar los resultados obtenidos en los bioensayos con

agua y elutriado del sedimento (Tabla 1). La tasa de crecimiento de T.
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suecica durante el bioensayo en elutriado del sedimento fue
considerablemente menor, no superando el valor medio de 0,34 dia™ (Fig.
1a).

a b
500, - 400000

I-A =
I 0,9 Control-Agua = CDensidad L E
0,84 Control-Elutriado 3400' — Clorofila t 300000 @
E o6l % 300 ' <
g B © Control-Densidad - 200000 ©
o 041 52001 1 1 ~1 Is| | £
® 0,24 A 8 1004 |a onttoll-Clorpfila [ 100000
© Al

- 0 0
Agua Elutriado 10 20 30 40

Figura 1: Bioensayos realizados con Tetraselmis suecica (O) en agua y elutriado de sedimento
de E1. a) Variacion de la tasa de crecimiento en agua y elutriado de sedimento. b) En agua. Variacion
de la densidad de individuos y concentracion de clorofila “a” en los 4 muestreos. Letras diferentes
indican diferencias significativas (P<0,05 Test de Tukey) y las lineas horizontales valores medidos en el
control.

Al comparar entre muestreos los resultados de los bioensayos con T.

suecica realizados en agua del estuario se pudieron observar diferencias
significativas para densidad de individuos, clorofila "a” y tasa de crecimiento
(Tabla 1), pudiéndose sefialar que tanto densidad, concentracion de clorofila
“a” (Fig. 1b) como la tasa de crecimiento (Fig. 2a) fueron menores en el
bioensayo con agua de los muestreo (1°M-jun’l5), (2°M-sep’l5), (3°M-
dic'l5) y mayor en la del (4°M-mar’16).

a b
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° | utri |
E 0.8 Control-Agua T —~ >00000 —— Clorofila i 800 "
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Figura 2: Bioensayos realizados con Tetraselmis suecica (O). Comparacion entre muestreos
en E1. a) En agua y elutriado de sedimento. Variacién de la tasa de crecimiento. b) En elutriado
de sedimento. Variacion de la densidad de individuos y concentracion de clorofila “a”. Letras diferentes
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indican diferencias significativas (P<0,05 Test de Tukey) y las lineas horizontales valores medidos en el
control.

Durante los bioensayos realizados en elutriado del sedimento de E1, la
densidad de individuos y la concentracidon de clorofila “a” de T. suecica
presentaron el mismo patrén entre las fechas muestreadas. Los valores
menores fueron observados en (1°M-jun’l5), (2°M-sep’15) y (3°M-dic’15) y
los mayores en (4°M-mar’16) (Fig. 2b). La tasa de crecimiento de T. suecica
para la tercera fecha muestreada dio valores menores de cero. Valores
positivos y bajos fueron observados con las muestras colectadas durante los
muestreos (1°M-jun’l5) vy (2°M-sep’l5). Los mayores valores de

crecimiento se observaron en (4°M-mar’16) (Fig. 2a).

Nitzschia aff. kuetzingioides

En la estacion E1, la densidad, concentracidon de clorofila “a” y tasa de
crecimiento de WNitzschia aff. kuetzingioides no presentaron diferencias
significativas en los dos tratamientos considerados: agua y elutriado
(Tabla 1).

Al comparar las variables analizadas entre muestreos y para ambos

tratamientos se pudieron observar diferencias estadisticamente
significativas para las tres variables (Tabla 1).

Se pudo notar un patrén muy similar en la variacidn de estas variables a lo
largo de las fechas muestreadas. Por lo general, en los muestreos (1°M-
jun’15), (2°M-sep’l5) y (3°M-dic’15) se observaron los menores valores y
en (4°M-mar’16) los mayores (Figs. 3 a, b y 4). Observando las figuras 3 (a
y b) y 4 se puede evidenciar un considerable decline en densidad,
concentracion de clorofila y tasa de crecimiento en los bioensayos con
muestras del (3°M-dic’15).
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Figura 3: Bioensayos realizados con Nitzschia aff. kuetzingioides (O). Comparacion entre
muestreos en E1. Variacion de la densidad de individuos y concentracion de clorofila “a”. a) En agua.
b) En elutriado de sedimento. Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0,05 Test de
Tukey) y las lineas horizontales valores medidos en el control.
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Figura 4: Bioensayos realizados con Nitzschia aff. kuetzingioides (O) en agua y elutriado de
sedimento de E1. Variacién de la tasa de crecimiento en los 4 muestreos. Letras diferentes indican
diferencias significativas (P<0,05 Test de Tukey) y las lineas horizontales valores medidos en el control.
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8.2. Resultados de los Bioensayos realizados con Tetraselmis
suecica y Nitzschia aff. kuetzingioides en agua y elutriado de la
estacion E2

Especie Variable Factor Grupos F p
T. suecica Densidad Tratamiento él?ﬁfiado F=2,67 0,1124 | n.s.
Agua: F=9,06 <0,05 *
o o o o ’ li
Muestreo 1%2%,3% 4% | Elutriado:F=34,83 | <0,01 | **
Clorofila “a” Tratamiento él%tlfiado F=22,84 <0,01 *x
Agua: F=28,12 <0,01 **
o o o o I li
Muestreo 1%2%,3% 4% | Elutriado:F=22,55 | <0,01 | **
Tasa de . Agua _
crecimiento Tratamiento Elutriado F=1,30 0,2629 | n.s.
Agua: F=7,88 <0,05 *
o o o o r ’
Muestreo 1°2%/3% 4° | Elutriado:F=49,46 | <0,01 | **
b Elip Densidad Tratamiento | A9y@ F=3,24 0,0818 | n.s.
kuetzingioides Elutriado
Agua: F=29,27 <0,01 *k
o o o o r ’
Muestreo 1°2°/3% 4° | Elutriado:F=60,98 | <0.01 | **
Clorofila “a” Tratamiento éﬁ;:zraiado F=10,40 <0,05 *
Agua: F=46,18 <0,01 *x
o o o o I li
Muestreo 1°,2% 3% 4% | Elutriado:F=16,00 | <0,05 | *
Tasa de Tratamiento | 2942 F=3,44 0,0738 | n.s.
crecimiento Elutriado
Agua: F=29,60 <0,01 **
o o o o I I
Muestreo 1%2%,3% 4% | Elutriado:F=77,21 | <0,01 | **

Tabla 2: Resumen de resultados de ANOVA para las variables densidad de individuos, concentracion de
clorofila “a” y tasa de crecimiento de T. suecica y N. aff. kuetzingioides comparando los bioensayos con agua
y elutriado del sedimento, en los diferentes muestreos para la estacion E2. F= estadistico del ANOVA y
p=valor de probabilidad estadistica.

Tetraselmis suecica

Al comparar los bioensayos realizados con Tetraselmis suecica en agua y
elutriado del sedimento de la E2 no se pudieron detectar diferencias
significativas en cuanto a densidad de individuos y tasa de crecimiento
(Tabla 2), mientras que si se pueden sefalar diferencias significativas en
ambos tratamientos en la concentracion de clorofila “a”, que fue mayor en

los bioensayos realizados con el elutriado (Fig. 5a).
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Figura 5: Bioensayos realizados con Tetraselmis suecica (O). Comparacion entre muestreos
en E2. a) en agua y elutriado de sedimento. Variacidn en concentracion de clorofila “a”. b) En
agua. Variacidon de la densidad de individuos y concentracién de clorofila “a”. Letras diferentes indican
diferencias significativas (P<0,05 Test de Tukey) y las lineas horizontales valores medidos en el control.

Si analizamos los bioensayos entre si teniendo en cuenta los muestreos, en
los realizados en agua de E2, se pudieron observar diferencias
significativas tanto para la densidad de individuos como la concentracién de
clorofila “a” (Fig. 5b) y la tasa de crecimiento de T. suecica (Fig. 6a) (Tabla
2), dichos valores fueron menores en los muestreos (1°M-jun’l5), (2°M-
sep’l5) y (3°M-dic’15) y mayores en (4°M-mar’16).
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Figura 6: Bioensayos realizados con Tetraselmis suecica (O). Comparacion entre muestreos
en E2. a) En agua y elutriado de sedimento. Variacién de tasa de crecimiento. b) En elutriado de
sedimento. Variacion de la densidad de individuos y concentracion de clorofila “a” Letras diferentes
indican diferencias significativas (P<0,05 Test de Tukey) vy las lineas horizontales vanres medidos en el
control.
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En los bioensayos realizados con el elutriado del sedimento de E2, la
densidad de individuos y la concentracidon de clorofila “a” de T. suecica
presentaron el mismo patron entre las fechas muestreadas. T. suecica fue
menos abundante y presentdé menor concentracidon de clorofila “a” en los
bioensayos de la segunda fecha de muestreo y mas abundante y con mayor
concentracidon de clorofila “a” la hora 96 de experimentacién con muestras
colectadas durante (1°jun’15) (Fig. 6b).

La tasa de crecimiento de T. suecica en muestras de elutriado fue mayor en
las muestras correspondientes al (1°M-jun’l5) y menor a (2°M-sep’l5).

Este patron fue inverso al observado en el tratamiento agua (Fig. 6a).

Nitzschia aff. kuetzingioides

La variacion de la densidad de individuos y la tasa de crecimiento de
Nitzschia aff. kuetzingioides en los bioensayos en agua y elutriado de
sedimento de E2 no presentd diferencias (Tabla 2). Sin embargo, la
concentracién de clorofila “a” extraida al final del bioensayo (96 horas) varié
entre los tratamientos (Tabla 2) siendo mayor en el bioensayo realizado con

el elutriado (Fig. 7a).
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Figura 7: Bioensayos realizados con Nitzschia aff. kuetzingioides (O). Comparacion entre los
muestreos en E2. a) En agua y elutriado de sedimento. Variacion de la concentracién de clorofila

w7 A\

a”. b) En agua. Variacién de la densidad de individuos y concentracién de clorofila “a”. Letras
diferentes indican diferencias significativas (P<0,05 Test de Tukey) y las lineas horizontales valores
medidos en el control.

Al comparar las variables analizadas entre fechas de muestreo y para
ambos se pudieron observar diferencias significativas para las tres variables

(Tabla 2).
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Se pudo evidenciar un patrén similar en la distribucién de estas variables a
lo largo de las fechas muestreadas. Por lo general, en los muestreos (1°M-
jun’l5), (2°M-sep’l5) y (3°M-dic’l5) se observaron los menores valores y
en el muestreo (4°m-mar'l6) los mayores (Figs.7b, 8a y b). Una
diferenciacion a lo anterior, fue evidenciada en muestras de elutriado en la
variable concentracion de clorofila, donde los valores mayores estuvieron
dados conjuntamente en las fechas (1°M-jun’l5), (3°M-dic’l5) y (4°M-
mar’16) (Fig. 8a).
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Figura 8: Bioensayos realizados con Nitzschia aff. kuetzingioides (O). Comparacion entre
muestreos en E2. a) En elutriado de sedimento. Variacién de la densidad de individuos vy
concentracion de clorofila “a”. b) En agua y elutriado de sedimento. Variacién de la densidad de la
tasa de crecimiento. Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0,05 Test de Tukey) y las
lineas horizontales valores medidos en el control.
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8.3. Resultados de los Bioensayos realizados con Tetraselmis
suecica y Nitzschia aff. kuetzingioides en agua y elutriado de la
estacion E3

Especie Variable Factor Grupos F P
T. suecica Densidad Tratamiento él%tlfiado F=0,14 0,7122 n.s.
Agua: F=5,19 <0,05 *
o o o o ’ 1
Muestreo 1%,2%,3% 4° | Elutriado: F=50,47 | <0,01 o
Clorofila “a” Tratamiento él%tlfiado F=0,04 0,8462 n.s.
Agua: F=3,60 <0,05 *
o o o o ’ I
Muestreo 1°,2°,3% 4° | Elutriado: F=48,19 | <0,01 o
Tasa de . Agua _
crecimiento Tratamiento Elutriado F=0,25 0,6205 n.s.
Agua: F=147,47 <0,01 *x
o o o o r ’
Muestreo 1°,2°,3% 4° | Eiutriado: F=63,58 | <0.01 *x
N. aff‘. L. Densidad Tratamiento Agua_ F=1,69 0,2041 n.s.
kuetzingioides Elutriado
Agua: F=47,51 <0,01 *x
o o o [e] ’ I
Muestreo 1%, 2% 3% 4° | Eiutriado: F=6,39 | <0,05 | *
Clorofila “a” Tratamiento éﬁ;:zraiado F=0,34 0,5622 n.s.
Agua: F=71,45 <0,01 *ok
o o o [e] ’ I
Muestreo 1°,2% 3% 4% | Elutriado: F=89,53 | <0,01 o
Tasa de Tratamiento | 2942 F=0,19 0,6667 | n.s.
crecimiento Elutriado
Agua: F=147,17 <0.01 .
o o o o 1 . - li
Muestreo 1°, 2°,3°, 4 Elutriado: F=22,48 <0.01 %

Tabla 3: Resumen de resultados de ANOVA para las variables densidad de individuos, concentracion de
clorofila “a” y tasa de crecimiento de T. suecica y N. aff. kuetzingioides comparando los bioensayos con agua
y elutriado del sedimento, en los diferentes muestreos para la estacion E3. F= estadistico del ANOVA y
p=valor de probabilidad estadistica.

Tetraselmis suecica

Al analizar la respuesta de Tetraselmis suecica en los bioensayos realizados
en agua y elutriado, no se pudieron detectar diferencias significativas en
cuanto a densidad, concentracion de clorofila “a” y tasa de crecimiento
(Tabla 3).

Al comparar las variables analizadas entre fechas de muestreo y para el
tratamiento realizado en agua se pudieron observar diferencias
estadisticamente significativas para las tres variables (Tabla 3). En
muestras de agua, tanto la densidad como la concentracion de clorofila “a”
(Fig. 9a) y la tasa de crecimiento de T. suecica (Fig. 10) fue menor en
(2°M-sep’l5) y mayores en los muestreos (1°M-jun’l5), (3°M-dic’l5) y
(4°M-mar’16).
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Figura 9: E3. Bioensayos realizados con Tetraselmis suecica (O). Comparacion entre
muestreos en E3. a) En agua. Variacion de la densidad de individuos y concentracion de clorofila “a”.
b) En elutriado de sedimento. Variacion de la densidad de individuos y concentracion de clorofila “a”
Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0,05 Test de Tukey) y las lineas horizontales
valores medidos en el control.

Para las muestras de elutriado, la densidad y la concentracion de clorofila
“a” de T. suecica presentaron el mismo patréon entre las fechas
muestreadas. T. suecica fue menos abundante y presentd menor

14

concentracion de clorofila “a” en el muestreo (2°M-sep’l5) y mas
abundante y con mayor concentracion de clorofila “a” las 96 horas de
experimentacién con las muestras colectadas durante (1°M-jun’1l5) (Fig.
9b).

Por otro lado, la tasa de crecimiento de T. suecica en muestras de
elutriado fue también menor en las muestras correspondientes a (2°M-
sep’l5) y fueron registrados los mayores valores en la muestra de (4°M-

mar’16) (Fig. 10).

O Agua B Elutriado

0,8 1 Control-Agua

0,6 - Control-Elutriado O
B B
A

Tasa de crecimiento

io 20 30 40

Figura 10: Bioensayos realizados con Tetraselmis suecica (O) en agua y elutriado de
sedimento. Comparacion entre muestreos en E3. Variacion de la tasa de crecimiento en los 4
muestreos. Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0,05 Test de Tukey) y las lineas
horizontales valores medidos en el control.
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Nitzschia aff. kuetzingioides

En la estacion E3, la densidad, la concentracion de clorofila “a” y la tasa de
crecimiento de Nitzschia aff. kuetzingioides no fue diferente al evaluar las
muestras de agua y elutriado (Tabla 3).

Al considerar las diferentes fechas de muestreo, se pudieron evidenciar
diferencias significativas entre las tres variables evaluadas para agua y
elutriado (Tabla 3). Para muestras de agua, la menor densidad y

A\Y

concentracion de clorofila “a” de N. aff. kuetzingioides se registraron en
(2°M-sep’15) y los maximos valores en el muestreo (4°M-mar’16) (Fig.

11a).

a b
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— Densidad === Clorofila 1,4 -
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=~ 1500000 C 2 .“é 1 Control-Agua
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-] = 00,8
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Figura 11: Bioensayos realizados con Nitzschia aff. kuetzingioides (O). a) En agua. Variacion de
la densidad de individuos y concentracion de clorofila “a” b) En agua y elutriado de sedimento.
Variacion de la tasa de crecimiento. Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0,05 Test de
Tukey) y las lineas horizontales valores medidos en el control.

La tasa de crecimiento de N. aff. kuetzingioides presentd un patron similar
en las maximas tasas, pero las menores tasas de crecimiento se observaron
en los bioensayos con muestras del (3°M-dic’15) (Fig. 11b).

Para muestras de elutriado de sedimento, también la menor densidad, la
menor concentracion de clorofila y menor tasa de crecimiento fueron
registradas en (2°M-sep’l5), y para esta ultima variable también en el
(3°M-dic’15) (Figs. 11b y 12).

En elutriado, N. aff. kuetzingioides la tasa de crecimiento fue

considerablemente menor en las muestras tomadas durante (3°M-sep’l5)
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respecto al muestreo (4°M-mar’16) donde se observd la mayor tasa de

crecimiento (Fig. 11b).

3500000 r 300
[ Densidad — CIorofiIa__
3000000 - T 250
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Figura 12: Bioensayos realizados con Nitzschia aff. kuetzingioides (O). Comparacion entre
muestreos en E3, en elutriado de sedimento. Variacion de la densidad de individuos y concentracion
de clorofila “a”. Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0,05 Test de Tukey) y las lineas
horizontales valores medidos en el control.
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8.4. Resultados de los Bioensayos realizados con Tetraselmis
suecica y Nitzschia aff. kuetzingioides en agua y elutriado de la

estacion E4

Especie Variable Factor Grupos F P
T. suecica Densidad Tratamiento Elﬁg’?aado F=3,04 0,0914 n.s.
Agua: F=21,36 <0,01 **
o o [¢] o I I
Muestreo | 1°, 2% 3% 4% | Flutriado: F=46,61 | <0.01 *k
C'?‘;",,f"a Tratamiento Elﬁt?r?’aado F=0,96 0,3363 | n.s.
Agua: F=12,37 <0,01 **
o o o o I I
Muestreo | 1°, 2% 3% 4% | | triado: F=95,38 | <0.01 *
Tasa de . Agua _
crecimiento Tratamiento Elutriado F=1,41 0,2451 n.s.
Agua: F=13,22 <0,01 *x
o o [} o ’ ’
Muestreo | 1° 2% 3% 4° | giitriado: F=18,95 | <0,01 *k
N. aff. . . Agua _ *
kuetzingioides Densidad Tratamiento Elutriado F=4,33 <0,05
Agua: F=17,64 <0,01 **
o o] o o ’ ’
Muestreo | 1° 2% 3% 4° | Ejitriado: F=28,99 | <0,01 *k
CIQ\;O,,ﬂIa Tratamiento Elﬁgrlijaado F=2,38 0,1334 n.s
Agua: F=162,86 <0,01
o o o o r r Xk
Muestreo | 1°, 2% 3% 4% | Flitriado: F=28,14 | <0,01
Tasade | i miento Agua F=1,39 0,2483 | n.s.
crecimiento Elutriado
Agua: F=37,72 <0,01 ok
o o o o I 14
Muestreo | 1°, 2% 3% 4% | Flitriado: F=21,64 | <0.01 -

Tabla 4: Resumen de resultados de ANOVA para densidad de individuos, concentracién de clorofila “a” y
tasa de crecimiento de T. suecica y N. aff. kuetzingioides comparando los bioensayos con agua y elutriado
del sedimento, en los diferentes muestreos para la estacion E4. F= estadistico del ANOVA y p=valor de
probabilidad estadistica.

Tetraselmis suecica

Al comparar los resultados de los bioensayos realizados con Tetraselmis
suecica en agua y en elutriado, no se pudieron detectar diferencias
estadisticamente significativas, en densidad, concentracién de clorofila “a” y
tasa de crecimiento (Tabla 4).

Al comparar las variables analizadas entre fechas de muestreo y para el
tratamiento realizado en observar diferencias

agua se pudieron

estadisticamente significativas para las tres variables (Tabla 4). En
muestras de agua, tanto la densidad y la concentracidon de clorofila “a” de
T. suecica (Fig. 13a) fueron menores en los nuestros (1°M-sep’l5), (2°M-

sep’l5) y (3°M-dic’15) y mayores en (4°M-mar’16).
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Figura 13: Bioensayos realizados con Tetraselmis suecica (O). Comparacion entre muestreos
en E4. a) En agua. Variacién de la densidad de individuos y concentraciéon de clorofila “*a”. b) En agua

y elutriado de sedimento. Variacion de la tasa de crecimiento Letras diferentes indican diferencias
significativas (P<0,05 Test de Tukey) y las lineas horizontales valores medidos en cultivos control.

En muestras de agua, la tasa de crecimiento de T. suecica fue baja también
en (2°M-sep’l5), pero las mayores tasas de crecimientos se observaron en
el muestreo (3°M-dic’15) (Fig. 13b).

Para las muestras de elutriado, la densidad y la concentracion de clorofila
“a” de T. suecica presentaron el mismo patrén entre las fechas
muestreadas. T. suecica fue menos abundante y presentd menor
concentracidn de clorofila “a” en los bioensayos con muestras tomadas
durante (2°M-sep’l5) y mas abundante y con mayor concentracion de
clorofila “a” la hora 96 de experimentacién con las del muestreo (1°M-
jun’l5) y también con la del (4°M-mar’l6) para la segunda variable

analizada (Fig. 14).
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Figura 14: Bioensayos realizados con Tetraselmis suecica (O) en elutriado de sedimento de
E4. Variacion de la densidad de individuos y concentraciéon de clorofila “a” en los 4 muestreos. Letras
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diferentes indican diferencias significativas (P<0,05 Test de Tukey) y las lineas horizontales valores
medidos en el control.

Por otro lado, la tasa de crecimiento de T. suecica durante los bioensayos
con elutriado fue también mayor en los correspondientes al muestreo
(1°M-jun’15) seguido por el (4°M-mar’16 (Fig. 13b). Este patrén estuvo en

concordancia con el observado para la concentracién de clorofila “a

analizada en elutriado.

Nitzschia aff. kuetzingioides

En la estacién E4, la densidad de Nitzschia aff. kuetzingioides fue
estadisticamente diferente al evaluar las muestras de agua y elutriado
(Tabla 4). La densidad de la diatomea fue mayor en las muestras de
elutriado (Fig. 15a).

a b
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Agua Elutriado 1° I 20 I 3° 40
Figura 15: Bioensayos realizados con Nitzschia aff. kuetzingioides (O). Comparacion entre
muestreos en E4. a) En agua y elutriado de sedimento. Variacién de la densidad de individuos. b)

En agua. Variacidn de la densidad de individuos y concentracion de clorofila “a” Letras diferentes indican
diferencias significativas (P<0,05 Test de Tukey) y las lineas horizontales valores medidos en el control.

A\}

En cambio, la concentracién de clorofila “a” y la tasa de crecimiento no
difirieron entre los bioensayos realizados con agua y elutriado (Tabla 4).

Al considerar las diferentes fechas de muestreo, se pudieron evidenciar
diferencias significativas entre las tres variables evaluadas para ambos
tratamientos (Tabla 4). Para muestras de agua, la menor densidad y
concentracion de clorofila “a” de N. aff. kuetzingioides se registraron en el
muestreo (2°M-sep’15) y los maximos valores en el muestreo (4°M-mar’16)

(Fig. 15b).
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Las mayores tasas de crecimiento de N. aff. kuetzingioides se observaron
conjuntamente en (1°M-jun’15), (3°M-dic’15) y (4°M-mar’16) (Fig. 16a).
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Figura 16: Bioensayos realizados con Nitzschia aff. kuetzingioides (O). Comparacioén
muestreos en E4. a) En agua y elutriado de sedimento. Variacion de la tasa de crecimiento.
elutriado de sedimento. Variacion de la densidad de individuos y concentracidn de clorofila “a”.
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diferentes indican diferencias significativas (P<0,05 Test de Tukey) y las lineas horizontales valores

medidos en el control.

Para muestras de elutriado, también la menor densidad, la menor

concentracidon de clorofila y menor tasa de crecimiento fueron registradas

en la (2°M-sep’l5), coincidentemente con el tratamiento agua (Figs. 16a y

b).
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8.5. Resultados de los Bioensayos realizados con Tetraselmis
suecica y Nitzschia aff. kuetzingioides en agua y elutriado de la

estacion E5

Especie Variable Factor Grupos F p
T. suecica Densidad Tratamiento él%l:?iado F=1,07 0,3088 | n.s.
Agua: F=11,93 <0,01 *x
o o o o ! 7
Muestreo 1°,2°,3% 4° | Eiitriado: F=3,36 | 0,0551 | n.s.
Clorofila “a” Tratamiento él%l:fiado F=2,79 0,1057 | n.s.
Agua: F=18,43 <0,01 *x
o o o o ’ I
Muestreo 1°,2% 3% 4% | Elutriado: F=14,22 | <0,01 | **
Tasa de Tratamiento | 2942 F=3,07 0,0902 | ns
crecimiento Elutriado
Agua: F=27,80 <0,01 **
o o o o ’ 14
Muestreo 1°,2%,3% 4% | Elutriado: F=3,29 | 0,0580 | ns
oL aff’. .. Densidad Tratamiento Agua' F=0,58 0,4540 ns
kuetzingioides Elutriado
Agua: F=33,57 <0,01 **
o o o o ’ 7
Muestreo 1°,2% 3% 4° | Eiutriado: F=17,03 | <0,01 | **
Clorofila “a” Tratamiento él?;;fiado F=0,10 0,7567 | ns
Agua: F=0,10 <0,01 **
o o o o ’ 7
Muestreo 1°,2°,3% 4° | Eiutriado: F=0,73 | 0,5536 | ns
Tasa_ d? Tratamiento Agua_ F=0,26 0,6116 ns
crecimiento Elutriado
Agua: F=70,03 <0,01 *k
o o o o ’ ’
Muestreo 1°,2°,3% 4° | Eiutriado: F=25,25 | <0,01 | **

Tabla 5: Resumen de resultados de ANOVA para densidad de individuos, concentracidon de clorofila “a” y
tasa de crecimiento de T. suecica y N. aff. kuetzingioides comparando los bioensayos con agua y elutriado
del sedimento, en los diferentes muestreos para la estaciéon E5. F= estadistico del ANOVA y p=valor de
probabilidad estadistica.

Tetraselmis suecica

Al comparar los bioensayos realizados en Tetraselmis suecica con agua y
elutriado no se pudieron detectar diferencias significativas en cuanto a
densidad de individuos, concentracion de clorofila “a” y tasa de crecimiento
(Tabla 5).

Al comparar las variables analizadas entre fechas de muestreo y para el
tratamiento realizado en agua se pudieron observar diferencias
significativas para las tres variables (Tabla 5). En muestras de agua, tanto
la densidad, la concentracion de clorofila “a” y tasa de crecimiento de T.
suecica fueron menores en los muestreos (1°M-jun’l5), (2°M-sep’l5 vy,
(3°M-dic’15) y mayores con las muestras del (4°M-mar’16). (Figs. 17a y b).
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Figura 17: Bioensayos realizados con Tetraselmis suecica (O) en agua. Comparacion entre los
cuatro muestreos E5. a) Variacion de la densidad de individuos y concentracion de clorofila “a”. b)
Variacion de la tasa de crecimiento. Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0,05 Test de
Tukey) y las lineas horizontales valores medidos en el control.

En los bioensayos con elutriado, la densidad y la tasa de crecimiento no se
diferenciaron al comparar las fechas de muestreo (Tabla 5). Se pudo

detectar una patron diferencial entre los muestreos Unicamente para la

A\Y n

concentracion de clorofila “a” de T. suecica con bajos valores en los
bioensayos correspondientes al muestreo (3°M-dic’1l5) y alcanzando los

maximos en los del (2°M-sep’15) (Fig. 18).

1000 7

8001
(
g
= 600 O
o Control-Elutriado
©
< 400 A
o
o
O

" . l

G T T T
1° 20 30 40

Figura 18: Bioensayos realizados con Tetraselmis suecica (O) en elutriado de sedimento de
E5. Variacion de la densidad de individuos y concentracion de clorofila “a” en los 4 muestreos. Letras
diferentes indican diferencias significativas (P<0,05 Test de Tukey) y las lineas horizontales valores
medidos en cultivos control.

Nitzschia aff. kuetzingioides
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En la estacién 5 (E5), la densidad, la concentracion de clorofila “a” y la tasa
de crecimiento de Nitzschia aff. kuetzingioides no fue estadisticamente
diferente al evaluar las muestras de agua y elutriado (Tabla 5).

Al considerar las diferentes fechas de muestreo, se pudieron evidenciar
diferencias significativas entre las tres variables evaluadas para ambos
tratamientos, excepto para variable clorofila “a” analizado en muestras de
elutriado (Tabla 5). Para muestras de agua, la menor densidad y
concentracion de clorofila “a” de N. aff. kuetzingioides se registraron en las
muestras de (2°M-sep’l5) y los maximos valores en el muestreo (4°M-
mar’16) (Fig. 19a).
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Figura 19: Bioensayos realizados con Nitzschia aff. kuetzingioides (O) en agua y elutriado de
sedimento de E5. Comparacion entre los muestreos. a) En agua. Variacion de la densidad de

w7

individuos y concentracion de clorofila “a”. b) En agua y elutriado. Variacion de la tasa de crecimiento.
Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0,05 Test de Tukey) y las lineas horizontales
valores medidos en el control.

La tasa de crecimiento de N. aff. kuetzingioides presentd un patron similar
al detallado para las variable densidad y concentracion de clorofila “a” (Fig.
19b).

En los bioensayos con el elutriado del sedimento, también la menor
densidad celular y menor tasa de crecimiento fueron registradas durante el
muestreo (2°M-sep’l5) y los maximos valores en el (4°M-mar’16) (Figs.
19b y 20).
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Figura 20: Bioensayos realizados con Nitzschia aff. kuetzingioides (O) en elutriado de
sedimento de E5. Variacidén de la densidad de individuos en los 4 muestreos. Letras diferentes indican
diferencias significativas (P<0,05 Test de Tukey) y las lineas horizontales valores medidos en el control.
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8.6. Resultados de los Bioensayos realizados con Tetraselmis
suecica y Nitzschia aff. kuetzingioides en agua y elutriado de la

estacion E6

Especie Variable Factor Grupos F P
T. suecica Densidad Tratamiento él%tlfiado F=6,41 <0,05 *
Agua: F=6,39 <0,01 **
o o o [e] ’ I
Muestreo 1°,2°/3% 4° | Elutriado: F=11,55 | <0.01 *k
Clorofila “a” | Tratamiento él%tlfiado F=5,90 <0,05 *
Agua: F=3,49 0,055 n.s.
o o o o r ’
Muestreo 1°,2°,3% 4° | Eiutriado: F=50,52 | <0,01 *H
Tasa de . Agua _ *
crecimiento Tratamiento Elutriado F=527 <0,05
Agua: F=3,21 0,0619 n.s.
[ o o o ’ ’
Muestreo 1°,2°,3% 4° | Elitriado: F=22,01 | <0,01 *
W Elip Densidad | Tratamiento | A94@ F=1,15 0,2925 | n.s.
kuetzingioides Elutriado
Agua: F=13,59 <0,01 *k
o o o o r ’
Muestreo 1°,2°,3% 4° | Elitriado: F=50,43 | <0.01 *
Clorofila “a” | Tratamiento éﬁ;:zraiado F=1,70 0,2026 n.s.
Agua: F=65,09 <0.01 %
Muestreo 1°, 29, 3°, 4° Elutriado: <0’01 %
F=130,16 !
Tasa de Tratamiento | A9Y@ F=1,25 0,2728 | n.s.
crecimiento Elutriado
Agua: F=3,99 <0,05 *
o o o o ’ ’
Muestreo 1°,2°,3% 4° | Elitriado: F=83,17 | <0.01 *

Tabla 6: Resumen de resultados de ANOVA para la estacion E6. Densidad de individuos, concentracion de
clorofila “a” y tasa de crecimiento de T. suecica y N. aff. kuetzingioides comparando los bioensayos con agua
y elutriado del sedimento, en los diferentes muestreos para la estacion E6. F= estadistico del ANOVA y
p=valor de probabilidad estadistica.

Tetraselmis suecica

Al comparar los dos tratamientos utilizados al evaluar la especie Tetraselmis
suecica, se pudieron detectar diferencias estadisticamente significativas,
cuando se analizaron las variables densidad, concentracién de clorofila “a” y
tasa de crecimiento (Tabla 6). En esta estacidon se observdé un mayor grado

de magnitud de estas tres variables en el tratamiento agua (Figs. 21a y b).
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Figura 21: Bioensayos realizados con Tetraselmis suecica (O) en agua y elutriado de
sedimento de E6. Comparacion entre tratamientos. a) Variacion de la densidad de individuos y

concentracion de clorofila “a”. b) Variacidon de la tasa de crecimiento. Letras diferentes indican
diferencias significativas (P<0,05 Test de Tukey) y las lineas horizontales valores medidos en el control.

Al comparar las variables analizadas entre fechas de muestreo y para el
tratamiento realizado en agua se pudieron observar diferencias
significativas sdlo para la densidad celular de T. suecica (Tabla 6), en la cual
se observd el mayor nimero de células en los bioensayos realizados con
muestras de (4°M-mar’16) (Fig. 22a).

a b
400000
- Control-Clorofila _
Control-Densidad 250000 — 400
Control-Densidad | 350
<~ 300000 A 2000004 3 Densidad B ~
S & — Clorofila 300,
S B 8 250>
~ O 4 —
S 200000 = 150000 :ru O
© S 200+
S T o ©
) T g, 100000+ 1505
& 1000007 [, A 8 1002
A 50000 A v
F 50
0 T T T ! 0 T T T 0
1° 20 30 40 10 20 30 40

Figura 22: Bioensayos realizados con Tetraselmis suecica (O). Comparacion en los cuatro
muestreos en E6. a) En agua. Variacion de la densidad de individuos. b) En elutriado de
sedimento. Variacion de la densidad de individuos y concentracion de clorofila “a”. Letras diferentes
indican diferencias significativas (P<0,05 Test de Tukey) y las lineas horizontales valores medidos en
cultivos control.

Para las muestras de elutriado, tanto la densidad celular como la
concentracidon de clorofila “a” y la tasa de crecimiento se diferenciaron al
comparar las fechas de muestreo (Tabla 6). La densidad y la tasa de
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crecimiento tuvieron el mismo patrén, fueron bajas en (2°M-sep’15) y altas
en el muestreo (4°M-mar’16) (Figs. 22b).

Se pudo detectar un patrén diferencial en concentraciéon de clorofila “a”
respecto a las anteriores, difiriéndose es que los valores fueron maximos
durante el muestreo (3°M-dic’15) y no en el (4°M-mar’16) Fig. 37).

Nitzschia aff. kuetzingioides

En la estacién 6 (E6), la densidad, la concentracion de clorofila “a” y la tasa
de crecimiento de Nitzschia aff. kuetzingioides no fue estadisticamente
diferente al evaluar las muestras de agua y elutriado (Tabla 6).

Al considerar las diferentes fechas de muestreo, se pudieron evidenciar
diferencias significativas entre las tres variables evaluadas para ambos
tratamientos, excepto para variable clorofila “a” analizado en muestras de
elutriado (Tabla 6).

Para muestras de agua, la menor densidad, concentracién de clorofila “a” y
la tasa de crecimiento de N. aff. kuetzingioides se registraron en las
muestras del (2°M-sep’l5) y los maximos valores en el muestro (4°M-
mar’16) (Figs. 23a y b).

a b
0,8 Control-Elutriado 4000000- - 250
0,7 3 Abundancia c
= clorofila
] 200
206 §3000000{ E
-E 0,5- = Control-Clorofila ~
£ S 5 150},
g 0,44 % 2000000- \ Control-Densidad 1 / -,_U
=
30,31 g B I 100 o
g 5 s
0,2 & 10000001 A 50
A |
0,14 A
0- T T T 0 T T T 0
1° 20 30 40 1° 20 30 40

Figura 23: Bioensayos realizados con Nitzschia aff. kuetzingioides (O). Comparacion entre
muestreos en E6. a) En elutriado de sedimento. Variacion de la tasa de crecimiento. b) En agua.
Variacion de la densidad de individuos y concentracion de clorofila “a”. Letras diferentes indican
diferencias significativas (P<0,05 Test de Tukey) y las lineas horizontales valores medidos en el control.

Para muestras de elutriado, también la menor densidad, la menor

concentracidon de clorofila y menor tasa de crecimiento fueron registradas
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en (2°M-sep’l5), y los maximos valores fueron observados tanto en los

bioensayos con muestras de (3°M-dic’15) y (4°M-mar’16) (Figs. 24a y b).

a b
1,6 1
DOagua B Elutriado
1,4 A r 180
2500000 3 Densidad
o 1,21 Control-Elutriado — Clorofila Cdntrol-Clodpfita[ 160
2 - & 2000000 140~
5 1 Control-Agua = Control-Densidad / S
E 3 /1 o 1203
§ 0,8 1 ; 1500000 A B B L 100,
U S L 80
g 0 @ 1000000 1 2
= 9] - 60 o
0,4 1 a 5
] 40 O
0,2 - 500000 A
A 20
0 0 —= T 0
4° 10 20 30 40

Figura 24: Bioensayos realizados con Nitzschia aff. kuetzingioides (O). Comparacion entre
muestreo en E6. a) En agua y elutriado de sedimento. Variacion de la tasa de crecimiento. b) En
elutriado de sedimento. Variacion de la densidad de individuos y concentracion de clorofila “a”. Letras
diferentes indican diferencias significativas (P<0,05 Test de Tukey) y las lineas horizontales valores
medidos en el control.

94



ANALISIS DE LOS RESULTADOS:
Comparacion entre muestreos

c|0

LIADO

95



LIADO

S

CONICET
U N S

9. Anadlisis de resultados: Comparacion entre muestreos
En esta seccién se repiten algunos graficos para facilitar su analisis.

9.1. Resultados de los Bioensayos realizados con Tetraselmis
suecica y Nitzschia aff. kuetzingioides en agua y elutriado del

sedimento del 1er. muestreo (1°M-jun’15)

Se analizaron:
o Densidad celular (n° individuos.ml™).
e Clorofila “a” (mg.ml™)

e Tasa de crecimiento celular (d!)

Especie Variable Factor Grupos F p
T. suecica Densidad Tratamiento Agua F=11,25 <0,01 **
celular Elutriado
Agua:
Estaciones E1, E2, E3, E4, ES, E6, | F=1,67 . 0,1777 n.s.
control Elutriado:
F=48,34 <0,01 **
wen . Agua _
Clorofila “a Tratamiento - F=8,37 <0,01 **
Elutriado
Agua:
) E1, E2, E3, E4, E5, E6, | F=1,21 0,3387 n.s.
Estaciones : .
control Elutriado:
F=40,91 <0,01 **
Tasa de Tratamiento Agua F=0,54 0,4668 n.s
crecimiento Elutriado T ! e
Agua:
. E1, E2, E3, E4, E5, E6, | F=1,62 0,1919 n.s.
Estaciones )
control Elutriado:
F=75,91 <0,01 **
N. aff. Densidad . Agua _ %
kuetzingioides | celular Tratamiento Elutriado F=591 <0,05
Agua:
Estaciones El, E2, E3, E4, E5, E6, | F=4,58 <0,01 **
control Elutriado:
F=39,28 <0,01 **
o wa : Agua
Clorofila “a Tratamiento - F=10,64 <0,01 **
Elutriado
Agua:
) E1, E2, E3, E4, E5, E6, | F=14,51 <0,01 **
Estaciones ; .
control Elutriado:
F=25,38 <0,01 **
Tasa de Tratamiento Agua F=1,85 0,1798 n.s.
crecimiento Elutriado
Agua:
) E1, E2, E3, E4, E5, E6, | F=2,87 <0,05 *
Estaciones . .
control Elutriado:
F=106,6 <0,01 **

Tabla 7: Resumen de resultados de ANOVA para densidad de individuos, concentracion de clorofila “a” y tasa
de crecimiento de Tetraselmis suecica y Nitzschia aff. kuetzingioides comparando los bioensayos con agua y
elutriado del sedimento de las diferentes estaciones para el primer muestreo. F= estadistico del ANOVA y
p=valor de probabilidad estadistica.
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Densidad celular

Los bioensayos realizados con ambas especies T. suecica y N. aff.
kuetzingioides mostraron, al comparar los tratamientos agua y elutriado
del sedimento a las 96 horas, diferencias significativas en la densidad
celular de organismos, con valores mayores para los bioensayos con
elutriado (Figs. 25a y b).

450000 - B 3000000 - B

400000 -
- 4 2500000 -
3 |
g ss0000 5
2 300000 - £ 2000000 | A
2 250000 A S O
B = 1500000 -
S 200000 - <
Z i 2
F 150000 | J Z 1000000 - J

@

& 100000 4 a

50000 | 500000 -

0 i ! 0 T
Agua Elutriado Agua Elutriado

Figura 25: Variaciéon en la densidad celular promedio en bioensayos realizados en agua y
elutriado de sedimento durante el 1er. muestreo. a) Tetraselmis suecica (O). b) Nitzschia aff.
kuetzingioides (O). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05; test

de Tukey).
500000 3500000
450000 N @DAgua 3000000 DAgua
400000 [ O Elutriado DElutriado

2500000

2000000 O

1

Figura 26: Detalle de la variacion de la densidad celular en cada estacion de monitoreo en
bioensayos realizados en agua y elutriado de sedimento durante el ler. muestreo. a)
Tetraselmis suecica (O). b) Nitzschia aff. kuetzingioides (O).
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Con respecto a las estaciones de muestreo, para los bioensayos con

Tetraselmis suecica en agua no se hallaron diferencias significativas entre
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las estaciones de muestreo, mientras que para los bioensayos con

elutriado si (Figs. 27 ay b).

a b
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Figura 27: Variacion de la densidad celular de Tetraselmis suecica (O) durante los bioensayos
a lo largo de los 4 muestreos. a) En agua. b) En elutriado del sedimento. Letras diferentes
dentro del mismo muestreo indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05, test de Tukey).

Por otro lado, para los bioensayos con la diatomea N. aff. kuetzingioides se
hallaron diferencias significativas entre las estaciones de muestreo tanto en

agua como en elutriado (Figs. 28a y b).

6000000 5000000
4500000 =
5000000
~ 4000000
: mControl L B Control
H 4000000 B 3500000
3 . 2 3000000 "EL
z mE2 E mE2
F 3000000 oE3 3 2500000 - BE3
E aE4 g 2000000 oEs
2000000
| BES 2 1500000 - mES
BE6 | BE6
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500000
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Figura 28: Variacion de la densidad celular de Nitzschia aff. kuetzingioides (O) durante los
bioensayos a lo largo de las 4 fechas de muestreo. a) En agua. b) En elutriado del sedimento.
Letras diferentes dentro del mismo muestreo indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05;
test de Tukey).
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Clorofila “a”

Se hallaron diferencias significativas en la concentracién de clorofila “a” a
las 96 horas para ambas especies T. suecica y N. aff. kuetzingioides al
comparar los bioensayos con agua vy elutriado, con \valores

estadisticamente mayores para el elutriado (Figs. 29a y b).

a b

600 300

500 - 250

400 200
A
300 150 4 O
200 | 100 | ‘
100 1 50 I
0+ 0

Agua Elutriado Agua Elutriado

Clorofila a (mg.mH)

@)

Clorofila a (mg.ml")

Figura 29: Variacion en la concentracion de clorofila a en bioensayos realizados en agua y
elutriado de sedimento durante el 1er. muestreo. a) Tetraselmis suecica (O). b) Nitzschia aff.

kuetzingioides (O). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05; test
de Tukey).
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Figura 30: Detalle de la variacion en la concentracion de clorofila a en cada estacion de
monitoreo en bioensayos realizados en agua y elutriado de sedimento durante el 1ler.
muestreo. a) Tetraselmis suecica (O). b) Nitzschia aff. kuetzingioides (O).

No se hallaron diferencias significativas entre los sitios de muestreo durante
los bioensayos con Tetraselmis suecica en agua, mientras que si las hubo

para los realizados con elutriado (Figs. 31a y b).
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Figura 31: Variacion de la clorofila “a” de Tetraselmis suecica (O) a lo largo de las 4 fechas de
muestreo durante los bioensayos. a) En agua. b) En elutriado del sedimento. Letras diferentes
dentro del mismo muestreo indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05, test de Tukey).

Para N. aff. kuetzingioides se hallaron diferencias significativas entre las
distintas estaciones de muestreo tanto para los bioensayos con agua como
con elutriado (Figs. 32 ay b).
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Figura 32: Variacion de la clorofila “a” de Nitzschia aff. kuetzingioides (O) a lo largo de las 4
fechas de muestreo en los bioensayos. a) En agua. b) En elutriado del sedimento. Letras
diferentes dentro del mismo muestreo indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05, test
de Tukey).

Tasa de crecimiento
Las tasas de crecimiento de ambas especies evaluadas (Tetraselmis suecica
y Nitzschia aff. kuetzingioides) no presentaron diferencias significativas al

comparar los bioensayos con agua y elutriado (Figs. 33ay b).
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Figura 33: Variacién en la tasa de crecimiento en bioensayos realizados en agua y elutriado
de sedimento durante el ler. muestreo. a) Tetraselmis suecica (O). b) Nitzschia aff.

kuetzingioides (O). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05; test
de Tukey).
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Figura 34: Detalle de la variacién en la tasa de crecimiento en cada estacién de monitoreo en

bioensayos realizados en agua y elutriado de sedimento durante el 1ler. muestreo.. a)
Tetraselmis suecica (O). b) Nitzschia aff. kuetzingioides (O).

Al analizar los resultados entre estaciones de muestreo de bioensayos con
T. suecica en agua no se hallaron diferencias significativas, mientras que si

las hubo para los con elutriado del sedimento. (Figs. 35a y b).
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Figura 35: Variacion en la tasa de crecimiento de Tetraselmis suecica (O) durante los
bioensayos a lo largo de las 4 fechas de muestreo. a) En agua. b) En elutriado de sedimento.
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Letras diferentes dentro del mismo muestreo indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05,
test de Tukey).

Para los bioensayos con Nitzschia aff. kuetzingioides se hallaron diferencias
significativas entre estaciones de muestreo tanto en agua como elutriado
(Figs. 36a y b).
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mEl
WE2
BE3
DE4

0.8
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BES
BE6

Tasa de crecimiento (d!)
Tasa de crecimiento (d1)

04 -

0,2 4

Figura 36: Variacion en la tasa de crecimiento de Nitzschia aff. kuetzingioides (O) durante
los bioensayos a lo largo de las 4 fechas de muestreo. a) En agua. b) En elutriado del
sedimento. Letras diferentes dentro del mismo muestreo indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05, test de Tukey).
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9.2. Resultados de

los Bioensayos realizados con Tetraselmis

suecica y Nitzschia aff. kuetzingioides en agua y elutriado del

sedimento del 2do. muestreo (2°M-sep’15)

Se analizaron:

« Densidad celular (n° individuos.ml™).

e Clorofila “a” (mg.ml™)

» Tasa de crecimiento celular (d!)

Especie Variable Factor Grupos F p
T. suecica Densidad Tratamiento Ag_ua F=4,58 <0,05 *
celular Elutriado
Agua:
Estaciones E1, E2, E3, E4, E5, F=13,86 <0,01 **
E6, control Elutriado:
F=12,56 <0,01 **
Clorofila “a” | Tratamiento Agua F=2,44 0,1252 ns
Elutriado ! !
Agua:
Estaciones El, E2, E3, E4, E5, F=2,93 <0,05 *
E6, control Elutriado:
F=34,67 <0,01 **
Tasade | 4 tamiento Agua F=8,24 <0,01 **
crecimiento Elutriado
Agua:
Estaciones El, E2, E3, E4, E5, F=1_4,07 <0,01 **
E6, control Elutriado:
F=12,27 <0,01 **
N. aff. bensidad | tamiento Agua F=3,53 0,0665 ns
kuetzingioides celular Elutriado
Agua:
Estaciones E1, E2, E3, E4, E5, F=46,56 <0,01 **
E6, control Elutriado:
F=69,97 <0,01 **
S wen . Agua _
Clorofila “a Tratamiento - F=16,47 <0,01 **
Elutriado
Agua:
Estaciones E1, E2, E3, E4, E5, F=96,38 <0,01 **
E6, control Elutriado:
F=11,12 <0,01 *x*
Tasa de . Agua
o Tratamiento - F=0,02 0,8854 ns
crecimiento Elutriado
Agua:
Estaciones E1, E2, E3, E4, E5, F=22,11 <0,01 **
E6, control Elutriado:
F=16,65 <0,01 **

Tabla 8: Resumen de resultados de ANOVA para densidad de individuos, concentracion de clorofila “a”
y tasa de crecimiento de Tetraselmis suecica y Nitzschia aff. kuetzingioides comparando los bioensayos
con agua y elutriado del sedimento de las diferentes estaciones para el segundo muestreo. F=
estadistico del ANOVA y p=valor de probabilidad estadistica.
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Densidad celular

Para Tetraselmis suecica se hallaron diferencias significativas al comparar
los bioensayos con agua y elutriado, con valores de densidad celular
mayores en agua (Fig. 37a), mientras que para los bioensayos con
Nitzschia aff. kuetzingioides no se hallaron diferencias significativas (Fig.
37b).
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Figura 37: Variacion en la densidad celular en bioensayos realizados con agua y elutriado de
sedimento durante el 2do. muestreo. a) Tetraselmis suecica (O). b) Nitzschia aff.
kuetzingioides (O). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05; test

Densidad (células.ml')

de Tukey).
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Figura 38: Detalle de la variacion en la concentracion de clorofila a en cada estacion de
monitoreo en bioensayos realizados en agua y elutriado de sedimento durante el 2do.
muestreo.. a) Tetraselmis suecica (O). b) Nitzschia aff. kuetzingioides (O).

Con respecto a los sitios de muestreo, para ambas especies se hallaron
diferencias significativas entre estaciones de muestreo tanto en los

bioensayos con agua como elutriado (Figs. 39a y b, 40a y b).
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Figura 39: Variacion de la densidad celular a lo largo de las 4 fechas de muestreo en los
bioensayos con agua. a) Tetraselmis suecica (O). b) Nitzschia aff. kuetzingioides (O). Letras
diferentes dentro del mismo muestreo indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05, test
de Tukey).
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Figura 40: Variacion de la densidad celular a lo largo de las 4 fechas de muestreo en los
bioensayos con elutriado del sedimento. a) Tetraselmis suecica (O). b) Nitzschia aff.
kuetzingioides (O). Letras diferentes dentro del mismo muestreo indican diferencias estadisticamente

Clorofila “a”

Para Tetraselmis suecica no se hallaron diferencias significativas al
comparar los bioensayos con agua y elutriado (Fig. 41a), mientras que para
los bioensayos con Nitzschia aff. kuetzingioides se hallaron valores mayores
para el elutriado (Fig. 41b).
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Figura 41: Variacion en la concentracion de clorofila a en bioensayos realizados en agua y
elutriado de sedimento durante el 2do. muestreo. a) Tetraselmis suecica (O). b) Nitzschia aff.
kuetzingioides (O). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05; test
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Figura 42: Detalle de la variacion en la concentracion de clorofila a en cada estaciéon de
monitoreo en bioensayos realizados en agua y elutriado de sedimento durante el 2do.
muestreo. a) Tetraselmis suecica (O). b) Nitzschia aff. kuetzingioides (O).

Con respecto a los sitios de muestreo, para ambas especies T. suecica y N.

aff. kuetzingioides se hallaron diferencias significativas entre estaciones de

muestreo tanto en los bioensayos con agua como elutriado (Figs. 43a y b,
44a vy b).

600

Clorofila a (mg. mi)

400

350

300

250

H Control
EE1

200

.2 O

150

100

50

0

BE3
OE4
BES
BE6

Figura 43: Variacion de la clorofila “a” a lo largo de las 4 fechas de muestreo en bioensayos
con agua. a) Tetraselmis suecica (O). b) Nitzschia aff. kuetzingioides (O). Letras diferentes
dentro del mismo muestreo indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05, test de Tukey).
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Figura 44: Variacion de la clorofila “a” a lo largo de las 4 fechas de muestreo en bioensayos
con elutriado del sedimento. a) Tetraselmis suecica (O).b) Nitzschia aff. kuetzingioides (O).
Letras diferentes dentro del mismo muestreo indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05,
test de Tukey).

Tasa de crecimiento

Al comparar los bioensayos con Tetraselmis suecica en agua y elutriado
del sedimento se hallaron diferencias significativas, con tasas de
crecimiento mayores para agua (Fig. 45a), mientras que para los

bioensayos realizados con la diatomea N. aff. kuetzingioides no las hubo

(Fig. 45b).
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Figura 45: Variacion en la tasa de crecimiento en bioensayos realizados en agua y elutriado
de sedimento durante el 2do muestreo. a) Tetraselmis suecica (O). b) Nitzschia aff.
kuetzingioides (O). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05; test
de Tukey).
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Figura 46: Detalle de la variacion en la concentracion de clorofila a en cada estaciéon de
monitoreo en bioensayos realizados en agua y elutriado de sedimento durante el 2do.
muestreo. a) Tetraselmis suecica (O). b) Nitzschia aff. kuetzingioides (O).

Para ambas especies T. suecica y N. aff. kuetzingioides se hallaron
diferencias significativas entre estaciones de muestreo tanto en los

bioensayos con agua como con elutriado (Figs. 47ay b, 48a y b).
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Figura 47: Variacion en la tasa de crecimiento a lo largo de las 4 fechas de muestreo en
bioensayos con agua. a) Tetraselmis suecica (O). b) Nitzschia aff. kuetzingioides (O). Letras

diferentes dentro del mismo muestreo indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05, test
de Tukey).

W Control

=E2 O
BE3

Tasa de crecimiento (d)
Tasa de crecimiento (d-)

a b

16

14

0.8 -

O

Tasa de crecimiento (d)

0,6 -

0,4

Tasa de crecimiento (d)

02 4

Figura 48: Variacion en la tasa de crecimiento a lo largo de las 4 fechas de muestreo en
bioensayos con elutriado del sedimento. a) Tetraselmis suecica (O). b) Nitzschia aff.
kuetzingioides (O). Letras diferentes dentro del mismo muestreo indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05, test de Tukey).
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9.3. Resultados de los Bioensayos realizados con Tetraselmis
suecica y Nitzschia aff. kuetzingioides en agua y elutriado del

sedimento del 3er. muestreo (3°M-dic’'15)

Se analizaron:
o Densidad celular (n° individuos.ml™)
e Clorofila “a” (mg.ml™)

» Tasa de crecimiento celular (d!)

Especie Variable Factor Grupos F p |
T. suecica Densidad Tratamiento Agga F=2,99 0,0904 n.s.
celular Elutriado

Agua:

Estaciones El, E2, E3, E4, E5, F=4},52 <0,01 **
E6, control® Elutriado:
F=12,1 <0,01 **
Clorofila | 2 miento Agua F=0,34 0,5631 n.s.
a Elutriado
Agua:
. E1l, E2, E3, E4, E5, F=3,33 <0,05 *
Estaciones E6, control Elutriado:
F=49,53 <0,01 **
crliisnawiglfto Tratamiento Elﬁtggr?aado F=0,02 0,8857 n.s.

Agua:

Estaciones E1l, E2, E3, E4, E5, F=3'v,93 <0,01 **
E6, control Elutriado:

F=6,22 <0,01 **
ubelin Densidad | .13 miento Agua F=19,33 <0,01 **
kuetzingioides celular Elutriado

Agua:

Estaciones E1l, E2, E3, E4, E5, F=5_,84 <0,01 **
E6, control Elutriado:
F=37,56 <0,01 **
Clorofila | 2 miento Agua F=0,33 0,5705 n.s.
a Elutriado
Agua:
Estaciones E1l, E2, E3, E4, E5, F=3_2,71 <0,01 **
E6, control Elutriado:
F=40,47 <0,01 **
Tasade | 1 iamiento Agua F=10,86 <0,01 **
crecimiento Elutriado

Agua:

Estaciones E1, E2, E3, E4, E5, F=5,85 <0,01 **
E6, control Elutriado:
F=36,23 <0,01 **

wo

Tabla 9: Resumen de resultados de ANOVA para densidad de individuos, concentracion de clorofila “a” y tasa
de crecimiento de Tetraselmis suecica y Nitzschia aff. kuetzingioides comparando los bioensayos con agua y
elutriado del sedimento de las diferentes estaciones para el 3er.muestreo. F= estadistico del ANOVA y
p=valor de probabilidad estadistica.
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Densidad celular

Al comparar los bioensayos realizados con Tetraselmis suecica en agua y
elutriado del 3er. muestreo no se hallaron diferencias significativas (Fig.
49a), mientras que para los bioensayos con Nitzschia aff. kuetzingioides se

hallaron densidades celulares mayores en elutriado del sedimento (Fig.
49b).
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Agua Elutriado Agua ‘ Elutriado
Figura 49: Variacion en la densidad celular en bioensayos realizados en agua y elutriado de
sedimento durante el 3er. muestreo. a) Tetraselmis suecica (O). b) Nitzschia aff.

kuetzingioides (O). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05; test
de Tukey).
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Figura 50: Detalle de la variacion en la concentracion de clorofila a en cada estacion de
monitoreo en bioensayos realizados en agua y elutriado de sedimento durante el 3er.
muestreo. a) Tetraselmis suecica (O). b) Nitzschia aff. kuetzingioides (O).

Con respecto a los sitios de muestreo, para ambas especies Tetraselmis
suecica y Nitzschia aff. kuetzingioides se hallaron diferencias significativas
entre estaciones de muestreo tanto en los bioensayos con agua como
elutriado (Figs. 51ay b, 52a y b).
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Figura 51: Variacion de la densidad a lo largo de las 4 fechas de muestreo en bioensayos con
agua. a) Tetraselmis suecica (O). b) Nitzschia aff. kuetzingioides. Letras diferentes dentro del
mismo muestreo indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05, test de Tukey).
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Figura 52: Variacion de la densidad celular a lo largo de las 4 fechas de muestreo en
bioensayos con elutriado del sedimento. a) Tetraselmis suecica (O). b) Nitzschia aff.
kuetzingioides (O). Letras diferentes dentro del mismo muestreo indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05, test de Tukey).

Clorofila “a”
Para ambas especies Tetraselmis suecica y Nitzschia aff. kuetzingioides no

se hallaron diferencias significativas en la concentracion de clorofila “a” al

comparar los bioensayos con agua y elutriado (Figs. 53a y b).
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Figura 53: Variaciéon en la concentracion de clorofila

Agua

Elutriado

Clorofila a (mg.mt)

200 A A
180
160
140
120
100

80

60

40

20

0

Agua Elutriado

a en bioensayos realizados en agua y

elutriado de sedimento durante el 3er. muestreo. a) Tetraselmis suecica (O). b) Nitzschia aff.
kuetzingioides (O). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05; test

de Tukey).
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Figura 54: Detalle de la variacion en la concentracion de clorofila a en cada estaciéon de
monitoreo en bioensayos realizados en agua y elutriado de sedimento durante el 3er.
muestreo. a) Tetraselmis suecica (O). b) Nitzschia aff. kuetzingioides (O).

Con respecto a los sitios de muestreo, para ambas especies Tetraselmis

suecica y Nitzschia aff. kuetzingioides se hallaron diferencias significativas

entre estaciones de muestreo tanto en los bioensayos con agua como
elutriado (Figs. 55a y b, 56a y b).

600

Clorofila a (mg. ml?)

Figura 55: Variacion de la clorofila “a”

Clorofila a (mg. ml)

400

B Control

a lo largo de las 4 fechas de muestreo en bioensayos

con agua. a) Tetraselmis suecica (O). b) Nitzschia aff. kuetzingioides (O). Letras diferentes
dentro del mismo muestreo indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05, test de Tukey).
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significativas (p<0,05, test de Tukey).
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a lo largo de las 4 fechas de muestreo en los
bioensayos con elutriado del sedimento. a) Tetraselmis suecica (O). b) Nitzschia aff.
kuetzingioides (O). Letras diferentes dentro del mismo muestreo indican diferencias estadisticamente

En el analisis de los resultados de los bioensayos en elutriado de sedimentos con T.
suecica, E1 no se incluydé en el ANOVA porque la tasa de crecimiento fue negativa.

Para Tetraselmis suecica no se hallaron diferencias significativas al

comparar los bioensayos con agua y elutriado (Fig. 57a), mientras que para

los bioensayos con Nitzschia aff. kuetzingioides se hallaron tasas de

crecimiento mayores en elutriado (Fig. 57b).
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Figura 57: Variacion en la tasa de crecimiento en bioensayos realizados con agua y elutriado

de sedimento durante el 3er.

muestreo. a) Tetraselmis suecica (O).

b) Nitzschia aff.

kuetzingioides (O). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05; test

de Tukey).
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Figura 58: Detalle de la variacion en la concentracion de clorofila a en cada estacién de
monitoreo en bioensayos realizados en agua y elutriado de sedimento durante el 3er.
muestreo. a) Tetraselmis suecica (O). b) Nitzschia aff. kuetzingioides (O).

Con respecto a los sitios de muestreo, para ambas especies Tetraselmis
suecica y Nitzschia aff. kuetzingioides se hallaron diferencias significativas
entre estaciones de muestreo tanto en los bioensayos con agua como
elutriado (Figs. 59a y b, 60a y b).
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Figura 59: Variacion en la tasa de crecimiento a lo largo de las 4 fechas de muestreo en
bioensayos con agua. a) Tetraselmis suecica (O). b) Nitzschia aff. kuetzingioides (O). Letras

diferentes dentro del mismo muestreo indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05, test
de Tukey).
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Figura 60: Variacion en la tasa de crecimiento a lo largo de las 4 fechas de muestreo en
bioensayos con elutriado del sedimento. a) Tetraselmis suecica (O). b) Nitzschia aff.

kuetzingioides (O). Letras diferentes dentro del mismo muestreo indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05, test de Tukey).
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9.4. Resultados de los Bioensayos realizados con Tetraselmis
suecica y Nitzschia aff. kuetzingioides en agua y elutriado del

sedimento del 4to. muestreo (4°M-mar’15)

Se analizaron:
o Densidad celular (n° individuos.ml™).
e Clorofila “a” (mg.ml™)

o Tasa de crecimiento celular (d%)

Especie Variable Factor Grupos F p |
. Densidad . Agua _ 0,2437
T. suecica celular Tratamiento Elutriado F=1,39 n.s.
Agua:
Estaciones El, E2, E3, E4, E5, F=1,88 O,r}zZG
E6, control® Elutriado: e
F=5,73 <0,01 **
Clorofila “a” | Tratamiento Ag_ua F=1,7 0,199
Elutriado n.s.
Agua:
Estaciones E1, E2, E3, E4, E5, F=15,86 <0,01 **
E6, control Elutriado:
F=66,91 <0,01 **
Tasa de . Agua _ 0,1742
crecimiento Tratamiento Elutriado F=1,9 n.s.
Agua:
Ectaciones | Els E2, E3, E4, ES5, F=1,78 0;]1551
E6, control Elutriado: =
F=5,23 <0,01 **
N. aff._ o Densidad Tratamiento Agl_.la F=0,02 0,8851
kuetzingioides celular Elutriado n.s.
Agua:
Estaciones E1l, E2, E3, E4, E5, F=13,49 <0,01 **
E6, control Elutriado:
F=5,01 <0,01 **
Clorofila “a” | Tratamiento Agua F=1,57 0,2161
Elutriado n.s.
Agua:
Estaciones E1, E2, E3, E4, E5, F=8,89 <0,01 **
E6, control Elutriado:
F=61,28 <0,01 **
Ta.sa.de Tratamiento Agga F=0,02 0,8791
crecimiento Elutriado n.s.
Agua:
Estaciones E1l, E2, E3, E4, E5, F=12,45 <0,01 **
E6, control Elutriado:
F=4,82 <0,01 *x*

Tabla 10: Resumen de resultados de ANOVA para densidad de individuos, concentracion de clorofila “a” vy
tasa de crecimiento de Tetraselmis suecica y Nitzschia aff. kuetzingioides comparando los bioensayos con
agua y elutriado del sedimento de las diferentes estaciones para el 4to. muestreo. F= estadistico del ANOVA y
p=valor de probabilidad estadistica.
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Densidad celular

Para ambas especies de microalgas Tetraselmis suecica y Nitzschia aff.
kuetzingioides no se hallaron diferencias significativas en la densidad celular

al comparar los bioensayos con agua y elutriado (Figs. 61a y b).
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Figura 61: Variacion en la densidad celular en bioensayos realizados en agua y elutriado de
sedimento durante el 4to. muestreo. a) Tetraselmis suecica (O). b) Nitzschia aff.

kuetzingioides (O). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05; test
de Tukey).
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Figura 62: Detalle de la variacion en la concentracion de clorofila a en cada estaciéon de
monitoreo en bioensayos realizados en agua y elutriado de sedimento durante el 4to.
muestreo. a) Tetraselmis suecica (O). b) Nitzschia aff. kuetzingioides (O).

Con respecto a los sitios de muestreo, para los bioensayos con Tetraselmis
suecica en agua no se hallaron diferencias estadisticamente significativas
entre las estaciones de muestreo (Fig. 63a), mientras que en elutriado se

hallaron diferencias significativas (Fig. 63b).
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Figura 63: Variacion de la densidad celular durante los bioensayos con agua a lo largo de las 4
fechas de muestreo. a) Tetraselmis suecica (O). b) Nitzschia aff. kuetzingioides (O). Letras

diferentes dentro del mismo muestreo indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05, test
de Tukey).

Para los bioensayos con Nitzschia aff. kuetzingioides se hallaron diferencias

significativas entre estaciones de muestreo tanto en agua como elutriado
(Figs. 64a y b).
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Figura 64: Variacion de la densidad celular a lo largo de las 4 fechas de muestreo durante los
bioensayos con agua. a) Tetraselmis suecica (O). b) Nitzschia aff. kuetzingioides (O).Letras

diferentes dentro del mismo muestreo indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05; test
de Tukey).

Clorofila “a”

Para ambas especies Tetraselmis suecica y Nitzschia aff. kuetzingioides no
se hallaron diferencias significativas en la concentracion de clorofila “a” al

comparar los bioensayos con agua y elutriado (Figs. 65a y b).
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Figura 65: Variacion de la concentracion de clorofila
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Nitzschia aff. kuetzingioides (O). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas

(p<0,05; test de Tukey).
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Figura 66: Detalle de la variacion en la concentracion de clorofila a en cada estaciéon de
monitoreo en bioensayos realizados en agua y elutriado de sedimento durante el 4to.
muestreo. a) Tetraselmis suecica (O). b) Nitzschia aff. kuetzingioides (O).

Con respecto a los sitios de muestreo, para ambas especies se hallaron

diferencias significativas entre estaciones de muestreo tanto en los

bioensayos con agua como elutriado (Figs. 67ay b, 68a y b).
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Figura 67: Variacion de la clorofila “a”
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a lo largo de las 4 fechas de muestreo en bioensayos
con agua. a) Tetraselmis suecica (O). b) Nitzschia aff. kuetzingioides (O). Letras diferentes
dentro del mismo muestreo indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05, test de Tukey).
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Figura 68: Variacion de la clorofila “a” a lo largo de las 4 fechas de muestreo en en
bioensayos con elutriado del sedimento. a) Tetraselmis suecica (O). b) Nitzschia aff.
kuetzingioides (O). Letras diferentes dentro del mismo muestreo indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05, test de Tukey).
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Para ambas especies Tetraselmis suecica y Nitzschia aff. kuetzingioides no
se hallaron diferencias significativas en la tasa de crecimiento al comparar

los bioensayos con agua y elutriado (Figs. 69a y b).
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Figura 69: Variacion de la tasa de crecimiento en bioensayos realizados en agua y elutriado de
sedimento durante el 4to. muestreo. a) Tetraselmis suecica (O). b) Nitzschia aff.

kuetzingioides (O). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05; test
de Tukey).
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Figura 70: Detalle de la variacion en la concentracion de clorofila a en cada estaciéon de
monitoreo en bioensayos realizados en agua y elutriado de sedimento durante el 4to.
muestreo. a) Tetraselmis suecica (O). b) Nitzschia aff. kuetzingioides (O).

Con respecto a los sitios de muestreo, para los bioensayos con Tetraselmis
suecica en agua no se hallaron diferencias significativas entre las estaciones
de muestreo (Fig. 71a), mientras que en elutriado se hallaron diferencias
significativas (Fig. 71b).
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Figura 71: Variacion en la tasa de crecimiento de Tetraselmis suecica (O) durante los
bioensayos a lo largo de las 4 fechas de muestreo. a). En agua. b) En elutriado del sedimento
(O). Letras diferentes dentro del mismo muestreo indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05, test de Tukey).
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Para los bioensayos con Nitzschia aff. kuetzingioides se hallaron diferencias
estadisticamente significativas entre estaciones de muestreo tanto en agua
como elutriado (Fig. 72a y b).
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Figura 72: Variacion en la tasa de crecimiento de Nitzschia aff. kuetzingioides (O) a lo largo
de las 4 fechas de muestreo en bioensayos. a) En agua. b) En elutriado del sedimento. Letras
diferentes dentro del mismo muestreo indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05, test
de Tukey).
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En este primer estudio se llevé a cabo una evaluacién de la ecotoxicidad de
del agua y sedimentos de la parte interna del estuario de Bahia Blanca, por
medio de bioensayos utilizando poblaciones de dos organismos
fitoplanctonicos representantes del primer eslabdén de la cadena tréfica, en
los que se determinaron sus dindmicas de crecimiento y estados
fisioldgicos.

Se probd la significacion estadistica de los resultados y se elaboraron

sintesis graficas interpretativas.
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DC: dinamica crecimiento 1°M-jun’l5 | 2°M-sep’l5 | 3°M-dic’'l5 | 4°M-mar'16
EF: estado fisiolégico Agua | Elut. | Agua | Elut. | Agua [ Elut. | Agua [ Elut.
Tetraselmis bc | O (o) o) (o) (o) O (o) o
c suecica EF | @ ®  ©o ® O ® O o
Nizschia aff. bc | O ® O ® | O ®@ O o
kuetzingioides | EF | @ ® O ® ©o ®  © [ )
E1 Tetraselmis DC o [ ) [ ) (o) [
suecica EF | O O O ® O o o
Nizschia aff. DC () (] ® o (]
(CLO) | kuetzingioides | EF | © [ ) (o) (o) (o] (o) ® |
E2 Tetraselmis DC [ (] O (o)
suecica EF | O (o] 0O/ 0 0 0O
Nizschia aff. DC O O ® o [ B [ )
(IW) | kuetzingioides [ EF | © ® | O (o) (o) (o)
g3 | Tetraselmis DC O 0 [ ) (o)
suecica EF O O ® O O | O
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(cPG) | kuetzingioides | EF | © ® O O O 0Ol 0o o
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Nizschia aff. bc| @ L ] L ] (o) (o) O | @ o
(M) | kuetzingioides | EF (o) [ ) (o) (o) O ©
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suecica EF| O | O] O] O] O o 0
Nizschiaaf. | DC | O | O | @ o/ e/ e ©
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suecica eF @ @ O @€ O 0| O O
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Sintesis grafica valorativa del estado ecotoxicoldgico de la zona interna del estuario de Bahia
Blanca sobre la base de la evaluacion de la dindmica de crecimiento y estado fisioldgico, en

agua y elutriado, de las poblaciones de los dos organismos fitoplanctdnicos evaluados.

T. suecica

N. aff. kuetzingioides

DC <50000 | 50000- 100000 | 200000 | >300000 | <200000 | 200000 500000 1000000 >2000000
(cél/ml) 100000 - - - - -
200000 | 300000 500000 1000000 2000000
EF <0,2 0,2- 0,45- 0,65- >0,9 <0,2 0,2-0,45 0,45- 0,65-0,9 >0,9
(R?) 0,45 0,65 0,9 0,65
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A partir del analisis integral de los resultados se concluye que:

La decision de seleccionar las especies de microalgas Tetraselmis
suecica y Nitzschia aff. kuetzingioides para la concrecién de los
bioensayos estuvo basada en criterios tales como la sensibilidad, la
relevancia ecoldgica y la disponibilidad para bioensayos. La misma
resultd6 adecuada ya que pudo determinarse un comportamiento
diferencial de las 3 variables biolégicas contempladas para el
desarrollo de los mismos: densidad celular, concentracion de clorofila

“a” y crecimiento de la poblacién.

Se logré la estandarizacién de los bioensayos ajustandolos a la
normativa vigente a través de la puesta a punto de la metodologia
utilizada (aclimatacién de microalgas, obtencidén del elutriado, etc.),
alcanzando la reproductividad experimental y confiabilidad en la
comparacién de resultados entre diferentes experiencias, como asi
también la identificacién de las principales fuentes de potenciales

errores.

La utilizacion de organismos nanoplancténicos de dos diferentes
especies en la realizacidn de los bioensayos otorgdé una mayor
relevancia ecoldgica a las valoraciones ya que ambos organismos no
presentaron las mismas respuestas al ser expuestos tanto en agua
como en elutriado del sedimento de las estaciones de muestreo
seleccionadas. Ademas, se comprobd que ambas especies evaluadas

presentan un patréon de crecimiento diferente.

Durante los tres primeros muestreos de junio, septiembre vy
diciembre de 2015 se observé un desacople entre la concentracion de
clorofila "a” y la densidad de individuos. Esta situacién representd un
buen indicador del estado fisioldgico de los organismos, ya que el
mismo coincidié con situaciones de baja densidad de individuos, lo
cual indicaria que los factores que afectan al crecimiento poblacional
estarian también influyendo sobre el estado fisiolégico de las

microalgas. Este fendmeno fue mas frecuentemente observado en las
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estaciones E1 (CLO) y E6 (PC), aunque en el muestreo de

septiembre dicho desacople se observé en todos los sitios.

Se registré una fuerte inhibicidon del crecimiento de las microalgas en
los bioensayos en agua y fundamentalmente en elutriado del
sedimento en E1 (CLO) y E6 (PC). Esta situacién coincidié con un
aumento de las concentraciones de metales pesados y compuestos
aromaticos (PAHs) registrados en el sedimento en estos dos sitios de
muestreo. Sin embargo, por no ser este un estudio de asociacion
causa-efecto, no se puede inferir sobre la naturaleza de los
compuestos responsables de los efectos observados sobre el
crecimiento de Tetraselmis suecica y Nitzschia aff. kuetzingioides. En
efecto, por haberse utilizado un medio de cultivo no sintético, que
contiene una gran diversidad de compuestos (metales, PAHs vy
probablemente muchos otros compuestos no determinados) es
imposible individualizar la respuesta de las microalgas a cada uno de
estos compuestos, ademas de la ocurrencia en simultdneo de
diferentes compuestos que puede generar un efecto sinérgico o

antagodnico entre ellos.

Asimismo, en septiembre de 2015 pudo evidenciarse un efecto
inhibidor del crecimiento de las microalgas en todas las estaciones de
muestreo tanto en agua como en elutriado del sedimento
coincidentemente con el registro mas bajo de nutrientes, inclusive en
E1l (Clo) estacién caracterizada por su alto contenido de materia
organica. Esto ocasionaria una mayor sensibilizacion de los
organismos a la presencia de sustancias contaminantes especificas

gue estan en bajas concentraciones o la mezcla de ellas.

La respuesta de las microalgas sugiere una elevada movilidad de
compuestos potencialmente ecotoxicoldgicos, tanto en agua como
similar en sedimentos y, consecuentemente, una alta capacidad de
restauracién integral del sistema, ya que durante los bioensayos
realizados tanto en agua como en elutriado de sedimento

provenientes del muestreo de marzo de 2016 en ambas especies se
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observd un aumento de todas las variables relacionadas con el
crecimiento (densidad, clorofila “a” y tasa de crecimiento). Esto fue
coincidente con una mayor concentracién de nutrientes (nitratos,
silice disuelto y fosforo reactivo soluble) registrada en esa fecha y a
una disminucidon importante de las concentraciones de metales

pesados.

Las alteraciones morfoldégicas observadas podrian reflejar una
situacion puntual de estrés ambiental de tipo fisico o quimico que
ameritan una mayor profundizacion de los estudios para detectar los
efectos de los contaminantes individuales y multiples y sus efectos
sinérgicos adicionales, con el fin de conformar una herramienta fiable

para la evaluaciéon de calidad de la masa de agua del estuario.

Los sitios de muestreo E1 (CLO) y E6 (PC) representan sitios mas
sensibles que requeririan especial atencién en futuros programas de
gestién ambiental. Sin embargo, en los restantes sitios de muestreo
también se observaron alteraciones en el crecimiento y estado
fisioldgico de las microalgas que podrian estar asociados con
situaciones de vertidos puntuales de sustancias contaminantes y por

lo tanto se recomienda continuar con la evaluacion.

Como era de esperar, no se detectd una respuesta identificatoria
valida para una caracterizacion estacional de la calidad del agua o del
sedimento, ya que tanto los vuelcos de aguas residuales urbanas y la
mayor parte de las actividades antrépicas desarrolladas en el estuario
no siguen un patrén estacional y si estan sujetas a la operatividad de
los sistemas domésticos e industriales, por lo que futuros estudios

deberian ajustarse a ese patron temporal.

Este estudio de la ecotoxicidad del agua y sedimento del estuario
permitido analizar la respuesta del eslabdn inicial de la cadena trofica
del estuario de Bahia Blanca ante las variaciones de la calidad del
agua, aportando los primeros datos sobre niveles de peligrosidad

trasladable y asimilable a otros organismos. Su continuacién

127



permitira identificar sitios que requieran la intervencién y/o el manejo
en futuros programas de gestidn para establecer niveles guia de

proteccién del ambiente estuarial y su biota.
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12.1. Bioensayos en agua y elutriado del sedimento del estuario

Primer muestreo (1°M-jun’15)
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Bioensayos con agua del estuario proveniente del muestreo (1°M-jun’15)

Tetraselmis suecica. Analisis de la varianza. Densidad Celular

Variable
Agua Tetraselmis

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V.
Modelo.
Columnal
Error
Total

N
28

SC
3,2751E+10
3,2751E+10
6,8614E+10
1,0137E+11

R2

0,32

gl

6

6

21

27

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=131392,24505
Error: 3267333333,3333 gl: 21

Columnal
E6

El

E2

E3

ES5

E4
Control

Medias
119600
143000
156000
159900
161200
179400
237900

A LR L L S =]

R2 Aj
0,13

CM
5458539048
5458539048
3267333333

E.E.
28580,3
28580,3
28580,3
28580,3
28580,3
28580,3
28580,3

Cv
34,58

F
1,67
1,67

> > >» > > > >

p-valor
0,1777
0,1777
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Bioensayos con agua del estuario proveniente del muestreo (1°M-jun’15)

Tetraselmis suecica. Analisis de la varianza. Concentracion Clorofila “a”

Variable N
Agua Tetraselmis
suecica 28

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC

Modelo. 69936,33
Columnal 69936,33
Error 201834,32
Total 271770,65

Test:Tukey Alfa=0,05
DMS=225,35172
Error: 9611,1582 gl:

21

Columnal Medias
El 180,01
E2 209,6
E3 231,93
E4 232,15
Control 269,67
ES5 279,73
E6 345,06

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

R2

0,26

gl
6

6

21

27

A D DDA DSMDS

4

R2 Aj cv
0,05 39,26
CM F
11656,05 1,21
11656,05 1,21
9611,16
E.E.
49,02 A
49,02 A
49,02 A
49,02 A
49,02 A
49,02 A
49,02 A

p_
valor
0,3387

0,3387
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Bioensayos con elutriado del sedimento del estuario proveniente del
muestreo (1°M-jun’15)

Tetraselmis suecica. Analisis de la varianza. Densidad Celular

Variable N R2 R2 Aj CVv
Elutriado Tetraselmis 28 0,93 0,91 19,06

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 6,4836E+11 6 1,0806E+11 48,34 <0,0001
Columnal 6,4836E+11 6 1,0806E+11 48,34 <0,0001
Error 4,6941E+10 21 2235306667

Total 6,953E+11 27

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=108677,98268
Error: 2235306666,6667 gl: 21

Columnal Medias n E.E.

El 29900 4 23639,51 A

E6 54600 4 23639,51 A

Control 200200 4 23639,51 B

E3 271700 4 23639,51 B C
E5 319800 4 23639,51 C
E2 393900 4 23639,51

E4 466700 4 23639,51

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Bioensayos con elutriado del sedimento del estuario proveniente del
muestreo (1°M-jun’15)

Tetraselmis suecica. Analisis de la varianza. Concentracion Clorofila “a”

Variable N R2 R2 Aj Cv
Elutriado
Tetraselmis 28 0,92 0,9 18,11

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 1013980,01 6 168996,67 40,91 <0,0001
Columnal 1013980,01 6 168996,67 40,91 <0,0001
Error 86740,38 21 4130,49

Total 1100720,39 27

Test:Tukey Alfa=0,05
DMS=147,73181
Error: 4130,4944 gl:

0O 0

21

Columnal Medias n E.E.

El 58,86 4 32,13 A

E6 83,6 4 32,13 A

Control 365,75 4 32,13 B

E4 422,54 4 32,13 B

ES 468,85 4 32,13 B

E3 497,34 4 32,13 B

E2 587,89 4 32,13 C

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p >
0,05)
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Bioensayos con agua del estuario proveniente del muestreo (1°M-jun’15)

Nitzschia aff. kuetzingioides. Analisis de la varianza. Densidad Celular

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sC gl CM F
Modelo. 2,5774E+12 6 4,2956E+11 4,58
Columnal 2,5774E+12 6 4,2956E+11 4,58
Error 1,9702E+12 21 9,3817E+10

Total 4,5475E+12 27

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=704067,45792
Error: 93817211428,5714 gl: 21

Columnal Medias n E.E.

E2 659100 4 153147,98 A
El 713700 4 153147,98 A
E6 923000 4 153147,98 A
E3 988000 4 153147,98 A
E4 1158300 4 153147,98 A
ES 1288300 4 153147,98 A
Control 1588600 4 153147,98

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p >
0,05)

p_
valor
0,004

0,004

T W™ ®
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Bioensayos con agua del estuario proveniente del muestreo (1°M-jun’15)

Nitzschia aff. kuetzingioides. Analisis de la varianza. Concentracioén Clorofila

\\all
Variable N
Agua Nitzschia aff. kuetzingioides 27

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC

Modelo. 33593,14
Columna?2 33593,14
Error 7716,61
Total 41309,75

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=46,44119
Error: 385,8305 gl: 20

Columna2 Medias
E2 39,34
El 44,11
E3 82,59
E4 84,26
E5 109,27
Control 131,31
E6 137,1

A MDD DM WSS

4

R2 Aj
0,76

CM
5598,86
5598,86

385,83

E.E.
11,34
9,82
9,82
9,82
9,82
9,82

9,82

Cv
21,45

F

p-valor

14,51 <0,0001
14,51 <0,0001

> > > >

Medias con una letra comudn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

B

B

B C
C
C
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Bioensayos con elutriado del

jun’15)

estuario proveniente del

muestreo (1°M-

Nitzschia aff. kuetzingioides. Analisis de la varianza. Densidad Celular

Variable

Elutriado Nitzschia

N
28

R2

0,92

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V.

Modelo.

Columnal

Error

Total

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=786062,10299

sC
2,7558E+1
2,75538E+1
2,45§8E+1
3,00123E+1

Error: 116941240000,0000 gl: 21

Columnal
El

E6

E2

E5

E3
Control
E4

Medias

57200

96200
1307800
1405300
1528800
2509000
2860000

gl
6
6
21

27

A DD DM BSMDS

4

R2 Aj
0,89

CM
4,5929E+1
2
4,5929E+1
2
1,1694E+1
1

E.E.
170983,36
170983,36
170983,36
170983,36
170983,36
170983,36
170983,36

Ccv
24,52

F p-valor

<0,000
39,28 1
<0,000
39,28 1
A
A
B
B
B

Medias con una letra comudn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

@]
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Bioensayos con elutriado del estuario proveniente del muestreo (1°M-

jun’15)

Nitzschia aff.
Clorofila “"a”

kuetzingioides. Analisis de

la varianza.Concentracion

Variable N R2 R2 Aj cv

Elutriado Nitzschia 28 0,92 0,89 24,52

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
2,7558E+1 4,5929E+1 <0,000

Modelo. 3 6 2 39,28 1
2,7558E+1 4,5929E+1 <0,000

Columnal 3 6 2 39,28 1
2,4558E+1 1,1694E+1

Error 2 21 1
3,0013E+1

Total 3 27

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=786062,10299

Error: 116941240000,0000 gl: 21

Columnal Medias n E.E.

El 57200 4 170983,36 A

E6 96200 4 170983,36 A

E2 1307800 4 170983,36 B

E5 1405300 4 170983,36 B

E3 1528800 4 170983,36 B

Control 2509000 4 170983,36 C

E4 2860000 4 170983,36 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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12.2. Bioensayos en agua y elutriado del sedimento del estuario

Segundo muestreo (2°M-sep “15)
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Bioensayos con agua del estuario proveniente del muestreo (2°M-sep " 15)

Tetraselmis suecica. Analisis de la varianza. Densidad Celular

Variable

Agua Tetraselmis

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V.

Modelo.

Columnal

Error

Total

N
28

SC
8,5081E+1
0
8,5081E+1
0
2,1483E+1
0
1,0656E+1
1

R2

0,8

gl
6
6
21

27

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=73521,38143
Error: 1023013333,3333 gl: 21

Columnail
E5

E3

E4

E6

El

E2
Control

Medias
41600

94900

101400
104000
114400
124800
237900

A DD DM DMDMD

4

R2 Aj
0,74

CM
1,418E+10

1,418E+10
102301333
3

E.E.
15992,29
15992,29
15992,29
15992,29
15992,29
15992,29
15992,29

Ccv
27,34

13,86

13,86

> > > r >

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p >

0,05)

p-valor
<0,000

<0,000

lvs I ve v I v v IR oy
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Bioensayos con agua del estuario proveniente del muestreo (2°M-sep’15)

Tetraselmis suecica. Analisis de la varianza. Concentracion Clorofila “a”

Variable N R2 R2 Aj CVv
Agua Tetraselmis 26 0,48 0,32 19,6

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 27230,65 6 4538,44 2,93 0,0338
Columnal 27230,65 6 4538,44 2,93 0,0338
Error 29416,3 19 1548,23

Total 56646,95 25

Test:Tukey Alfa=0,05
DMS=97,69499
Error: 1548,2265 gl:

19

Columnal Medias n E.E.

El 155 2 27,82 A

ES 171,79 4 19,67 A

E2 188,08 4 19,67 A B
E3 197,56 4 19,67 A B
E6 199,49 4 19,67 A B
E4 201,08 4 19,67 A B
Control 269,67 4 19,67 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p >
0,05)
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Bioensayos con elutriado del
muestreo (2°M-sep “15)

sedimento del

Tetraselmis suecica. Analisis de la varianza. Densidad Celular

Variable
Elutriado Tetraselmis

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V.
Modelo.
Columnal
Error
Total

N
28

sC

1,0659E+11
1,0659E+11
2,9697E+10
1,3628E+11

R2

0,78

gl

6

6

21

27

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=86440,50866
Error: 1414127619,0476 gl: 21

Columnal
El

E3

E6

E4

E2

E5
Control

Medias
27300
32500
45500
75400
88400
161200

200200

n
4
4
4
4
4
4

4

R2 Aj
0,72

CM
1,7765E+10
1,7765E+10
1414127619

E.E.
18802,44
18802,44
18802,44
18802,44
18802,44
18802,44
18802,44

> > > > >

Ccv
41,75

12,56
12,56

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p >

0,05)

p-valor

estuario proveniente del

<0,0001
<0,0001

(o8]

oNe@!
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Bioensayos con elutriado del sedimento del estuario proveniente del
muestreo (2°M-sep “15)

Tetraselmis suecica. Analisis de la varianza. Concentracion Clorofila “a”

Variable N R2 R2 Aj Ccv
Elutriado Tetraselmis 28 0,91 0,88 27,6

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 1012446,29 6 168741,05 34,67 <0,0001
Columna2 1012446,29 6 168741,05 34,67 <0,0001
Error 102213,14 21 4867,29

Total 1114659,43 27

Test:Tukey Alfa=0,05
DMS=160,36763
Error: 4867,2922 gl:

21

Columna2 Medias n E.E.

E6 58,3 4 34,88 A

E3 75,29 4 34,88 A

E4 97,49 4 34,88 A B

E2 251,94 4 34,88 B C

El 285,87 4 34,88 C
Control 365,75 4 34,88 C

E5 634,64 4 34,88 D

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Bioensayos con agua del estuario proveniente del muestreo (2°M-sep " 15)

Nitzschia aff. kuetzingioides. Analisis de la varianza. Densidad Celular

Variable N R2 R2 Aj CVv
Agua Nitzschia 28 0,93 0,91 35,84

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
7,0111E+1 1,1685E+1 <0,000

Modelo. 2 6 2 46,56 1
7,0111E+1 1,1685E+1 <0,000

Columnal 2 6 2 46,56 1
5,2705E+1 2,5098E+1

Error 1 21 0
7,5382E+1

Total 2 27

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=364157,56717
Error: 25097626666,6667 gl: 21

Columnail Medias n E.E.

E4 91000 4 79211,15 A

E5 113100 4 79211,15 A

E2 205400 4 79211,15 A

E6 208000 4 79211,15 A

E3 224900 4 79211,15 A

El 663000 4 79211,15 B
Control 1588600 4 79211,15

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p >
0,05)
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Bioensayos con agua del estuario proveniente del muestreo (2°M-sep " 15)

Nitzschia aff. kuetzingioides. Analisis de la varianza. Concentracioén Clorofila

”

w
a

Variable N
Agua Nitzschia 28

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC

Modelo. 46517,59
Columna2 46517,59
Error 1689,32
Total 48206,91

Test:Tukey Alfa=0,05
DMS=20,61668

Error: 80,4436 gl: 21

Columna2 Medias
E5 13,8

E6 15,76
E2 18,04
E4 18,25
E3 25,21
El 69,38
Control 131,31

R2

0,96

gl

6

6

21

27

A DM D DMDMSMD

4

R2 Aj
0,95

CM
7752,93
7752,93

80,44

E.E.
4,48
4,48
4,48
4,48
4,48
4,48
4,48

Ccv
21,52

F
96,38
96,38

> > > > >

p-valor
<0,0001
<0,0001

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Bioensayos con elutriado del

sep " 15)

estuario proveniente del

muestreo (2°M-

Nitzschia aff. kuetzingioides. Analisis de la varianza. Densidad Celular

Variable

Elutriado Nitzschia

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V.
Modelo.
Columnal
Error
Total

N
28

sC
1,8146E+13
1,8146E+13
9,0769E+11
1,9054E+13

R2

0,95

gl

6

6

21

27

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=477893,42823
Error: 43223118095,2381 gl: 21

Columnal
E6

E3

E2

E4

E5

El
Control

Medias
39000
131300
135200
295100
383500
514800
2509000

A DM D DMDMSMD

4

R2 Aj
0,94

CM
3,0244E+12
3,0244E+12
4,3223E+10

E.E.
103950,85
103950,85
103950,85
103950,85
103950,85
103950,85
103950,85

> > >r > > P>

Ccv
36,31

F
69,97
69,97

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p >

0,05)

p-valor
<0,0001
<0,0001
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Bioensayos con elutriado del estuario proveniente del muestreo (2°M-

sep " 15)

Nitzschia aff. kuetzingioides. Analisis de la varianza.Concentracion

Clorofila “"a”

Variable N R2 R2 Aj CVv
Elutriado Nitzschia 28 0,76 0,69 51,97

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F
Modelo. 137561,75 6 22926,96 11,12
Columna2 137561,75 6 22926,96 11,12
Error 43300,65 21 2061,94
Total 180862,4 27

Test:Tukey Alfa=0,05
DMS=104,37839
Error: 2061,9359 gl:

21

Columna2 Medias n E.E.

E6 10,4 4 22,7 A
E3 13,9 4 22,7 A
E2 18,69 4 22,7 A
E4 75,68 4 22,7 A
El 149,72 4 22,7

ES 163,79 4 22,7
Control 179,49 4 22,7

p-valor
<0,0001
<0,0001

[ve vy ve v )

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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12.3. Bioensayos en agua y elutriado del sedimento del estuario

Tercer muestreo (3°M-dic”15)
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Bioensayos con agua del estuario proveniente del muestreo (3°M-dic”15)

Tetraselmis suecica. Analisis de la varianza. Densidad Celular

Variable
Agua Tetraselmis

N
28

R2

0,56

Cuadro de Anélisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V.

Modelo.

Columnal

Error

Total

Test:Tukey Alfa=0,05

DMS=89969,34622

sC
4,1504E+1
0
4,1504E+1
0
3,2171E+1
0
7,3675E+1
0

Error: 1531944761,9048 gl: 21

Columnail
E4

El

E2

E3

E6

E5
Control

Medias
114400
136500
139100
144300
145600
188500
237900

gl
6
6
21

27

A DD DM DMDMD

4

R2 Aj cv

0,44 24,77

CM F
691741142
9 4,52
691741142
9 4,52
153194476
2

E.E.
19570,03
19570,03
19570,03
19570,03
19570,03
19570,03
19570,03

> x> > r >

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p >

0,05)

p-valor
0,0043

0,0043
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Bioensayos con agua del estuario proveniente del muestreo (3°M-dic’15)

Tetraselmis suecica. Analisis de la varianza. Concentracion Clorofila “a”

Variable
Agua Tetraselmis

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V.
Modelo.
Columnal
Error
Total

Test:Tukey Alfa=0,05
DMS=106,52031

Error: 2029,8073 gl: 20
Columnal

E6

E2

E4

E3

El

Control

E5

Medias con una letra comudn no son significativamente diferentes (p >

0,05)

N
27

SC
40500,72
40500,72
40596,15
81096,87

Medias
198,41
214,53
222,32
237,39
238,85
269,67
324,69

R2

0,5

gl

6

6

20

26

A DD DM DMWDS

4

R2 Aj cV
0,35 18,36
CM F

6750,12 3,33
6750,12 3,33
2029,81

E.E.
26,01
22,53
22,53
22,53
22,53
22,53
22,53

> > > > > >

p-valor

W W W ®

0,0195
0,0195
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Bioensayos con elutriado del sedimento del estuario proveniente del
muestreo (3°M-dic” 15)

Tetraselmis suecica. Analisis de la varianza. Densidad Celular

Variable N R2 R2 Aj CVv
Elutriado Tetraselmis 28 0,78 0,71 30,03

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
2,0334E+1 <0,000

Modelo. 1,22E+11 6 0 12,1 1
2,0334E+1 <0,000

Columnal 1,22E+11 6 0 12,1 1

3,5294E+1 168066476
Error 0 21 2
Total 1,573E+11 27

Test:Tukey Alfa=0,05
DMS=94235,28727

Error: 1680664761,9048 gl: 21

Columnail Medias n E.E.

El 6500 4 20497,96 A

E4 106600 4 20497,96 B

E6 117000 4 20497,96 B

E3 130000 4 20497,96 B C
E2 178100 4 20497,96 B C
Control 200200 4 20497,96 B C
E5 217100 4 20497,96 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p >
0,05)
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Bioensayos con elutriado del
muestreo (3°M-dic” 15)

sedimento del estuario proveniente del

Tetraselmis suecica. Analisis de la varianza. Concentracion Clorofila “a”

Variable

Elutriado Tetraselmis

N
28

R2 R2 Aj

0,93 0,92

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V.
Modelo.
Columna3
Error
Total

Test:Tukey Alfa=0,05

DMS=82,93465

Error: 1301,7454 gl: 21

Columna3
El

E3

E4

E5

E6
Control

E2

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p >

0,05)

SC

386824,75
386824,75
27336,65
414161,4

Medias
23,7
177,79
248,25
266,96
339,81
365,75
387,99

gl CM

6 64470,79
6 64470,79
21 1301,75
27

n E.E.

4 18,04
4 18,04
4 18,04
4 18,04
4 18,04
4 18,04
4 18,04

p-valor
<0,0001
<0,0001

@

O O
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Bioensayos con agua del estuario proveniente del muestreo (3°M-dic”15)

Nitzschia aff. kuetzingioides. Analisis de la varianza. Densidad Celular

Variable
Agua Nitzschia

N
28

R2

0,63

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V.
Modelo.
Columnal
Error
Total

SC
1,0987E+13
1,0987E+13
6,5812E+12
1,7568E+13

gl

6

6

21

27

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1286818,15960
Error: 313392312380,9526 gl: 21

Columnal
E2

El

E3

E6

E4

E5
Control

Medias

40300
152100
421200
1173900
1407900
1541800
1588600

L L s =)

4

R2 Aj
0,52

CM
1,8311E+12
1,8311E+12
3,1339E+11

E.E.
279907,27
279907,27
279907,27
279907,27
279907,27
279907,27
279907,27

> > > >

Cv

61,95

5,84
5,84

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p >

0,05)

p_
valor
0,001

0,001

S~y ve R ov)

O0O0O00
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Bioensayos con agua del estuario proveniente del muestreo (3°M-dic”15)

Nitzschia aff. kuetzingioides. Analisis de la varianza. Concentracion Clorofila

”

w
a

Variable
Agua Nitzschia

Cuadro de Anélisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V.
Modelo.

Columnal
Error
Total

Test:Tukey Alfa=0,05
DMS=46,47284

Error: 386,3566 gl: 20
Columnal

E2

El

E6

E4

E3

Control

ES

N
27

sC
75818,24

75818,24
7727,13
83545,37

Medias
24,01
74,41
97,88

117,23

126,27

131,31

207,12

R2

0,91

gl
6

6
20
26

N N N O R N N,

4

R2 Aj
0,88

CM
12636,37

12636,37
386,36

E.E.
9,83
9,83
11,35
9,83
9,83
9,83
9,83

cv
17,6

F
32,71

32,71

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p

> 0,05)

p-valor
<0,000
1
<0,000
1

(o8]

O0O0O0
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Bioensayos con elutriado del estuario proveniente del muestreo (3°M-dic”15)

Nitzschia aff. kuetzingioides. Analisis de la varianza. Densidad Celular

Variable
Elutriado Nitzschia

N
28

R2

0,91

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V.
Modelo.
Columnal
Error
Total

Test:Tukey Alfa=0,05
DMS=634047,60355

sC
1,7148E+13
1,7148E+13
1,5978E+12
1,8746E+13

Error: 76084765714,2855 gl: 21

Columnal
El

E4

E6

E3

E2

E5
Control

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Medias
24700
1038700
1582100
1691300
2159300
2185300
2509000

gl

6

6

21

27

A b DD DM DSMDS

4

R2 Aj
0,89

CM
2,858E+12
2,858E+12

7,6085E+10

E.E.
137917,34
137917,34
137917,34
137917,34
137917,34
137917,34
137917,34

Cv
17,25

37,56
37,56

p-valor
<0,0001
<0,0001

0O0O0O0
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Bioensayos con elutriado del estuario proveniente del muestreo (3°M-
dic”15)

Nitzschia aff. kuetzingioides. Analisis de la varianza. Concentracion
Clorofila “a”

Variable N R2 R2 Aj Ccv
Elutriado Nitzschia 27 0,92 0,9 14,59

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo
III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 71308,22 6 11884,7 40,47 <0,0001
Columna4 71308,22 6 11884,7 40,47 <0,0001
Error 5872,65 20 293,63

Total 77180,87 26

Test:Tukey Alfa=0,05
DMS=40,51419

Error: 293,6326 gl: 20

Columna4 Medias n E.E.

El 4,59 4 8,57 A

E4 113,85 3 9,89 B

E3 115,14 4 8,57 B

E2 127,86 4 8,57 B

ES 133,07 4 8,57 B

E6 147 4 8,57 B C
Control 179,49 4 8,57 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes
(p > 0,05)
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12.4. Bioensayos en agua y elutriado del sedimento del estuario

Cuarto muestreo (4°M-mar " 16)
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Bioensayos con agua del estuario proveniente del muestreo (4°M-mar’16)

Tetraselmis suecica. Analisis de la varianza. Densidad Celular

Variable
Agua Tetraselmis

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V.
Modelo.
Columnal
Error
Total

Test:Tukey Alfa=0,05
DMS=195383,03084

N
28

sC
8,1329E+10
8,1329E+10
1,5172E+11
2,3305E+11

Error: 7224830476,1905 gl: 21

Columnal
E3
Control
E2

El

E6

E4

E5

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes

0,05)

Medias
198900
237900
237900
253500
280800
319800
371800

R2

0,35

gl

6

6

21

27

A DM D DMDMSMD

4

R2 Aj
0,16

CM
1,3555E+10
1,3555E+10
7224830476

E.E.
42499,5
42499,5
42499,5
42499,5
42499,5
42499,5
42499,5

Cv
31,31

1,88
1,88

A
A
A
A
A
A
A
(p >

p_
valor
0,1326

0,1326

163



Bioensayos con agua del estuario proveniente del muestreo (4°M-mar’16)

Tetraselmis suecica. Analisis de la varianza. Concentracion Clorofila “a”

Variable
Agua Tetraselmis

N
28

R2

0,82

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V.
Modelo.

Columnal
Error

Total

Test:Tukey Alfa=0,05
DMS=97,57139

Error: 1801,7683 gl: 21
Columnal

Control

E3

E2

El

E4

E6

ES

SC
171438,9
2
171438,9
2

37837,13
209276,0
5

Medias n
269,67
292,36
304,12
348,57
353,03
390,56
521,62

gl
6

6
21

27

R I

4

R2 Aj
0,77

CM
28573,15

28573,15
1801,77

E.E.

21,22
21,22
21,22
21,22
21,22
21,22
21,22

> > > > >

Ccv
11,98

15,86

15,86

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p >

0,05)

p-valor
<0,000

<0,000

[oxAve v By
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Bioensayos con elutriado del sedimento del estuario proveniente del
muestreo (4°M-mar”16)

Tetraselmis suecica. Analisis de la varianza. Densidad Celular

Variable N R2 R2 Aj CVv
Elutriado Tetraselmis 27 0,95 0,94 11,4

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
805267,2 134211,2 <0,000
Modelo. 5 6 1 66,91 1
805267,2 134211,2 <0,000
Columna3 5 6 1 66,91 1
Error 40119,62 20 2005,98
845386,8
Total 7 26

Test:Tukey Alfa=0,05
DMS=105,89328

Error: 2005,9808 gl: 20

Columna3 Medias n E.E.

E6 233,41 4 22,39 A

E3 243,06 4 22,39 A

E5 329,01 4 22,39 A B

Control 365,75 4 22,39 B C

E2 374,72 4 22,39 B C

E4 441,7 3 25,86 C

El 775,64 4 22,39 D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p
> 0,05)
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Bioensayos con elutriado del sedimento del estuario proveniente del
muestreo (4°M-mar”16)

Tetraselmis suecica. Analisis de la varianza. Concentracion Clorofila “a”

Variable N R2 R2 Aj Ccv
Elutriado Tetraselmis 27 0,95 0,94 11,4

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
805267,2 134211,2 <0,000
Modelo. 5 6 1 66,91 1
805267,2 134211,2 <0,000
Columna3 5 6 1 66,91 1
Error 40119,62 20 2005,98
845386,8
Total 7 26

Test:Tukey Alfa=0,05
DMS=105,89328

Error: 2005,9808 gl: 20

Columna3 Medias n E.E.

E6 233,41 4 22,39 A

E3 243,06 4 22,39 A

E5 329,01 4 22,39 A B

Control 365,75 4 22,39 B C

E2 374,72 4 22,39 B C

E4 441,7 3 25,86 C

El 775,64 4 22,39 D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p
> 0,05)
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Bioensayos con agua del estuario proveniente del muestreo (4°M-mar’16)

Nitzschia aff. kuetzingioides. Analisis de la varianza. Densidad Celular

Variable
Agua Nitzschia

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V.
Modelo.
Columnal
Error
Total

N
28

SC
3,6507E+13
3,6507E+13
9,4691E+12
4,5976E+13

R2

0,79

gl

6

6

21

27

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1543537,49197
Error: 450908417142,8557 gl: 21

Columnal
Control

E3

E4

E6

E2

El

E5

Medias
1588600
2039700
2232100
2499900
2616900
2821000
5380700

A DD DM DMDMD

4

R2 Aj
0,74

CM
6,0845E+12
6,0845E+12
4,5091E+11

E.E.
335748,57
335748,57
335748,57
335748,57
335748,57
335748,57
335748,57

> x> > > r >

Ccv
24,51

13,49
13,49

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p >

0,05)

p-valor
<0,0001
<0,0001
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Bioensayos con agua del estuario proveniente del muestreo (4°M-mar’16)

Nitzschia aff. kuetzingioides. Analisis de la varianza. Concentraciéon Clorofila
\\all

Variable N R2 R2 Aj Ccv
Agua Nitzschia 28 0,72 0,64 25,5

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F \Balor
Modelo. 165575,28 6 27595,88 8,89 0,0001
Columnal 165575,28 6 27595,88 8,89 0,0001
Error 65199,85 21 3104,75

Total 230775,14 27

Test:Tukey Alfa=0,05

DMS=128,08158

Error: 3104,7549 gl: 21

Columnal Medias n E.E.

E2 117,78 4 27,86 A

Control 131,31 4 27,86 A

El 190,13 4 27,86 A B

E6 192,6 4 27,86 A B

E4 271,97 4 27,86 B C
E3 284,94 4 27,86 B C
ES 340,56 4 27,86 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p
> 0,05)
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Bioensayos con elutriado del estuario proveniente del

mar’ 16)

muestreo (4°M-

Nitzschia aff. kuetzingioides. Analisis de la varianza. Densidad Celular

Variable N R2
Elutriado Nitzschia 28 0,59

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl

Modelo. 2,0391E+13 6
Columnal 2,0391E+13 6
Error 1,4234E+13 21
Total 3,4625E+13 27
Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1892439,33670
Error: 677794297142,8574 gl: 21

Columnal Medias n

E6 1704300 4
E3 1852500 4
Control 2509000 4
ES 2555800 4
E2 2665000 4
E4 3146000 4
El 4469400 4

R2 Aj
0,47

CM
3,3986E+12
3,3986E+12
6,7779E+11

E.E.
411641,32
411641,32
411641,32
411641,32
411641,32
411641,32
411641,32

Ccv

> > >r > > P>

30,49

p_
valor
5,01 0,0025

5,01 0,0025

(o9)

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p >

0,05)
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Bioensayos con elutriado del estuario proveniente del muestreo (4°M-

mar’ 16)

Nitzschia aff. kuetzingioides. Analisis de la varianza. Concentraciéon

Clorofila “"a”

Variable N
Elutriado Nitzschia 28

R2
0,95

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC
744735,0
Modelo. 7
744735,0
Columna4 7
Error 42533,24
787268,3
Total 1

Test:Tukey Alfa=0,05
DMS=103,44930
Error: 2025,3922 gl:

21

Columna4 Medias

E6 146,06
E2 170,43
Control 179,49
E5 191,02
E3 199,66
E4 253,04
El 647,82

gl

21

27

A D DDA DMD

4

R2 Aj
0,93

CM
124122,5
1
124122,5
1

2025,39

E.E.
22,5
22,5
22,5
22,5
22,5
22,5
22,5

Ccv

> > > > >

17,62

61,28

61,28

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes

(p > 0,05)

p-valor
<0,000

<0,000

T W ®E
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