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RESUMEN

La contaminacion de los ecosistemas acuaticos puede provocar la pérdida de biodiversidad y
abundancia de las especies. La necesidad de evaluar y detectar el impacto de las actividades
antrdpicas sobre los organismos y su ecosistema, induce a considerar el uso de bioindicadores.
En estos organismos centinela se pueden analizar las variaciones inducidas por los contaminantes
de origen urbano, agricola o industrial. En este contexto el objetivo del estudio es evaluar el nivel
de dafio genético de cuatro especies de peces (Micropogonias furnieri, Paralichthys
orbignyanus, Mugil Platanus y Odontesthes argentinensis), en tres estuarios (Pando, Solis Chico
y Solis Grande) del Departamento de Canelones, Uruguay a través del uso del ensayo de
Micronucleos (MN) en eritrocitos periféricos, durante el periodo de un afio. Dicho ensayo
consiste en la determinacion de alteraciones genéticas, debidas a la presencia de contaminantes,
los cuales generan errores en la segregacion de los cromosomas o de la ruptura de ellos durante
la division celular, dando lugar a la formacion de MN. El conocimiento de la calidad ambiental
de estos tres estuarios, es de gran importancia, debido a que un gran nimero de especies de
peces, utilizan dichos estuarios como area de cria. Los resultados de este estudio mostraron
diferencias en los niveles de dafio genético entre los tres estuarios. El estuario Pando presentd los
mayores niveles de dafio genético en todas las especies. Estos altos niveles de dafio genético
podria deberse al mayor impacto antropogénico que presenta dicho estuario, destacandose el
vertido de efluentes industriales y cloacales. Los estuarios Solis Chico y Solis Grande
presentaron menores niveles de dafio genético, indicando una mejor calidad ambiental. Dentro
del estuario Pando, el dafio genético no se correlacion6 con ninguna variable ambiental analizada
a lo largo del afio, lo cual sugiere que dichos niveles estarian relacionados con otros factores
(antropogénicos, por ejemplo). Las especies analizadas en este estuario, no presentaron
diferencias  significativas en sus niveles de dafio genético, mostrando similitudes en su
vulnerabilidad. Los resultados obtenidos en esta investigacion representan el primer estudio de
calidad ambiental, a través de bioindicadores genéticos en peces para estos tres estuarios,

generado una linea de base para futuras investigaciones.

Palabras clave: micronucleos, dafio genético, bioindicadores, contaminacidn acuatica, estuarios.



INTRODUCCION

Toxicologia acuatica

Una gran cantidad de compuestos toxicos, de origen natural y antrdpico, llegan a los ecosistemas
acuaticos, donde son absorbidos, acumulados, biotransformados por procesos bioldgicos y/o
quimicos. Estos compuestos disueltos o dispersos en el agua, ingresan a los organismos acuaticos
a través de las branquias, la piel y/o el tracto digestivo. Una vez dentro del organismo, estas
sustancias tdxicas interactian en diversos procesos fisioldgicos y rutas metabolicas (Vanzella et
al., 2007).

Se pueden definir dos tipos de contaminacion: i. Contaminacion puntual o localizada, donde los
contaminantes ingresan de forma directa a los cursos acuaticos (tipica de efluentes urbanos e
industriales) y ii. Contaminacion difusa o no localizada, donde no existe un punto claro de
ingreso al curso de agua (tipicamente la producida por actividades agricolas). En el primer caso,
las fuentes son faciles de identificar, monitorear y regular, pero producen un alto impacto sobre
el sitio inmediato que recibe la descarga. En el segundo caso, los contaminantes (pesticidas,
fertilizantes y otros quimicos asociados) generalmente son arrastrados por lixiviado y
escorrentia, del medio terrestre al medio acuético. Los impactos producidos por estos dos tipos
de fuentes, van a depender de las caracteristicas propias de los contaminantes, su periodicidad de
descarga y el tipo de ambiente donde son vertidos (FAO, 1997). EI ambiente puede ejercer
funciones de filtracién, descomposicion, neutralizacion o almacenamiento de ciertos
contaminantes. De esta manera puede reducir en determinado grado, la disponibilidad del
contaminante en el medio, disminuyendo asi su efecto nocivo en los organismos. Pero también
puede provocar acumulacion de contaminantes como metales pesados unidos a particulas del
sedimento que quedan biodisponibles por cambios en parametros fisico-quimicos. (Newman &
Clements, 2008).

Los bioindicadores u organismos centinela, permiten estudiar los efectos de los contaminantes en
el ecosistema, a través de una serie de respuestas moduladas e integrables, las cuales posibilitan

evaluar el bienestar del individuo, de la poblacion y de la comunidad. Por bioindicadores se
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entienden todos aquellos organismos que proporcionan informacion sobre la calidad del
medioambiente 0 de una parte del mismo, a partir del uso de marcadores especificos (de dafio
genético, celular, inmunoldgicos, neurotransmisores, etc.) (Leonzio, 2002; Monserrat et al.,
2007). La informacion que proporcionan los organismos centinela, es el resultado de la
exposicion aguda o acumulativa de los diversos contaminantes en el ambiente. Se puede evaluar
el impacto sobre los organismos a lo largo de un periodo de tiempo. A diferencia de los estudios
fisico-quimicos tradicionales, los cuales brindan una informacién puntual en el tiempo, que
identifica los contaminantes presentes en el ambiente. Ambos estudios pueden ser

complementarios (Butterworth, 1995; Da Silva et al., 2003).

Los peces son considerados buenos bioindicadores de la calidad del ecosistema acuético ya que
ocupan diferentes niveles de la cadena trofica, bioacumulan sustancias tdxicas y reaccionan
facilmente a bajas concentraciones de agentes contaminantes (Minissi et al., 1996; Gustavino et
al., 2001). La eleccion de las especies como bioindicadoras dependerd del conocimiento del
contaminante del medio acuético (si se deposita en el sedimento o si se mantiene en la columna
de agua), como también de la biologia del comportamiento del animal (tipo de alimentacion,

posicién en la columna de agua, movilidad, entre otros) (Torres-Bugarin et al., 2007).

Las propiedades quimicas de los xenobidticos, asi como la capacidad de los peces para
absorberlos, ingerirlos y metabolizarlos determinaran la importancia de las alteraciones o el
grado de dafio causado (Buchwalter et al., 2003; Zavala-Aguirre et al., 2010). Algunas especies
de peces que estan en niveles tréficos superiores (por ej. carnivoros) presentan mayores
concentraciones de ciertos contaminantes y estan potencialmente en mayor riesgo que otros de
niveles inferiores (proceso de biomagnificacion) (Porto et al., 2005; Lee & Steinert, 2003). En

general, la persistencia de un contaminante en el ambiente determina la peligrosidad del mismo.

Genotoxicidad

Dentro de los contaminantes que pueden ingresar a los ecosistemas acuaticos, se encuentran los

agentes genotodxicos. Dicho agentes actdan directa o indirectamente sobre el material genético

(ADN) y producen efectos detectables a concentraciones subletales (Koppe, 2002). Existen



diversos tipos y fuentes de contaminacion que contienen agentes genotdxicos, varios de ellos
relacionados con las actividades productivas del hombre (efluentes industriales, cloacales,

actividades agricolas, entre otras).

La concentracion de estos agentes en el ambiente, su via de entrada al organismo, asi como la
susceptibilidad y la capacidad de reparacion del organismo, determinaran en ultima instancia, el
grado de dafio genético producido (Lee & Steinert, 2003). Dicho dafio puede iniciar una cascada
de consecuencias bioldgicas en células especificas, en tejidos u 6rganos albo, en el organismo
completo (afectando su sobrevivencia o su capacidad reproductiva) y finalmente en la poblacion
0 en la comunidad, dependiendo de si el dafio ocurre en células sométicas o germinales (Zhu et
al., 2005). En una variedad de animales acuéticos, las alteraciones genéticas, estan asociadas a la
reduccion del crecimiento corporal, desarrollo anormal del mismo, disminucion de la

sobrevivencia en embriones, larvas y adultos (Lee & Steinert, 2003).

Ensayo de micronucleos

Los micronucleos (MN) son indicadores de dafio cromosémico que se originan durante la
division celular, tanto por fragmentos acéntricos 0 cromosomas que no se incorporan en los
nucleos hijos (ANEXO 1). Esto se debe a la ocurrencia de eventos clastogénicos (pérdida de un
fragmento cromosomico acéntrico) o aneugénicos (pérdida de cromosomas completos) ocurridos
en algun momento del ciclo celular, provocados por la accion de agentes genotdxicos (Mudry &
Abrevaya, 2006; Ghisi et al., 2011; Obiakor et al., 2012). También pueden surgir debido a la
interaccion de agentes quimicos, fisicos o bioldgicos con estructuras genémicas, que promueven
disturbios en la maquinaria mitética y falla en la segregacién cromosdmica, originandose asi,
uno o varios MN por célula (Schimid, 1975; Rabello-Gay, 1991; Al-Sabti, 1995; Fenech, 2000;
Souza & Fontanelli, 2006).

El ensayo de MN fue desarrollado por Schmid (1975), el cual permite analizar la frecuencia de
MN en sangre periférica de roedores, luego Hooftman & Raat (1982) adaptaron esta técnica para
trabajar con peces en laboratorio. Son muchos los estudios posteriores que se han hecho

utilizando el ensayo de MN para detectar los efectos de la exposicion cronica a sustancias



quimicas mutagénicas y cancerigenas en peces (Manna & Sadhukhan, 1986; Majone et al., 1988;
Missini & Lombi, 1997; Campana et al., 1999; Gustavino et al., 2001; Grisolia & Starling, 2001,
Flores-Kehn et al., 2008). Esta técnica también puede ser utilizada directamente en un
ecosistema, como indicador biol6gico de contaminacion en peces (Missini et al., 1996; Ateeq et
al., 2002), donde se pueden analizar los efectos mutagénicos de sustancias como mercurio,
nitrito, arsénico y otros agentes clastogénicos (Matsumoto & Colus, 2000; Grisolia & Cordeiro,
2000; Lemos et al., 2001; Prieto Garcia et al., 2008; Reis-Henriques et al., 2009).

El aumento en los vertidos de efluentes industriales y domésticos, en ambientes acuaticos
(producto del aumento poblacional) provoca la exposicion de los organismos acuaticos a una alta
concentracion de compuestos genotdxicos. Una amplia variedad de compuestos sintéticos se han
incrementado y dispersado en todos los habitats. Entre ellos, los metales pesados y los poluentes
organicos persistentes (COPs) tales como hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPAS) tienen
severos efectos ambientales, dada su gran movilidad ambiental. Varios autores, han reportado el
potencial genotoxico de estas sustancias quimicas, como es el caso del cobre que induce estrés
oxidativo, provocando la formacion de MN (Guecheva et al., 2001; Arkhipchuk & Garanko,
2005).

La evaluacion genotdxica de ambientes acuaticos es un mecanismo clave para transformar el
principio de desarrollo sostenible en medidas concretas. Los agentes genotoxicos se asocian a la
ocurrencia de mutaciones génicas o cromosémicas, proliferacion de células cuyos mecanismos
de control se encuentran dafiados (carcinogénesis), desarrollo de malformaciones (teratogénesis)

y alteraciones en los mecanismos de reparacion del material genético (Obiakor et al., 2012).

El ensayo de MN representa una aproximacion apropiada y suficiente ya que permite colectar
varias muestras de diferentes especies y sitios, sin necesidad de sacrificar a los organismos
(Monserrat et al., 2007; Bolognesi & Hayashi, 2011). El ensayo es una técnica validada por la
Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA o USEPA por sus siglas en inglés),
organismo de referencia para poluentes y agentes contaminantes ambientales. Su importancia
fundamental radica en que es un marcador de efecto de los contaminantes y permite tomar

medidas tempranas de manejo, a niveles subletales de agentes toxicos (Obiakor et al., 2012).



Los MN pueden ser facilmente detectados en microscopio optico o de fluorescencia. Para ello, el
ADN es tefiido con sustancias que permiten diferenciar el material genético del resto de las
estructuras celulares (Ghisi et al., 2011; Obiakor et al., 2012). La ventaja de esta técnica es que
provee indices cuantificables de dafio genético, de manera rapida y relativamente sencilla.
Debido a que el conteo al microscopio de un alto numero de células como requiere el ensayo
(>1000) genera un enorme esfuerzo de observacion (Adams 2002) y precision, se han
desarrollado programas de analisis de imégenes, de conteo de MN vy se siguen los protocolos

estandarizados y validados a nivel internacional por organismos como la EPA.

El ensayo de MN aplicado al biomonitoreo de contaminantes resulta ser una herramienta de gran
practicidad en los estudios de mutagénesis ambiental (Koppe, 2002). Dado el alto costo de
muchos analisis fisico-quimicos, los cuales, muchas veces resultan insuficientes para explicar los
efectos macroscopicos individuales, o los cambios en las poblaciones y comunidades, los
marcadores moleculares de dafio resultan, en la actualidad, de gran relevancia. En innumerables
casos, los toxicos, no pueden ser detectados en las diferentes matrices (suelo, agua, sedimentos),
sin embargo, sus efectos pueden medirse en los organismos (Mudry & Carballo, 2006). Este test
es ampliamente usado en organismos acuaticos tales como moluscos bivalvos (Mytilus
galloprovincialis), (Crassostrea gigas y Chamelea galina), en anfibios (Rana perezi), peces
como la trucha arcoiris (Onchorhynchus mykiss), Salmoniformes (Umbra pigmea), carpa
(Carassius auratus gibelio) y tilapias (Oreochromis mossambica) (Hooftman & Raat, 1982; Hose
et al., 1987; Metcalfe, 1988; Brunetti, et al., 1988; Al-Sabti & Metcalfe, 1995; Vernier et al.,
1997; Koppe, 2002 ; Okonkwo et al., 2009).

Este ensayo se puede adaptar facilmente para hacer estudios in situ de calidad ambiental. Es
importante tener en cuenta que muchos factores bioldgicos pueden influenciar las respuestas
genotoxicas en peces. Estos factores pueden ser: especie, edad, sexo, estatus reproductivo, salud,
temperatura del agua, entre otros, ya que juegan un rol importante en la expresion de efectos
genotoxicos en peces (Al Sabti & Metcalfe, 1995; Hayashi et al. 1998; Arcand-Hoy & Metcalfe,

2000), por eso, se deben tener en cuenta a la hora de correlacionar los efectos cuantificados por



marcadores de dafio como los MN, con otras variables como pH, temperatura, oxigeno disuelto,

tallas, etc.

En resumen, la utilizacion del ensayo de MN aplicada en peces, ofrece varios tipos de

informacion Unica, no obtenible a través de otros métodos:

v" Deteccion precoz de peligro y o dafio ambiental.

v Deteccion del efecto integrado de una variedad de estresores ambientales sobre la salud
de un organismo, una poblacién, una comunidad o un ecosistema.

v Determinacion de las relaciones entre las respuestas individuales de los organismos
expuestos a la polucion y los efectos a nivel poblacional.

v Desarrollo de medidas tempranas de proteccién sanitaria y ambiental de la vida silvestre
y humana.

v Control de la efectividad de los esfuerzos de biorremediacion ambiental (Villela et al.,
2006).

Sistemas estuariales

Los ecosistemas estuariales son sistemas complejos, donde se puede observar una marcada
heterogeneidad ambiental debido a la interaccion de aguas continentales y marinas. Estos
ecosistemas generalmente presentan una alta productividad, un alto grado de estrés ambiental
(debido fundamentalmente al pronunciado gradiente de salinidad) y una baja diversidad, donde
la riqueza y la abundancia de especies pueden ser fuertemente influidas por la latitud, la
diversidad de habitats, el tamafio y la configuracion del estuario (Pease, 1999; Hillebrand, 2004;
Ley, 2005; Harrison & Whitfield, 2008; Nicolas et al., 2010).

Se han definido a los estuarios como importantes areas de cria para numerosas especies de peces,
principalmente de origen marino (Potter et al. 1990; McLusky & Elliott, 2004). Los beneficios
de los estuarios como areas de cria pueden ser atribuidos a la mayor temperatura de las aguas
adyacentes (crecimiento mas acelerado y menor susceptibilidad a la predacion) (Wasserman &
Strydom, 2011), la alta disponibilidad de nutrientes (Potter & Hyndes, 1999; Little, 2000) y
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refugio contra grandes predadores marinos que se encuentran en menor abundancia por ser areas
estresantes y donde la turbiedad no permite el encuentro entre predadores visuales y larvas (Lalli
& Parsons, 1997; Meager et al. 2005; Shoup & Wahl, 2009). Los ambientes estuariales
representan un recurso ecologico y econémico de gran importancia, ya que permiten el desarrollo

de varias especies de peces, muchas de ellas de interés pesquero (McLusky & Elliott, 2004).

El desarrollo de actividades productivas, como produccién agricola, descargas de efluentes
industriales y domésticos entre otras, aguas arriba de los estuarios, modifican las condiciones
fisicoquimicas y bioldgicas de estos sistemas acuaticos. Estas modificaciones alteran la calidad
del agua, disminuyendo los beneficios que los estuarios brindan a los peces (Nichols, et al.,
1986; Perissinotto et al., 2010; Ferreira et al., 2011).

Antecedentes del area de estudio

En la zona costera de Canelones, Uruguay, se encuentran tres estuarios, producto de la
desembocadura de tres arroyos: Pando, Solis Chico y Solis Grande. Dichos estuarios poseen
caracteristicas naturales similares, presentando similitudes en los habitats asociados y algunas
variaciones en sus caudales, formas y tamafios de sus cuencas (Centro Interdisciplinario para el
Manejo Costero Integrado del Cono Sur, 2011). La actividad antrépica asociada a las cuencas de
estos tres arroyos, se diferencia marcadamente, presentando diferentes niveles de urbanizacién y
de tamafio poblacional, asi como las actividades productivas asociadas a las mismas
(FREPLATA, 2004; INE, 2009).

El estuario del Solis Grande se encuentra en la zona estuarina externa (Defeo et al., 2009),
presenta el caudal méas importante de la ecoregién (Gomez-Erache et al., 2000) y puede
considerarse como moderadamente impactada (Geo Canelones, 2009). Los estuarios del Pando y
Solis Chico se encuentran la zona estuarina interna (Defeo et al., 2009). La cuenca del arroyo
Pando registra un aumento en la poblacion humana en los dltimos afios (INE, 2011),
acompafiado de un desarrollo urbano, lo cual podria generar una disminucion de la calidad de las

aguas estos estuarios.
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Las actividades productivas asociadas a las cuencas de los arroyos Solis Chico y Solis Grande
son fundamentalmente agricolas, ganaderas y forestales (Geo Canelones, 2009; Centro
Interdisciplinario para el Manejo Costero Integrado del Cono Sur, 2011). No se registran
actividad industrial en la cuenca de estos dos arroyos, como tampoco centros urbanos de gran

nivel demografico (Goyenola et al., 2011).

La cuenca del Arroyo Pando es la que presenta los valores demogréaficos més altos de las tres
(INE, 2011), con la ubicacion de la ciudad de Pando a orillas del mismo arroyo, a unos 10 Km de
la desembocadura. Dicha ciudad presenta un elevado grado de urbanizacion y una actividad
industrial importante, presentando varias fabricas que vierten sus efluentes al arroyo. Los
emprendimientos corresponden a diferentes ramas: carnica, papel, bitumen, curtiembres,
quimica, tratamientos cloacales, entre otras (ANEXO I1) (SADI, 2013).

Mas proximo a la desembocadura del Arroyo Pando, en la localidad de Pinar Norte, se
encuentran las piletas de aguas residuales domésticas, donde se vierten a través del sistema de
barométricas, los desechos domésticos de la mayor parte de los hogares del Departamento de

Canelones (Geo Canelones, 2009; Goyenola et al., 2011).

En la cuenca del arroyo Pando se registra una alta actividad agropecuaria, con una elevada
concentracion de animales, los cuales generan una importante cantidad de residuos con gran
carga organica. Algunos establecimientos cuentan con sistemas de tratamiento pero en general
estdn mal mantenidos y no funcionan correctamente (ECOPLATA, 2003; Geo Canelones, 2009;

Goyenola et al., 2011).

Especies objeto de estudio

La eleccion de las especies a estudiar fue determinada por varios factores. Uno de ellos es la
abundancia de organismos en las diferentes especies en cada arroyo. Al hacer un analisis
comparativo a lo largo de un afio, es necesario colectar un niamero minimo de individuos por
especie, por estacion y por arroyo. Por esta razon se trabajo con las especies mas abundantes y

representativas de estos estuarios. Al mismo tiempo las especies a analizar, deben ser residentes
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del estuario (en al menos una etapa de su vida), para impedir que los individuos se alejen del area
de estudio y eviten asi otras potenciales fuentes de contaminacion. Por este motivo se trabajo con
juveniles de las especies mas abundantes para asegurar su residencia en los estuarios (Canavese,
2007; Acuiia et al., 2010). Por otro lado, es importante que las especies se diferencien en su nivel

trofico, para poder evaluar la relacion entre el habito tréfico y el grado de dafio genético.

De acuerdo a todo lo mencionado las especies seleccionadas fueron: corvina, lenguado, lisa y
pejerrey. Estas cuatro especies también son recursos pesqueros de interés comercial (Fischer et
al., 2004; Norbis & Verocai, 2005; Lopez Cazorla, 2005; Bemvenuti, 2006).

Micropogonias furnieri (corvina)

Es una especie eurihalina demersal costera, la cual tiene una amplia distribucién y es abundante
en el Rio de la Plata (Fischer et al., 2004; Norbis & Verocai, 2005; Gilberto et al., 2007). La
corvina utiliza los ambientes estuarinos como zonas de desarrollo, donde sus las larvas y
juveniles encuentran refugio y alimento, beneficiandose de la productividad del area (Fischer et
al., 2004; Acunia et al., 2010). Es una especie muy estudiada, utilizada en varios estudios como
bioindicadora (Amado et al., 2006; Monserrat et al., 2007; Kuniyoshi et al., 2010). Los juveniles
alcanzan tallas maximas de entre 19,8 cm y 32,2 cm (Vizziano et al., 2002; Militelli & Rodrigues
2011) y se alimentan principalmente de organismos con habitos bent6nicos como crustéceos,
moluscos y poliquetos (Fischer et al., 2004; Canavese, 2007; Gilberto et al., 2007).

Paralichthys orbignyanus (lenguado)

Es una especie costera, eurihalina, euriterma, con preferencia por ambientes de baja salinidad
(Sampaio & Bianchini, 2002; Lo6pez Cazorla, 2005). Los juveniles se alimenta principalmente
de larvas de poliguetos, de crustaceos y de moluscos (Lopez Cazorla & Forte, 2005) y alcanzan
tallas maximas de unos 32 cm (Vazzoler et al., 1996). Su habito bentonico y su estrecha
asociacion con el sustrato, hacen que el lenguado sea un excelente bioindicador, ya que en el
sustrato se depositan la mayor parte de las sustancias genotoxicas (Besten & Munawar, 2005;
Amado et al., 2006)
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Mugil platanus (lisa)

Es una especie pelégica costera, vive en aguas tropicales y subtropicales. Habita tanto en el agua
dulce como en ambientes estuarinos donde es encontrada en gran abundancia (Fischer et al.,
2004; Cousseau et al., 2005). Los juveniles se desarrollan en areas estuarinas, alcanzando tallas
de entre 28 cm y 41,2 y luego migran hacia el océano para desovar (Fischer et al., 2004; Esper et
al 2001). Esta especie es un buen bioindicador por su tipo de alimentacién, la cual es
principalmente de material de detritos y vegetal obtenidos de ambientes bentdnicos (Andrade et
al., 2004; Gonzalez Castro et al., 2009; Moreira, 2010).

Odontesthes argentinensis (pejerrey)

Es una especie que vive en la superficie de aguas costeras oceanicas y de estuarios, como
también en lagunas salobres y manglares (Bemvenuti, 2006). Es una especie estuarina residente,
desarrollando todo su ciclo dentro del estuario (Chao et al., 1985). Se ha utilizado a O.
argentinensis como especies bioindicadora (Carriquiriborde & Ronco, 2006; Gusmao, 2009;
Gusmdo et al., 2012). Los juveniles alcanzan tallas de unos 13,5 cm y muestran una preferencia
alimenticia sobre el zooplancton, mientras que los adultos prefieren presas bentonicas
(Bemvenuti, 1990, 2006; Canavese, 2007).
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Hipotesis de trabajo

Los estuarios Pando, Solis Chico y Solis Grande presentan diferentes niveles de impacto
ambiental: nivel de urbanizacion, asi como tipo y cantidad de deshechos que se vierten en los
arroyos. La amplitud de este impacto ambiental se reflejara en el grado de dafio genético en los
peces medido por el test de MN. Se espera encontrar mayor nivel de dafio genético en el estuario

Pando, en comparacion con los otros dos.

Objetivo general

Evaluar el dafio genético en las especies de corvina, lenguado, lisa y pejerrey que habitan los
estuarios de los arroyos Pando, Solis Chico y Solis Grande a través del ensayo de MN,
relacionando los resultados con los niveles de urbanizacién y las actividades productivas

asociadas a sus cuencas.

Objetivos especificos

-Determinar el porcentaje de eritrocitos micronucleados (EMN) y de MN totales en las especies

corvina, lenguado, lisa y pejerrey de los tres estuarios.

- Analizar el vinculo entre las variables ambientales y el nivel de dafio genético en las diferentes

especies.

-Evaluar la variacion del dafio genético en los peces a lo largo del tiempo.

-Analizar las diferencias en el dafio genético entre las especies, con el fin de evaluar la

vulnerabilidad de cada especie.

- Realizar una evaluacion de los resultados a los efectos de contribuir a valorizar en forma
primaria si existen diferencias en los niveles de calidad ambiental en los tres arroyos, en relacion

a las variables mencionadas.
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MATERIALESY METODOS

Area de estudio

La zona de estudio se ubica en la costa de Canelones, mas precisamente en la desembocadura de
los Arroyos: Pando (34°47' S, 55°51' O), Solis Chico (34°45' S, 55°41' O) y Solis Grande (34°22'
S, 55°33' O) (Figura 1). La cuenca y el caudal de los arroyos Pando y Solis Chico presentan
tamanos similares, abarcando una superficie de 831 km? y un caudal medio de 6,44 m3/s para el
Pando y 659 km? y 5,4 m3/s para el Solis Chico. Ambos presentan una longitud similar de unos
47 km. La cuenca del Solis Grande es la mayor de los tres, con una superficie de 1354 kmz2, un

caudal medio de 9,6 m?¥/s y un largo de 71 km (Lasta et al., 2005).

San José

_ . Maldonado

Figura 1: Ubicacion geografica de los estuarios Pando, Solis Chico y Solis Grande.

Se han registrado la presencia de 27 especies de peces dulceacuicolas, eurihalinas y marinas par
el estuario del Pando (Richly et al., 2003; Richly et al., 2005). Donde la especie mas abundante
fue M. furnieri seguida por M. platanus y P. orbignyanus. A través de estudios de histologia

gonadal y de composicion de tallas determinaron que el estuario del Pando constituye un area de
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cria, regulada principalmente por la salinidad (Richly et al., 2005; Acufia et al., 2010). En el
estuario Solis Grande habitan especies residentes, migratorias y visitantes marinos, donde la
salinidad es principal regulador temporal de las especies (Gurdek et al., 2011; Muifioz et al.,
2011). No se han publicado estudios sobre la ictiofauna del estuario Solis Chico.

Obtencion de las muestras

Se efectuaron cinco muestreos: Octubre de 2011 (Temporada 1), Mayo de 2012 (Temporada I1),
Setiembre de 2012 (Temporada I11), Noviembre de 2012 (Temporada V) y Febrero del 2013

(Temporada V), abarcando asi las cuatro estaciones del afio, en los tres estuarios.

Los peces fueron capturados mediante una maniobra de pesca, utilizando un bote a remo y una
red de arrastre camaronera de 12 metros de largo y 2 metros de ancho, con un copo de 6 metros

de largo y una apertura de malla de 12 milimetros.

Los individuos colectados se identificaran con claves especificas (Menni et al., 1984; Figueiredo
& Menezes, 2000).

En el campo se tomaron datos de temperatura, salinidad, conductividad, concentracion y
porcentaje de oxigeno disuelto, en superficie y fondo con un equipo multipardmetro Ysi Pro-

plus.

Anadlisis en el laboratorio

Una vez en el laboratorio, los individuos fueron pesados con una balanza electrénica y mediante
un ictiometro se registré el largo total. Inmediatamente después se extrajo una gota de sangre de
cada individuo para hacer un frotis por duplicado (delgada capa de sangre sobre un portaobjetos)
mediante el siguiente procedimiento: Se colocd una gota de sangre en una zona cercana a la

etiqueta del portaobjetos limpio y previamente rotulado (se codifico para no sesgar los
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resultados) y se extendid la misma con un cubreobjetos deslizando sobre la superficie en un
angulo de 30°C. Se dejo secar al aire durante 24 horas (dentro de cajas, fuera de polvo y lejos de
la luz), luego se fijé durante 10 minutos en metanol absoluto y se sec6 en oscuridad. Se tifié con
loduro de Propidio (0,001 mg/mL) para su posterior observacion.

El anélisis y conteo de MN se realizo en el Laboratorio de Microscopia Electrénica y EDS
(Facultad de Ciencias, UDELAR) mediante el software Image Pro Plus ™. Se utilizd un
microscopio de fluorescencia Olympus BX 41, filtro I.P., aumento 40 X con un acople de 0,63

X, longitud de onda de absorcién: 536 nm y de emision: 617 nm.

Se contaron 2.000 células por frotis, examinando dos por cada ejemplar y se contabiliz6: nimero
de eritrocitos con MN (EMN) vy la cantidad total de MN identificados en esas 2000 células. Se
calculd el porcentaje de EMN (eritrocitos micronucleados / eritrocitos totales x 100) y de MN

totales (microndcleos totales / eritrocitos totales x 100).

Se aplicaron Criterios de ldentificacion de MN segun Majone et al. (1987), Carrasco et al.
(1990), Fenech et al. (2000) y Koppe (2002), donde:

« El diametro del MN debe ser menos de una mitad del nucleo principal.

« Los MN se debe estar separado del ndcleo principal, debe haber una identificacion clara del
limite nuclear.

 Los MN no son mas refractivos y tienen un color e intensidad como la del nicleo principal.

*» Los MN son casi redondos.

» Los MN deben estar incluidos en el citoplasma celular.
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Tratamiento de datos

Estudio espacial: Pando, Solis Chico vy Solis Grande

Se realizé un estudio comparativo de los tres estuarios considerando por un lado: i. Analisis
comparativo global, todas las temporadas juntas, de las variables ambientales para los tres
estuarios, mediante un analisis de varianza (ANOVA) para los datos paramétricos y Kruskal-
Wallis para los datos no paramétricos (Zar, 2010). ii. Se compararon los niveles de dafio genético
entre los tres estuarios para las especies: O. argentinensis (Temporada | y Il, Test-T) y P.
orbignyanus (Temporada Il, Test de Kruskal-Wallis). Se decidié hacer este estudio con las
primeras dos temporadas, ya que fueron las Unicas temporadas que presentaron un ndmero

considerable de individuos de la misma especie para los tres estuarios.

Estudio temporal: Pando

Se pudo realizar un estudio a lo largo del tiempo en el estuario Pando, para O. argentinensis
(presente en las cinco temporadas). Se analizaron las relaciones entre las variables ambientales y
los niveles de dafio genético mediante correlaciones de Pearson y un andlisis de ordenacion de
las variables de acuerdo al analisis de componentes principales (ACC). El programa estadistico

utilizado fue Statistica 6.1.

Estudio inter-especifico

Se analizaron las diferencias inter-especificas en los niveles de dafio genético, para las especies:
M. furnieri, O. argentinensis y P. orbignyanus, en las Temporadas IV y V para el estuario del

Pando, a través de un analisis de varianza (ANOVA).
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RESULTADOS

Se analizaron un total de 223 individuos a lo largo de las cinco temporadas: 112 individuos
pertenecieron a la especie O. argentinensis, 39 a la especie P. orbignyanus, 50 a la especie M.

platanus y 22 a la especie M. furnieri (Tabla 1).

Tabla 1: Numero de individuos colectados de las cuatro especies en cada temporada.

O. argentinensis |P. orbignyanus | M. platanus M. furnieri
Temporada | (Octubre 2011) 46 0 0 0
Temporada Il (Mayo 2012) 24 15 7 0
Temporada I11 (Setiembre 2012) 14 15 15 0
Temporada IV (Noviembre 2012) 15 9 14 10
Temporada V (Febrero 2013) 13 0 14 12

Estudio espacial: Pando, Solis Chico y Solis Grande

Variables ambientales

La méaxima variabilidad de temperatura para las cinco temporadas de muestreo (ANEXO I11), fue
registrada para el estuario del Pando (Figura 2a). Mientras que el estuario del Solis Chico
presento la menor variabilidad de los tres. No existen diferencias significativas (Kruskal-Wallis,

p>0,05) para la temperatura (superficie y fondo) entre los tres estuarios.

Los maximos valores de salinidad fueron registrados en el estuario del Solis Grande (Figura 2b),
mientras que el estuario del Pando registro los minimos valores. La salinidad de fondo se

diferencio significativamente (Kruskal-Wallis, p<0,05) entre ambos estuarios.

Los tres estuarios presentaron diferencias significativas (ANOVA, p<0,005) en los valores de
oxigeno disuelto. El estuario del Solis Chico presento mayor variabilidad, registrando los
méaximos valores (superficie), asi como los minimos (fondo), en relacion a los otros dos estuarios
(Figura 3).
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Figura 2: a) Temperatura (superficial y fondo), b) Salinidad (superficie y fondo) del estuario del

Pando, Solis Chico y Solis Grande en las cinco temporadas.
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Figura 3: Concentraciones de oxigeno disuelto (superficie y fondo) del estuario del Pando, Solis
Chico y Solis Grande en las cinco temporadas.
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Test de Micronucleos

Se determind el porcentaje de EMN y de MN para todos los individuos colectados (Tabla 2), los

cuales corresponden a las cuatro especies mencionadas, en las 5 temporadas de muestreo.

Tabla 2: Numero de individuos capturados para cada especie, en cada temporada y en cada
estuario, con su correspondiente porcentaje de EMN y de MN totales.

Solis Chico Solis Grande

Temporada | n
(Octubre 2011) | EMN
MN

Temporada Il n
(Mayo 2012) EMN
MN

Temporada Il1 n
(Setiembre 2012) | EMN
MN

Temporada IV n
(Noviembre 2012) | EMN
MN

Temporada V n
(Febrero 2013) | EMN
MN

.O.argentinensis .M.platanus .P.orbignyanus .M.furnieri

La figura 4 presenta los porcentajes de EMN y los porcentajes de MN totales para O.

argentinensis en los tres estuarios, obtenidos en las temporadas | y Il. Los maximos valores para

estos porcentajes, en ambas temporadas, son registrados en el estuario del Pando (temporada I:
0,42% y 0,58 %; temporada I1: 0,35 % y 0,38%).
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Figura 4: Porcentaje de EMN y MN totales para O. argentinensis para el estuario Pando,
temporada | y II.

Los valores de EMN y MN totales presentaron diferencias significativas (t-test) entre el estuario

del Pando y los otros dos (p<0,05), para la temporada I y I1.

La figura 5 presenta los porcentajes de EMN y los porcentajes de MN totales para P.
orbignyanus, obtenidas en la temporada Il. No se encuentran diferencias significativas (Kruskal-
Wallis, p>0,05) en los porcentajes de EMN y MN totales entre los estuarios. Los mé&ximos
valores de dafio genético se observan en el estuario del Pando (0,24 %y 0,26 %).
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Figura 5: Porcentaje de EMN y MN totales para P. orbignyanus para el estuario Pando,
temporada Il.

Estudio temporal: Pando

Variables ambientales

La temperatura superficial y de fondo no mostraron grandes diferencias a lo largo de las cinco
temporadas en el estuario del Pando (Figura 6a), diferenciandose significativamente (Kruskal-
Wallis, p<0,05) las temporadas I, Il y Il con las IV y V.

La salinidad presento sus maximos valores en la temporada V y sus minimos en la temporada 1l
(Figura 6b). Existieron diferencias significativas (Kruskal-Wallis, p<0,05) en la salinidad
superficial entre las cinco temporadas. No se registraron diferencias significativas (Kruskal-

Wallis, p>0,05) en la salinidad de fondo para las cinco temporadas.
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Figura 6: a) Temperatura (superficial y fondo) y b) Salinidad (superficial y fondo) en el estuario

Pando en las cinco temporadas.

El oxigeno disuelto superficial presentd diferencias significativas (Kruskal-Wallis, p<0,05) entre
las temporadas I, 11 y 11l y las temporadas IV y V (Figura 7). Se registr6 una marcada diferencia
(ANOVA, p<0,05) entre superficie y fondo en la temporada Il. En la temporada V se registraron

los minimos valores de oxigeno disuelto, tanto a nivel de superficie como de fondo.
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Figura 7: Concentracion de oxigeno disuelto (superficie y fondo) en el estuario del Pando para
las cinco temporadas.
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Correlaciones entre variables ambientales y dafio genético

No se encontraron correlaciones significativas entre los porcentajes de EMN y MN totales (Tabla

3), con la variables ambientales, en fondo y superficie para el estuario del Pando a lo largo de las

cinco temporadas.

Tabla 3: Correlaciones de Pearson entre variables ambientales (temperatura, salinidad,
conductividad, oxigeno disuelto y porcentaje de saturacion de oxigeno, en superficie y fondo) y
porcentajes de EMN y MN totales en O. argentinensis del estuario Pando para las cinco

temporadas.
EMN MN Temp. Sup. Temp. Fon. Sal.Sup. Sal.Fond. Cond. Sup. Cond.Fon. OD Sup. OD Fon. % OD sup. % OD Fon.
EMN 1 0,9844 -0,1703 -0,1651 -0,1634 -0,1044 -0,1592 -0,1106 0,0498 -0,0782 -0,0786 -0,0886
p=-- p=000 p=578 p=,590 p=,594  p=734 p=,603 p=719  p=872 p=800 p=799 p=,771
MN ] 0,9844 1 -0,1948 -0,1915 -0,1778 -0,1252 -0,18 -0,1343 0,0109 -0,092 -0,1074 -0,1124
p=,000 p=---  p=524 p=,531 p=561  p=,684 p=,556 p=662  p=972 p=765 p=727 p=,706
1,0 coree e
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Figura 8: Ordenacion de las variables ambientales (temperatura, salinidad, conductividad,
oxigeno disuelto y porcentaje de saturacion de oxigeno, en superficie y fondo) y de dafio
genetico de acuerdo al analisis de componentes principales (ACC), para O. argentinensis en el
estuario Pando a lo largo de las cinco temporadas.
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El andlisis multivariado (componentes principales) generd dos componentes, de los cuales el
primero es el mas importante, ya que explica el 80,63 % de la variabilidad encontrada. Las
variables que mas aportan a este componente son las ambientales. El segundo componente solo
explica el 16,92 % de la variabilidad encontrada y a dicho componente aportan las variables de
dafio genético (Figura 8). Como se observa las variables ambientales analizadas no se relacionan

con el dafio genético. Lo que confirma lo hallado en el analisis de correlaciones.

La figura 9 presenta los porcentajes de EMN y de MN totales para la especie O. argentinensis en
el estuario del Pando, en las cinco temporadas de muestreo. La temporada | y 11 se diferenciaron
significativamente (ANOVA, p< 0,05) con las temporadas 11l y IV. La temporada | presento los
valores més altos (0,42% y 0,58 %), mientras que la temporada Il presentd los minimos valores.

1,0 q
[ EMN
B VN totales
0,8 4
0,6

Porcentajede EMN y MN (%)

Figura 9: Porcentaje de EMN y MN totales para O. argentinensis en el estuario Pando para las

cinco temporadas.
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Diferencias interespecificas

Los valores de EMN y MN totales fueron similares entre las especies M. furnieri, O.
argentinensis y M. platanus (Figura 10). No se registraron diferencias significativas entre las tres

especies (ANOVA, p>0,05) para el estuario del Pando en las temporadas IV y V.

0,6 ~
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Figura 10: Porcentaje de EMN y MN totales para M. furnieri, O. argentinensis y M. platanus, en
el estuario Pando para la temporada IV y V.

28



DISCUSION

Estudio espacial: Pando, Solis Chico y Solis Grande

Los estuarios Pando, Solis Chico y Solis Grande, presentan diferentes grados de urbanizacion,
densidad demografica e intensidad de actividades productivas (Geo Canelones, 2009; Goyenola
et al., 2011). El estuario del Pando presenta los mayores niveles de estos indicadores, con una
alta tasa demogréfica asociada al estuario, con la presencia de una ciudad con actividad
industrial, con actividades agricolas de alta produccion y la descarga de efluentes cloacales a la
cuenca de este estuario (Goyenola et al., 2011). Los altos niveles de estos indicadores podrian
relacionarse con los valores mas altos de dafio genético registrados en los tres estuarios. El
ensayo de MN aplicado en peces, evidencia diferencias en las concentraciones o el tipo de
compuestos genotdxicos presentes en los tres estuarios, reflejando en forma primaria la calidad

ambiental de dichos ambientes.

Existe una gran cantidad de investigaciones que relacionan los niveles de EMN en estuarios con
diferencias en sus niveles de contaminacion (Cavas & Ergene-Gozikara, 2005; Amado et al.,
2006; Abujamara et al., 2011) (Tabla 4). Algunos de estas investigaciones utilizan las especies

seleccionadas en este estudio, como especies bioindicadoras.

Amado et al. (2006) comparan los porcentajes de EMN (entre otros bioindicadores) para la
especie P. orbignyanus y M. furnieri en dos sitios diferentes del estuario Laguna de los Patos.
Un sitio es considerado no contaminado (sin descargas antropogénicas) y el otro sitio es
considerado contaminado (altamente industrializado y con descargas de efluentes domésticos).
Se encuentran diferencias significativas para ambas especies en los porcentajes de EMN, entre el

sitio no contaminado Yy el sitio contaminado (Tabla 4).
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Tabla 4: Porcentajes de EMN para las diferentes especies, los diferentes sitios de estudio.
Modificada de Ergene-Goziikara, 2005, Amado et al., 2006 y Abujamara et al., 2011.

Sitio de estudio

Especie de estudio

Porcentaje de EMN

Laguna de los Patos (sitio no contaminado)

P. orbignyanus

0,005 % - 0,06 %

M. furnieri 0,026 % - 0,032 %
Laguna de los Patos (sitio contaminado) P. orbignyanus 0,05% -0,12 %

M. furnieri 0,018 % - 0,087 %
Estuario Santos (San Pablo) M. furnieri 0,11 %
Estuario Itanhaém (San Pablo) M. furnieri 0,07 %

Bahia de Mersin (zona control)

Mugil cephalus

0,082 % - 0,207 %

Bahia de Mersin (puerto)

Mugil cephalus

0,656 % - 0,352 %

Bahia de Mersin (refineria)

Mugil cephalus

0,705 % -0,317 %

Estuario Pando

M. furnieri 0,18 % - 0,23 %
P. orbignyanus 0,05 % - 0,24 %
M. platanus 0,08 % -0,12 %

0. argeninensis

0,12%-0,42%

Estuario Solis Chico

P. orbignyanus

0,10%-0,17%

M. platanus

0,08 %

O. argeninensis

0,08% -0,16 %

Estuario Solis Grande

P. orbignyanus

0,08% -0,15%

0. argeninensis

0,10% -0,18 %

Abujamara et al. (2011), aplica el ensayo de MN a M. furnieri para comparar la calidad
ambiental de dos estuarios en San Pablo. Un estuario es turistico, sin la presencia de actividad
industrial, ni efluentes domésticos y el otro estuario es considerado contaminado, con alta
actividad industrial, registrandose descarga de efluentes industriales asi como efluentes
domesticos. Los valores de EMN de estos dos estuarios se diferencian significativamente (Tabla
4).

Cavas & Ergene-Gozukara (2005) realizan un monitoreo de contaminacion genotoxica en la
Bahia de Mersin (Mar Mediterraneo, Turquia). Se muestrean 3 sitios: Un sitio relativamente libre
de contaminantes (sin descargas industriales) el cual se lo considera como zona control. El

segundo sitio es un puerto, el cual presenta altos niveles de hidrocarburos aromaticos polciclicos

30



(PAHS) vy el tercer punto es un estuario, la cual recibe efluentes industriales de una refineria de
petréleo (Tabla 4). La especie bioindicadora fue Mugil cephalus. Si bien esta especie es diferente
a M. platanus, pertenece al mismo género y puede considerarse a la hora de comparar sus

porcentajes.

El enfoque con el cual se realizaron estos tres estudios, es similar al presente estudio. Se
selecciona un sitio de estudio aparentemente libre de contaminacion (sin descarga de efluentes
industriales, ni cloacales), el cual es considerado sitio control. Este sitio es el que permite
establecer una linea de base, donde se registran los porcentajes de EMN libre de contaminacion,

para luego compararlos con los porcentajes registrados en un sitio de estudio determinado.

El estuario del Pando podria considerarse como el sitio impactado, el cual presenta una alta
densidad demogréafica, con emprendimientos agropecuarios, recibiendo efluentes industriales y
cloacales en una region cercana al estuario. A su vez, los estuarios Solis Chico y Solis Grande
podrian considerarse como areas control, ya que no presentan actividades industriales y la
poblacion asociada a sus cuencas es relativamente baja (fundamentalmente la del arroyo Solis
Grande) (Geo Canelones, 2009; Goyenola et al., 2011; INE, 2011).

Los resultados revelan altos valores de EMN y MN totales para O. argentinensis en el Pando en
las primeras dos temporadas. Estos valores se diferencian significativamente y en promedio

triplican los valores obtenidos en los estuarios Solis Chico y Solis Grande.

Para el resto de las especies, los mayores porcentajes de EMN y MN también se registran en el
estuario del Pando. Estos altos porcentajes de EMN y MN en las especies, podrian relacionarse
con las descargas de efluentes industriales en la cuenca del arroyo Pando. Dentro de las
diferentes ramas de industrias que se encuentran en esta cuenca (ANEXO 11), se destacan la rama
carnica (mataderos de ganado, cortes de carne, chacineria y curtiembres), la rama de papel y
celulosa, rama quimica (fabricacion de productos farmacéuticos, pesticidas, agroquimicos y
veterinarios, pinturas y plastificantes) y la rama de caucho y plastico (SADI, 2013). Varias
investigaciones demuestran el efecto nocivo de los efluentes industriales sobre los organismos,

fundamentalmente los de la rama quimica, induciendo la formacion de MN y deformaciones
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nucleares en peces (Grisolia & Cordeiro, 2000; Grisolia, 2002; Kénen & Cavas, 2008; Da Rocha
et al., 2009; Bolognesi & Hayashi, 2011).

La descarga de efluentes cloacales es otro factor distintivo, que diferencia la calidad ambiental
del estuario Pando en comparacion con los otros dos estuarios. Las piletas de aguas residuales
domesticas ubicadas en la localidad de Pinar Norte, a pocos kilémetros del estuario, representan
un factor importante de contaminacion. Para el afio 2009 las piletas de Pinar Norte recibian un
volumen de efluentes de 1000 metros cubicos por dia. Este volumen supera en gran medida, al
volumen para el que fueron disefiadas, lo cual genera problemas para su correcto funcionamiento
(Geo Canelones, 2009, Goyenola et al., 2011).

Los efluentes cloacales son ricos en compuestos nitrogenados (amonio y nitratos) y
microorganismos patdgenos. Un aumento en los valores de pH y de temperatura en el ambiente,
pueden transformar estos compuestos nitrogenados en su forma tdxica (amoniaco) (Pepe, 2003;
Spiro & Stigliani, 2004). EIl vertido de efluentes cloacales al ambiente acuético, sin un correcto
tratamiento previo, produce un impacto negativo en el ambiente, afectando la calidad del agua y
los organismos presentes (Newman & Clements, 2008). Existe una gran cantidad de estudios,
tanto en ambientes costeros, como de agua dulce, donde se evidencia la formacion de MN,
promovida por los efluentes cloacales vertidos en el medio acuéatico (Li et al., 2004; Grisolia et
al., 2005; Jin et al., 2006; Talapatra & Banerjee, 2007).

Estudio temporal: Pando

Los altos porcentajes de EMN y MN para O. argentinensis en el estuario del Pando, presentaron
diferencias significativas entre las temporadas | y Il con las Il y IV. Estas diferencias no se
relacionaron a ninguna variable ambiental, ya que no se encontraron correlaciones entre los
porcentajes de MN y las variables ambientales. Esta ausencia de relacion entre los porcentajes de
EMN vy las variables ambientales coincide con los resultados obtenidos por Amado et al. (2006),

para las especies M. furnieri y P. orbignyanus en Laguna de los Patos. En otro estudio, BarSiené
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et al. (2012) trabajando en el Mar Baltico con la especie Platichtys flesus (lenguado), tampoco

encuentran una correlacion entre las variables ambientales y el porcentaje de EMN.

Rybakovas et al. (2009) encuentran que los porcentajes de MN en peces se diferenciaron
estacionalmente, detectdndose los minimos valores en invierno y otofio. Los autores encontraron
una correlacion entre la frecuencia de MN y la temperatura. Asumieron que el aumento de
temperatura producia un aumento de la actividad mitdtica y por ende en la formacion de MN.
También se ha demostrado que un aumento de temperatura de 4 ° C a 37 ° C puede aumentar la
habilidad de los compuestos gendtoxicos para dafiar el ADN (Buschini et al., 2003). En el
estuario del Pando, a lo largo de los cinco muestreos, la variacion de temperatura fue mas

acotada, variando entre 13 °C y 23 °C a lo largo de los cinco muestreos.

La formacion de MN en eritrocitos en peces, varia con el tiempo de exposicion de los
organismos a los contaminantes. Existe una gran cantidad de estudios en laboratorios, donde se
someten a los peces a ciertas concentraciones de contaminantes y se evalGan los porcentajes de
MN a lo largo del tiempo (Ayllon & Garcia-Vazquez, 2000; Moreira, 2010; Kumar, 2012;
Kurteshi & Letaj, 2012; Ghisi et al., 2013).

Moreira (2010) expone a individuos juveniles de M. platanus a diferentes concentraciones de
fraccion soluble de petr6leo en agua (FSA). Entre otros objetivos, Moreira evalla la formacion
de EMN a lo largo del tiempo (Tabla 5).

Tabla 5: Porcentaje de EMN en M. platanus formados para 4 y 14 dias de exposicion a
diferentes concentraciones de FSA. Modificado de Moreira, 2010.

4 dias de exposicién 14 dias de exposicién
Control 0,04 % 0,03 %
1,7% FSA 1,60 % 2,30 %
3,5 % FSA 2,50 % 1,60 %
7,0 % FSA 3,80 % 1,70 %
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Para un periodo de exposicion mayor a 4 dias, los porcentajes de EMN producidos por las
diferentes concentraciones de WFS, fueron superiores al porcentaje de EMN del grupo control.
A los 14 dias de exposicién, los porcentajes de EMN presentaron sus maximos valores. Un
periodo de siete dias, posterior a la exposicion de FSA, fue suficiente para que los porcentajes de

EMN retornaran a porcentajes similares a condiciones normales (control).

Si bien los tipos de contaminantes en el estuario del Pando son diferentes a los utilizados por
Moreira (2010), se puede observar la répida respuesta a los agentes genotoxicos. En cuestion de
dias los porcentajes de EMN pueden aumentar o descender dependiendo de la exposicién a

dichos agentes.

La falta de diferenciacion estacional en los porcentajes de MN para el estuario del Pando podria
estar explicado también por las caracteristicas fisicas del mismo. La presencia de agua dulce o
salada en el mismo esta determinada por el régimen fluvial, asi como la direccion de los vientos
(Attrill & Power, 2002; Gillanders et al., 2011). Vientos del Norte y altos niveles de lluvia,
direccionan el flujo del estuario hacia el mar, mientras que vientos del Sur promueven el ingreso
de agua salada al estuario (Gutiérrez & Panario, 2012). Las principales fuentes de contaminacion
de este estuario se encuentran arroyo arriba (SADI, 2013), por lo tanto una direccién del flujo
hacia el mar, podria significar un aumento en la concentracion de los contaminantes disueltos en
el agua, para el estuario. Mientras que el ingreso de agua salada al estuario produciria una
dilucién de dichos contaminantes. La gran variabilidad de estos procesos a lo largo del afio

podria explicar la falta de estacionalidad en los porcentajes de MN.

Susceptibilidad diferencial entre las especies
En la temporada 1V y V, los valores de EMN y MN para O. argentinensis, M. platanus y M.

furnieri en el Pando, no se diferenciaron significativamente entre si. Reflejando una

susceptibilidad similar a los contaminantes presentes en el estuario Pando.
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Las diferentes especies de peces responden de manera particular a determinados contaminantes.
Algunas especies pueden responder rapidamente, asi como otras pueden ser mas resistentes
(Hayashi et al., 1998: Bolognesi et al., 2006; Grisolia et al., 2009). Se pueden producir procesos
de biomagnificacion de los contaminantes. Los diferentes habitos alimenticios o la ubicacién en
la columna de agua podrian estar determinando su relacionamiento con los compuestos
genotoxicos presentes en el ambiente y por ende definiendo su vulnerabilidad. Organismos con
alto nivel trofico y estrecha asociacion con el sustrato estarian mas expuestos a los
contaminantes, debido a procesos de biomagnificacion y sedimentacion de los contaminantes
(Porto et al., 2005; Newman & Clements, 2008).

Estas diferencias en los valores de EMN y MN entre varias especies de peces para un mismo
lugar, fue registrada por varios autores (Bolognesi et al., 2006; Monserrat et al., 2007; Bolognesi
& Hayashi, 2011). Bolognesi et al. (2006) evaltan los porcentajes de EMN para 10 especies de
peces, en la costa de Santa Teresa (Golfo La Spezia, Italia), la cual es considerada libre de
contaminacion. Registraron diferencias en los porcentajes de EMN para las diferentes especies,
los cuales variaron de 0,175 % de EMN a 0,00% de EMN. Esta variabilidad interespecifica, de 0
a 17 MN detectados en 1000 células es adjudicada por los autores a diferencias metabdlicas y de
mecanismos de reparacién del material genético. Por otro lado, Porto et al. (2005) evaluando el
efecto mutagénico del mercurio en tres especies de peces del Rio Amazonas, encuentran una
relacion entre el nivel trofico de la especie y el porcentaje de EMN. Dentro de estas tres especies,
la especie piscivora present0 porcentajes de EMN altamente superior a las otras dos especies
(detritivora y omnivora). Estas diferencias en los porcentajes de EMN son explicadas por los

autores a procesos de biomagnificacion de los contaminantes.

En el estuario Pando los procesos de biomagnificacion no serian tan preponderantes como lo
encontrado por Porto et al. (2005), ya que no hay una diferenciacion significativa del dafio
genetico entre las especies analizadas. Sin embargo los promedios de los porcentajes de EMN y

MN de las tres especies, coinciden con el orden de los niveles troficos.

Los porcentajes de EMN detectados a lo largo de las cinco temporadas en los tres estuarios,

superan a los valores registrados por Amado et al. (2006), tanto para la especie P. orbignyanus
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como para la especie M. furnieri. Lo cual podria estar sugiriendo mayor concentracion de
agentes genotoxicos o con mayor potencial mutagénico en los estuarios uruguayos, en

comparacion con los 2 sitios estudiados en Laguna de los Patos.

Por otro lado es importante describir las tallas de los organismos analizados por Amado et al.
(2006). Los promedios del largo total de sus individuos (en ambos sitios) duplicaron los
promedios del largo total, para ambas especies, en las cinco temporadas y en los tres estuarios
(ANEXO V). Se ha identificado una relacion negativa entre el tamafio del pez y el dafio
genetico. Individuos de mayor talla, de la misma especie y en las mismas condiciones
ambientales, presentan menor porcentaje de EMN (Strum et al., 1999; Wirzirger et al., 2007,
Talapatra et al., 2010).

No existen estudios realizados donde se registre el porcentaje de MN in situ para las especies O.
argentinensis y M. platanus para determinados ambientes naturales. Sin embrago existen algunos
estudios in vitro para estas especies. Moreira (2010) expone el uso de M. platanus como especie
bioindicadora. Los porcentajes de EMN obtenidos en los estuarios Pando y Solis Chico fueron
superiores a los valores del grupo control en Moreira (2010), pero inferiores a los valores de los
individuos expuestos a las diferentes concentraciones de fraccion soluble de petrdleo en agua
(FSA).

Los resultados obtenidos en los tres estuarios uruguayos, representan el primer estudio que aplica
el ensayo de MN en la especie O. argentinensis. Esta especie ha sido utilizado como
bioindicadora a través de otros ensayos, donde se evalud el crecimiento de larvas y el efecto
histopatologico, de organismos juveniles expuestos a diferentes concentraciones de
contaminantes (Gusmao, 2009; Gusmado et al., 2012). Sus resultados sugieren la utilizacion de O.
argentinensis como especie bioindicadora para monitorear contaminaciones costeras, ya que se
observo una rapida respuesta a los contaminantes. Esta sensibilidad también se registré a nivel
genetico en los tres estuarios del presente estudio. O. argentinensis registré los valores mas altos
de EMN y MN totales (Temporada |) a lo largo de este estudio. También se diferencid

significativamente entre los tres estuarios (Temporada | y I1).
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CONCLUSIONES

En base a los resultados aportados en el siguiente estudio, se pueden obtener las siguientes

conclusiones:

Los peces analizados en el estuario Pando presentaron los altos porcentajes de EMN y
MN totales, en comparacion con los estuarios Solis Chico y Solis Grande. Estos altos
niveles de dafio genético podria deberse al mayor impacto antropogénico que presenta

este estuario, destacandose el vertido de efluentes industriales y cloacales.

O. argentinensis no presento una variabilidad estacional en el estuario Pando. La falta de
correlacion con las variables ambientales registradas, sugiere que los niveles de dafio
genético estarian determinados, en mayor medida, por otros factores. Por ejemplo:

volumen de efluentes industriales y cloacales, asi como su periodo de vertido.

Los niveles de dafio genético en el estuario Pando, no se diferenciaron significativamente
entre las especies analizadas en las temporadas IV y V. Estas especies presentan una
vulnerabilidad similar a los agentes mutagénicos presentes en el estuario. Las pequefas

diferencias podrian deberse al habito tréfico de cada especie.

La alta sensibilidad a los agentes mutagénicos, asi como su gran abundancia en los tres
estuario definen a O. argentinensis como una buena especie bioindicadora de dafio
genético para dichos estuarios. La cual podria ser utilizada para futuros estudios de

calidad ambiental.
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Consideraciones finales

El monitoreo biolégico es una valiosa herramienta para evaluar la salud ambiental,
particularmente en aquellos ambientes impactados por contaminacién, donde existe la necesidad
de remediacion. A través de los bioindicadores, se pueden cuantificar las respuestas bioldgicas
de los organismos a diferentes niveles. Estas respuestas pueden proveer indices de exposicion y
de estrés, los cuales no son producto de un momento puntual en el ambiente, sino que son el

resultado de un periodo determinado de exposicion (Monserrat et al., 2007).

El ensayo de MN aplicado en peces, es un sistema Util para deteccion in situ de agentes
genotoxicos en el ambiente acuatico cuando los centinelas permanecen en la zona de estudio
(Koppe 2002; Buschini et al., 2004; Porto et al., 2005). Este ensayo puede ser aplicado in vivo o
in vitro para determinar la relacién entre los contaminantes de un ambiente y su grado de dafio

genético.

Es importante tener conocimiento acerca de la calidad ambiental de los estuarios Pando, Solis
Chico y Solis Grande, ya que cumplen una funcién ecolégica de gran importancia, como la de
area de cria de peces. En dichos estuarios se han detectado la maxima densidad de juveniles de
peces de toda la costa uruguaya (Defeo et al. 2009; Gurdek et al., 2011). Por otro lado el turismo
y las actividades recreacionales, son de gran importancia en estos sitios, fundamentalmente en la
temporada de verano. Por lo tanto, la conservacién de estos ambientes, estd directamente

relacionada con la salud y seguridad humana.

Los altos niveles de dafio genético detectados en el estuario Pando, merecen un estudio mas
profundo. Se recomienda para proximos estudios, utilizar una bateria de biomarcadores que
puedan explicar de mejor manera el estado de salud de los organismos presentes en dicho
estuario. A nivel genético se recomienda la utilizacion del ensayo cometa y el indice ARN/ADN.
El ensayo cometa permite detectar lesiones en el ADN (rupturas simple y doble hebra asociadas
a reparaciéon incompleta por escision de nucle6tidos) (Collins, 2004), mientras que el indice
ARN/ADN detecta la condicion nutricional de los organismos (Buckley et al 1999). A nivel

histopatoldgico se podrian detectar lesiones en los tejidos de las branquias e higado. Estos
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estudios son complementarios con ensayos genotoxicos y pueden definir la calidad ambiental de
un sitio determinado (Valdez Domingos et al., 2009; Katsumiti et al., 2009; Oliveira Ribeiro et
al., 2013).

Estos estudios podrian realizarse en laboratorio bajo condiciones conocidas. De esta manera se
podria determinar de forma precisa, la respuesta de las especies analizadas en este estudio, a
diferentes tipos de contaminantes. Se podrian evaluar los tiempos de respuesta para cada especie,

asi como el dafio producido a diferentes concentraciones de un contaminante.

Por ultimo estos estudios ambientales podrian ser realizados en paralelo a un programa de
monitoreo de calidad del agua en los tres estuarios. Donde se evallen las caracteristicas fisicas y
quimicas del cuerpo de agua a lo largo del tiempo. Identificando los compuestos xenobioticos

presentes en el agua.
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ANEXO |

Figura 11: Eritrocitos de O. argentinensis del estuario Pando. En el recuadro se observa un

eritrocito con dos MN. Microscopia de fluorescencia, tincion con Bromuro de Etidio.
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ANEXO li

Los emprendimientos que generan efluentes liquidos deben Solicitar la Autorizacion de Desague
Industrial (SADI). En el formulario asociado al tramite, se debe presentar el Proyecto de
Ingenieria de la Planta de Tratamiento de Efluentes, e informacion sobre los efluentes que genera
en funcion del sector productivo y los niveles de actividad, y otros aspectos ambientales
relevantes (residuos sélidos, emisiones gaseosas, sustancias quimicas).

Depende de: DINAMA - Division de Control y Desempeiio Ambiental - Departamento de
Emisiones al Ambiente.

Tabla 6: Emprendimientos que vierten efluentes industriales en las cuencas de los estuarios
estudiados.

Nombre Ubicacion Localidad [Cuenca Vertido Rama Tipo
glrlon;:]ctgss Ruta N 75 Km. 39.000 Pando Arroyo Pando | Curso de agua Cérnica Harina de hueso y sebo
Anep (Paraje Santa Isabel esq. Santa Sauce Arroyo Pando | Curso deagua | Doméstico |Planta de tratamiento cloacales
Sauce) Lucia
Barometrlcas. IM Ruta Interba}lnearla kr:n Pinar Arroyo Pando | Curso de agua [ Domeéstico Descarga de barométricas
Canelones (Pinar) | 29.300 Camino Andrés _
BHU Ciudad defa | - Avda Giannattasio Km. Cuidad de la Arroyo Pando | Curso deagua | Doméstico [Planta de tratamiento cloacales
Costa 27.500 Costa
Caboril SA. Ruta 67 km. 38.500 Sauce Arroyo Pando | Curso de agua Bebidas Bodega y elaboracion de vinos
Cafiada Grande Ruta 82, pasando Emp. Empalme Falta Curso Extraccion Extraccion piedra, arena,
SRL (NO SADI) | OIlm. Cno vec. al N a 700 Olmos _ minerales no arcilla
Clay Ruta N°7 Km. 40 Totoral del Arroyo Pando Infiltraci6n al Carnica M atadero de equinos
_ Sauce Terreno
COTDPOE;:?;\;? Bl Falta dato Faltadato | Arroyo Pando | Curso deagua [ Domeéstico |Planta de tratamiento cloacales
Cooperativa Empalme Olmos Empalme Arroyo Pando | Curso deagua | Doméstico | Planta de tratamiento de OSE
Empalme Olmos Olmos
DELGON S.A. Avenlda'\isert);i:sa esq. 17 Pando Falta Curso Colector Cérnica Cortes de carne
Dinolar Ruta8 - Km 28.200 Cap. Jyan A Arroyo Pando | Curso de agua Cérnica Cortes de carne
Manzana 101 Solar 3 Artigas
El Pefiascal S.A. | Cno. Los Horneros km. 3 7ma..Sf3c0|on Arroyo Pando Retlro, pf” Doméstico [Planta de tratamiento cloacales
policial de barométrica
Fabitech S.A. Ruta 8 Km. 36.400 Rincon del Arroyo Pando | Curso de agua Celulosay Papel y/o carton
Monte Papel
Fadicar S.A. Ruta N°8 Km. 32.200 Pando A”OYO Infiltracion al Alimenticia | Otros productos alimenticios
Chamizo Terreno _
Galia S.A. Camino Franco S/N° Sauce Arroyo Pando | Curso de agua Quimica Fabrlcamonlpr_oductos
farmacéuticos
GERASCOFF S.A. Ruta 8 km 25,100 Barros Blancos | Arroyo Pando | Curso de agua Carnica Chacineria
Gil Herszhorn Los Olivos esq. Araza CapAltr:?q; A Arroyo Pando | Curso de agua Cuero Curtiembre de vacunos
Gornet SA. Cno Cedres s/n San Bautista | Arroyo Pando Infiltracion al Cérnica Matadero y prepa-racmn de
Terreno pollos v callinas
Granja La' Far’mlla “| RutaN°8 Km. 27.500 Pueblo (Fap itan Falta Curso | Curso de agua Cérnica Chacineria
Chacineria Artigas
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Nombre Ubicacion Localidad |Cuenca Vertido Rama Tipo
Grama La Familia- | Cno. Geryaao Gonzalesy [ Rincon de Arroyo Pando | Curso de agua Producaor.] Criadero de cerdos
Criadero Cerdos | Cno. Vecinal (RutaN°8 K Pando agrop ecuaria
Ipusa Planta 3 Avda. Espafia s/n. Pando Arroyo Pando | Curso de agua Ce:)u;zla y Papel y/o cartén
Kevenoll S A. Ruta 74’d21§i?:g1t5 norte Suarez Arroyo Pando | Curso de agua Quimica Productos quimicos organicos
Laboratorios Ruta N°8 Km. 28.500 Pando Arroyo Pando | Curso de agua Quimica Fabrlcamonlpr'oductos
Rosenbusch S.A. _ farmacéuticos
Las Praderas S.A. | Cno. de los Horneros S/N° C'ugz(ige la Arroyo Pando | Curso de agua | Domeéstico [Planta de tratamiento cloacales
Colinas de A .
La Tahona Cno. Horneros Soly mar Arroyo Pando | Curso deagua | Doméstico [Planta de tratamiento cloacales
Microsules | Ruta 101 km 28 Cap |t?an J. Arroyo Pando Infiltracion al Quimica Fabrlcauonlpr'oductos
Arglo&s Terre_no _ fa.rmaceutlcos_
Microsules 11 Ruta 101 Km. 28 Cap |t.an J. Falta Curso Infiltracion al Quimica fabrl.ce.luon/formul'ac!on de
i Artigas Terreno pesticidas, agroguimicos y
Milentur S.A. Camino I;duardo_Perez y COI"_]aS de Arroyo Pando | Curso deagua | Doméstico [Planta de tratamiento cloacales
Camino Vecinal Solimar
Mirnabel S.A. A -
Ruta N° 75 Km. 36.500 Pando Arroyo Pando | Curso de agua Cérnica M atadero de suinos
(Ruta 76, ex i
Montelur S.A. Los Ceibos N°5212 Pando Falta Curso | Curso de agua Quimica Prod.uctosl q.UImICOS
inorganicos
Olbinco S.A. Cam'f“’ de los Horneros y Lomas de Arroyo Pando | Curso deagua | Doméstico [Planta de tratamiento cloacales
Camino Paso del Escobar Soly mar
Ontilcor Ruta N°75 Km. 34.200 Pando Falta Curso | Curso de agua Cérnica Matadero de vacunos
Oscar Mufiiz Ruta 33 km. 30,500 Carrasco El Arroyo Pando | Curso de agua Carnica Triperia
Arocena Sauce
OSE Pz;nAdlg l()NO ES Ansina esq. Danubio Pando Rio dezlze:)Plata | Cursodeagua | Doméstico | Planta de tratamiento de OSE
PIazaSIrﬁustrlaI Ruta 101 24.200 Pueblo Artigas | Arroyo Pando | Curso de agua | Doméstico [Planta de tratamiento cloacales
San Jacinto Ruta N°7 Km. 59.500 San Jacinto | Arroyo Pando | Curso de agua Carnica M atadero de vacunos
Sarel Ruta N°7 Km. 28.600 Pando Arroyo Pando Inf_'llter::(;':: al Cérnica M atadero de equinos
Sindon S.A. Ruta 80 Km. 91 Montes Arrg?/a(:]j:hs Curso de agua Cérnica Chacineria
- - 5
Tibamar SA. Camino de los Horneros N Lomas de Arroyo Pando | Curso de agua | Domeéstico [Planta de tratamiento cloacales
(Altos de la 2220 Soly mar
. . Paraje Rincon - -
Todlin SA. Paraje Rincon de Carrasco de Carrasco Arroyo Pando | Curso deagua | Doméstico |Planta de tratamiento cloacales
Torrente S.A. Los Ceibos 5215 Pando Arroyo Pando Inf'TIer":Z':: al Quimica Productos quimicos organicos
Universal Plastic Ruta 7 km. 36200 Totoral del Arroyo Pando Infiltracion al Catfch_o y Articulos de pléstico
SA. Sauce Terreno plastico
Capitan J. A. - . -
Urupema S.A. Ruta N°8 Km. 27.200 Artices Arroyo Pando | Curso de agua Quimica Pinturas y plastificantes
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ANEXO Il

Tabla 7: Variables ambientales (temperatura, salinidad conductividad, concentracion de oxigeno
disuelto y porcentaje de oxigeno disuelto) de fondo y superficie, para los estuarios Pando, Solis Chico
y Solis Grande en las cinco temporadas.

Fecha y Estuario

Temperatura (C°)

Salinidad (ppt)

Conductividad (mS/cm)

Oxigeno disuelto (mg/L)

Porcentaje de oxigeno

Superficie Fondo Superficie Fondo Superficie Fondo Superficie Fondo Superficie Fondo
Octubre 2011.
Pando 15,15 £0,49 1,3+07 15,97 +115 25,72 £4,34 19,99 +0 34,98 +0 9,78 £0,28 9,320,16 98,15 £0,91 83,27 +10,35
Solis Chico 15,9 £0,42 14,55 +0,35 16,84 3,81 25,87 2,14 18,94 +0 30,33 +0 10,5405 11,07 0,76 106,365 104,550,91
Solis Grande 14,65 148 13,55 0,63 16,47 9,5 27,07 £5,05 28,58 +0 36,43 0 11,39 +2,13 9,39 0,65 108,55 +3104 90,4 £7,77
Mayo 2012.
Pando 15,93 0,11 16,73 0,15 117 £0,02 10,52 +5,68 188 £0,04 14,5+7,37 10,51+0,35 7604 1089 +3,56 75,3 £165
Solis Chico 17,23 0,06 18,30 521+04 2121£0,2 757£112 29,4 0,26 11,24 £0,13 135+£0,38 116,8 £+199 2,2+03
Solis Grande 17,13 £0,35 17,96 +£0,05 18,45 0,23 32,45 £0,03 25,25 £0,47 42,91+0,04 8,55 +0,23 5,65 +0,16 89,13 +151 59,43 +11
Setiembre 2012.
Pando 14,20 14,120 8,45+0,3 8,29 +0,03 11,3 £0,22 11,31+0,3 10,2 £0,04 10,12 +0,06 99,63 0,25 98,26 0,65
Solis Chico 15,33 £0,05 15,06 +0,11 8,04 0,01 1183+0,28 13+0,19 16,03 20,36 14,66 £0,1 10,76 £143 146,53 1 106,56 +14,15
Solis Grande 17,05 0,07 15,45 +2,33 7,19 +0,05 12,51+7,5 10,63 0,87 16,87 +0,88 9,4+0,01 7.82+0,5 97,25 +0,49 78,05 2,05
Noviembre 2012.
Pando 23,1%0 20,803 13,62 £7,97 22,39 0,52 2139 £121 32,6 £0,5 8,52+0,06 9,29 +0,06 99,5 +0,65 103,26 £3,05
Solis Grande 20,23 0,15 19,13 0,05 20,07 0,38 28,34 0,05 29,26 +0,53 38,91+0,01 8,3+0,02 7,95 +0,4 9106 +0,92 86,33 +5,03
Febrero 2.013
Pando 23,80 26,2+519 211+0,01 2197 £0,04 32,89 +£0,01 33,72 £0,05 6,93+0,16 6,95 +0,2 82,2194 814 +2,38

60



ANEXO IV

Tabla 8: Largo total promedio (cm) y desvio estdndar para Odontesthes argeninensis.

Temporada Pando Solis Chico Solis Grande
Octubre 2011. 10,06 £ 0,70 10,09+2,02 11,69+ 328
Mayo 2012. 10,04 +£053 11,35+0,61 10,38+0,94
Setiembre 2012.| 10,42 + 1,25 - -
Noviembre 2012 14,40 £ 1,33 - -
Febrero 2013. 19,27 +£1,83 - -

Tabla 9: Largo total promedio (cm) y desvio estandar para Paralichthys orbignyanus.

Temporada Pando Solis Chico Solis Grande
Mayo 2012. 13,86 +383 759+374 731219
Setiembre 2012. - 846+£292 7,10+2,09
Noviembre 2012} 12,90 + 0,00 - 10,62 + 7,23

Tabla 10: Largo total promedio (cm) y desvio estandar para Mugil platanus.

Temporada Pando Solis Chico Solis Grande
Mayo 2012. 156+368 882+139 -
Setiembre 2012.| 11,3+059 - -
Noviembre 2012) 449+ 114 - -
Febrero 2013. 427 +282 - -

Tabla 11: Largo total promedio (cm) y desvio estandar para Micropogonias furnieri.

Temporada Pando Solis Chico Solis Grande
Noviembre 2012| 8,83+ 1,09 - -
Febrero 2013. 8,95 + 0,88 - -
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