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1. OBJETIVO

El objetivo del trabajo realizado fue la evaluacion en experimentos de laboratorio de dos respuestas
subletales del Isopodo Exosphaeroma gigas expuesto durante 96 horas a cadmio, cobre y zinc.

Los ejemplares utilizados en los bioensayos fueron colectados manualmente en horas de bajamar en
Bahia Golondrina (54°50" S 68°20' W), Canal Beagle (Tierra del Fuego) seleccionando esta especie por
su distribucion a lo largo del litoral maritimo costero adyacente a la ciudad que recibe aportes de metales
pesados en el entorno de la Bahia Ushuaia (Amin, 1995y Amin et al., 1996).

Se evaluaron dos tipos de respuestas: fallas en la natacion (ausencia de movimiento luego de un estimulo
mecanico) y cambios en el cociente Oxigeno consumido: Amonio excretado en funcion de que ambos
parametros han sido descriptos como indicadoras de dafio en la exposicion a metales pesados.

2. METODOLOGIA

2. A. CONDICIONES GENERALES DE LOS EXPERIMENTOS

Se trabajo en una sala climatizada de una superficie cubierta aproximada de 12 m2 Esta sala posee un
equipo de refrigeracion con emision automatica de aire climatizado, lo que sumado a su construccion
adiabatica asegura el mantenimiento de la temperatura ambiente deseada durante el desarrollo integro
de los ensayos. Por otra parte, también se cuenta con el control del fotoperiodo mediante la conexién al
sistema de iluminacion del laboratorio (tubos fluorescentes) de un temporizador que regula el suministro
de luz a intervalos fijos.

Se siguieron los lineamientos generales recomendados para el desarrollo de bioensayos toxicoldgicos
(APHA, 1995, Ward & Parrish, 1982). Debido a la capacidad operativa disponible, en todos los casos, el
tipo de ensayo realizado fue el estatico con renovacion (“renewal test"), lo que implico renovar todas las
concentraciones y controles diariamente.

2.B. PARAMETROS ANALIZADOS

> Concentracion Efectiva 50 (CE50)



Se expusieron 10 organismos por cada una de las concentraciones que se detallan a continuacion: 20;
8,91;4,17; 1,95; 0,91; 0,42 y 0,2 mgl/l.

Se evalud la toxicidad de los tres metales (Cd, Cu y Zn) considerando como indicador de dafio la
ausencia de movimiento.

Diariamente se contabilizé a los organismos que no respondian a un estimulo mecanico y se registro a
aquellos que permanecian inméviles, al tiempo que se removia a los organismos muertos.

Con esta informacion se pudo calcular la Concentracion Efectiva 50, definida como aquella que causa la
respuesta seleccionada al 50 % de la poblacion en un tiempo determinado (en este caso 96 horas).

La CE50-96hs fue calculada de acuerdo al Método Probit (Finney, 1971) y la comparacion entre ellas fue
realizada considerando estadisticamente significativa aquellas en las que el cociente CE50 mayor/ CE 50
menor excede el limite del valor correspondiente al valor critico establecido por APHA (1995).

> Consumo de Oxigeno: Excrecion de Amonio (relacion O: N)

Se utilizaron 5 organismos por tratamiento en camaras respirométricas individuales, mantenidas en flujo
continuo de agua (suministrada por gravedad) libre de contaminante durante dos horas de aclimatacion.
Luego de ese periodo se tomd una muestra inicial de agua de las cdmaras y posteriormente se cerraron
las mismas por un periodo determinado de tiempo Transcurrido el mismo se procedio a la apertura de las
cédmaras y se tomd una muestra final. En ambas muestras se midié el oxigeno disuelto y el amonio
presente. El flujo de agua y el periodo durante el cual las camaras permanecieron cerradas se ajusté
teniendo en cuenta la relacidn tamafio del organismo-volumen de la cdAmara-concentracion de oxigeno y
oscil6 entre 30 a 50 minutos.

La determinacion de oxigeno disuelto se realizd mediante el uso de un oximetro YSI ® modelo 5100,
mientras que la concentracion de amonio se calculé por medio de la técnica del Indofenol (Strickland y
Parson, 1972).

La relacion O:N fue calculada de acuerdo a Mazuayd y Conover (1988), la cual se calcula de la siguiente
manera:

1. Para obtener el dato de Oxigeno se debe multiplicar los mg*h-1*gr-1 X 62,5 (que resulta de
dividir 1000/16) en donde 1000 es para convertir de miligramos a microgramos y 16 es el nimero atémico
del oxigeno.

2. Para NH3 se multiplica mg*h-1*gr-1 X 58,9 (el contenido de nitrdgeno en la molécula de NH3
es de 82,4 %y el peso atomico del N es 14, el resultado de esta razon multiplicado por 1000 da 58,9)

Finalmente se realiza el cociente de los valores obtenidos respectivamente.

3. RESULTADOS

> Concentracion Efectiva 50 (CE50)

Los valores estimados de CE50-96hs. y las comparaciones respectivas pueden observarse en la Tabla
1.

Tabla 1. Valores estimados de CE50-96 horas (expresados en mg/l) y comparacion entre los metales
ensayados (** indica diferencias significativas, NS: no significativo).

|  Téxico | CE50(mg/l)ylimitede | Comparacién CE50 |




confianza 95%
2,34
Cobre (1,85-2,99) Zn/Cu: 4,31 *
10,78 Cd/Cu: 4,597 *
Cadmio (8,44 - 14,35)
Cd/Zn: 1,066 NS
10,11
Zinc (7,67 - 14,24)
> Consumo de Oxigeno: Excrecion de Amonio (relacion O:N)

Los resultados obtenidos sobre el consumo de oxigeno, la excrecion de amonio y la relacion O:N se
presentan en las Figuras 1 a; b y c, respectivamente. Debido a la alta dispersion presentada en algunos
de los resultados los mismos deben ser considerados de caracter preliminar y por lo tanto se ha
desestimado en esta etapa realizar pruebas estadisticas sobre éstos. Sin embargo algunas tendencias
pueden ser sefialadas, por ejemplo:

El consumo de oxigeno disminuye con el aumento de la concentracion de Cadmio y Zinc, pero aumenta
a mayor concentracion de Cobre. Los valores maximos de consumo se registran en Zn; 0,42 mg/l (2,96
mg/h/g) y el minimo en Cd 1,95 mg/l (0,597 mgO2/h/g), siendo el consumo de los organismos control de
1,9 mgO2/h/g)

La excrecion de amonio aumenta en los organismos expuestos a la menor concentracién de Cadmio
(12,81 pat-N/L), mientras que para los demas tratamientos los valores obtenidos resultaron similares
entre si y, en todos los casos, menores al control (14,52 pat-N/L).
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Figura 1. Consumo de oxigeno, excrecidn de amonio y relacion O:N (a, b y ¢ respectivamente) en E.
gigas expuesto 96 horas a Cd, Cu y Zn.

4. DISCUSION

> Concentracion Efectiva 50 (CE50)

La mortalidad en los controles de agua, de todos los ensayos realizados fue cero al finalizar las 96 horas
de exposicion, lo que permitié la aceptabilidad de los ensayos.

La tendencia en orden creciente de toxicidad entre los metales estudiados fue: cobre > zinc > cadmio.

La misma tendencia en cuanto a la toxicidad relativa fue encontrada para larvas de Lithodes santolla
(Amin, 1995, Amin et al. 2003 en prensa), asi como también en otras especies como el copépodo
Tropocyclops prasinus mexicanus (Lalade y Pinel-Alloul, 1986) y Uca pugilator (Wies et al 1992). Del
mismo modo en términos relativos el cobre resulté significativamente mas tdxico en el pez Patagonototen
cornlicula , especie que desova en ambientes costeros del Canal Beagle, similares al area habitada por la
especie aqui estudiada.

Otros efectos subletales como la inhibicién en la regeneracion de apéndices y la muda en general han
sido descriptos para diferentes tipos de toxicos y especies de crustaceos. Entre los efectos subletales
estudiados también se encuentran fallas en la actividad natatoria, las cuales han sido descriptas y
seleccionadas como parametro de dafio, como por ejemplo en larvas nauplii del Balanus improvistus
expuestas a cobre (Lang et. al 1980)



Las concentraciones en las cuales se observaron efectos sobre la actividad natatoria fueron mayores a
aquellas en las que se detectaron retrasos o inhibicion en la muda de larvas de L. santolla (Amin 1995,
Amin et al. 2003 en prensa), asi como también en larvas del cangrejo Chasmagnathus granulata
(Sanchez et al., 1999) y del copépodo adulto Tishe battagliai (Hutchinson et al., 1994), por lo que las
concentraciones de riesgo para esta especie resultan sensiblemente superiores.

» Consumo de Oxigeno: Excrecion de Amonio (relacion O:N)

Si bien el consumo de Oxigeno es una medida indirecta de la condicién fisiologica de los organismos, la
respuesta a la exposicion a los metales produce efectos diversos. Por ejemplo el Cd y el Zn producen un
aumento significativo del consumo de O2 en el camardn Panaeus setiferus (Vanegas, 1997) pero en el
caso del Cadmio especificamente se ha reportado que éste puede inhibir el metabolismo (Depledge,
1984, Gaudi et al. 1991). Tales discrepancias pueden estar relacionadas a las diferentes etapas de
accion del cadmio: la primera etapa incrementa la demanda de ATP, considerando a este incremento una
respuesta adaptativa, mientras que la segunda etapa (de intoxicacion severa) disminuye la tasa
respiratoria debido a la incapacidad del organismo de responder a las demandas del incremento de ATP
que finalmente lo conduce a la muerte (Vanegas, 1997).

Spicer y Weber (1991) sugieren que la disminucién de la tasa respiratoria por efecto de los metales (como
ocurre en algunos casos en esta especie) se debe al deterioro estructural de la superficie de la branquia y
a la inhibicién de enzimas involucradas en la cadena respiratoria, mientras que el incremento en el
metabolismo podria estar asociado a una mayor demanda energética debido alteraciones en el
mecanismo iénico provocado por estresores, entre ellos los metales pesados (Pequeux, 1995).

Algunas de estas posibles respuestas podran ser evaluadas en el futuro, contemplando el estudio de
enzimas como ATPasa a diferentes combinaciones de concentraciones salinas y de metales.

El efecto de los metales sobre la excrecién nitrogenada también es contradictoria y muchas

veces esta relacionada con otras condiciones del experimento, como la alimentacion, como en el caso del
anfipodo Leptomysis linguvura (Gaudy et al. 1991). En el caso de los copépodos Pseudocalanus sp. y
Calanus sp. el Cu no modifica la tasa de excrecidn, si bien la alimentacion se ve disminuida.
En cualquier caso, y dado que la degradacion proteica en los crustaceos se realiza en el hepatopancreas,
existe un acuerdo general que la alteracion en el metabolismo de excrecion esta intrinsicamente
relacionada con la bioacumulacion de metales en el hepatopéncreas y la alteracion que los mismos
producen a funciones del catabolismo de proteinas como a la inhibicion de sistemas enziméticos
relacionados a la formacion de amonio (Gaudy et al 1991).

Finalmente los valores de O:N se ubican en los indicados para organismos que realizan catabolismos
estrictos de proteinas (Mazyaud y Conover, 1988) y organismos que se encuentran tedricamente en
condiciones de estrés (Abel y Axiak, 1991). Es importante sefialar que, si bien son evidentes ciertas
alteraciones metabdlicas en respiracion y excrecion, la integracion de resultados en la relacion atémica
O:N no aparece, al menos en estos primeros datos, como un indicador sensible del efecto toxico de los
metales estudiados, fundamentalmente por los valores hallados en el grupo control y el valor no esperado
de Zinc 0,42 mg/.
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