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Objetivos e hipotesis

Los objetivos de este trabajo son los siguientes:

(1) Determinar la toxicidad letal aguda de los metales pesados: zinc, plomo y mercurio sobre el primer
estadio larval del cangrejo de estuario Chasmagnathus granulatus (Brachyura, Varunidae).
En el marco de este objetivo se plantea la siguiente hipotesis:
“El estadio larval zoea | de C. granulatus presenta toxicidad diferencial para los metales pesados zinc,
plomo y mercurio”

(2) Comparar la toxicidad de los metales ensayados con estudios previos realizados con cobre y cadmio
sobre el mismo estadio larval y con idéntico protocolo experimental.

(3) Establecer niveles de recomendacion para la concentracion de los tres metales ensayados, en el Estua-
rio de modo de no comprometer la sobrevida del primer estadio larval de C. granulatus

Introduccioén

I. La Bahia de Samboromboén

Un Estuario puede definirse, como un cuerpo de agua permanente o temporalmente abierto, con inter-
cambio entre el curso fluvial y el mar, favorable para la vida de organismos eurihalinos y anfibiéticos (Boschi,
1988).

El estuario del Plata, que abarca gran parte del litoral de la Provincia de Buenos Aires, es un ecosistema
de alta productividad. El gradiente de agua salobre y las particulas de sedimento en suspensioén, que son
arrastradas por los rios Parana y Uruguay hasta la zona del Estuario, asi como las corrientes de marea,
crean un ambiente propicio para el establecimiento de numerosas poblaciones bentonicas (Boschi, 1988).

La temperatura del agua superficial varia entre los 8°C y los 23°C durante el afio, con mayores fluctuacio-
nes estacionales hacia el extremo sur de la subregion (subregién biogeografica denominada por Boschi
(1979) como templado-calida). Esta subregién tiene como limite norte a Cabo Frio (Brasil, 23° S).

La costa de la Bahia de Samborombdn se extiende desde los 35° 26°S, 57° 07" O hasta 36° 18°S, 26°
48’0 (Figura 1). Toda la franja costera de esta
Bahia se encuentra bajo la accién de las ma-
reas, donde la pleamar introduce agua marina
gue ingresa principalmente por el fondo del
Estuario, y la bajamar permite la dilucién de la
salinidad, creandose para muchas especies
acuéticas situaciones criticas cuando los ni-
veles de salinidad sobrepasan su umbral de &
tolerancia (Rossi, 1982). o

Las aguas de la Bahia de Samborombén [
se caracterizan por su alta productividad, rela-
cionada con la produccion y exportacion de
detritos y nutrientes desde el ambiente coste-
ro al ambiente acuatico, lo que explica que la |8
Bahia sea una area importante para el desove
y cria de varias especies de peces de interés
comercial tales como corvina, lisa y pejerrey
(Lastay Cassia, 1989), como asi también de
varias especies de crustaceos, con predilec- |
cioén por los ambientes salobres (Menni, 1983;
Boschi, 1988).
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A.FLORAY FAUNA

La vegetacion de la region se caracteriza por la presencia de especies haléfitas, dentro de las cuales se
destacan las espartinas, Spartina alterniflora y Spartina densiflora, y el pasto salado, Distichlis spicata y
Salicornia ambigua (Botto e Irigoyen, 1979; Rossi, 1982) ( Figura 2).

La fauna abarca una gran cantidad de aves como cisnes, gansos, gaviotas, flamencos, y varias especies
de aves migratorias, asi como una importante riqueza icticola, destandose especies como el pejerrey (Odon-
testhes spp), lisa (Mugil liza), corvina rubia (Micropogonias furnieri) y negra (Pogonias chromis), lenguado
(Paralichtys orbyanana) y pescadilla real (Macrodon ancylodon). Entre los mamiferos acuaticos se encuen-
tran gran cantidad de nutrias y carpinchos. (Rossi, 1982). La region de la Bahia de Samborombon es,
ademas, el ultimo refugio del venado de las Pampas, Ozotoceros bezoarticus celer.

El area de la Bahia de Samborombén, debido a su riqueza floristica, faunistica y paisajistica, y particu-
larmente ala presencia de los «cangrejales» y «espatrtillares», ha sido protegida desde el afio 1999 bajo la
figura de Reserva Natural Provincial Bahia Samborombdn y Sitio RAMSAR (humedal de importancia interna-
cional).

Figura2.Zonade muestreo. Buenos Aires.
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Il. La especie en estudio: Chasmagnathus granulatus

A.DISTRIBUCION

La especie Chasmagnathus granulatus (Decapoda, Brachyura) se distribuye ampliamente en el Litoral
Atlantico sudamericano, desde Brasil hasta Argentina (Boschi, 1964). Su distribucién no es continua, sino
gue generalmente habita en zonas de albuferas, marismas, o cuerpos de salinidad media.

En Argentina, esta especie forma parte de una comunidad conocida como «cangrejal bonaerense» (Bos-
chi, 1964). La distribucion de estos cangrejales esta circunscripta a la subregion biogeografica denominada
por Boschi (1979) como templado-cdlida, cuya distribucion se extiende desde los 36° S a los 44° S, corres-
pondiendo a la provincia de Buenos Aires y norte de la Patagonia.

B. CARACTERISTICAS ALIMENTARIAS Y ROL EN LA CADENA TROFICA

El estudio del contenido estomacal permitié inferir que C. granulatus es una especie omnivoro-detritivora,
predominando en su dieta restos de vegetales superiores y detritos. Asimismo, se determiné que ingiere
microflagelados, foraminiferos, diatomeas, fango-arena, ostracodos, cianoficeas, restos de insectos y res-
tos de crustaceos decapodos. Eventualmente adopta comportamiento de tipo carrofiero sobre crustaceos,
peces y mamiferos acuaticos (Botto e Irigoyen, 1979).

Esta especie cumple diferentes e importantes roles en el Estuario del Plata. La actividad cavicola que
desarrolla permite la aireacion del suelo, asi como el aumento del drenaje y modificacién del sustrato; éste
comportamiento posibilita el crecimiento y distribucion de la vegetacién haldfita tipica del Estuario (Bertness
y Miller, 1984; Iribarne et al ,1997).

Tanto los adultos como los estadios larvales de C. granulatus son el alimento de diversas especies de
peces de alto valor comercial como la pescadilla, corvina rubia y lenguado.

Debido a su elevado ndmero poblacional y a la numerosa cantidad de larvas que eclosionan y que
coinciden con la época reproductiva de las diferentes especies de peces que concurren a la zona a desovar
(Lastay Cassia, 1989), se puede considerar a C. granulatus como un eslabén muy importante de la cadena
trofica en todas las fases de su ciclo de vida, incluyendo sus estadios larvales, que forman parte del zoo-
plancton.

En este sentido, la especie estudiada juega un papel clave como vector de transferencia neta de materia
y energia desde el ambiente terrestre hacia el acuatico, dado que consume el detrito aportado por la
vegetacion haléfita y es presa de las diferentes especies de peces y aves de la Bahia (Rodriguez, 1991).

C.ASPECTOS REPRODUCTIVOS

El desove y la incubacion de los huevos fecundados se produce en C. granulatus durante los meses de
primaveray verano, es decir desde Septiembre hasta Marzo (Rodriguez, 1991). Durante el periodo reproduc-
tivo, cada hembra puede tener hasta 3 0 4 desoves (L6pez Greco y Rodriguez, 1999) (Figura 3).

Desde el momento de la puesta y hasta su eclosion, aproximadamente 28 dias después (Lopez Greco y
Rodriguez, 1999), las hembras ovigeras incuban los huevos bajo el pleon, permaneciendo éstos adheridos a
los pledpodos (Figura 4).

Poco antes de la eclosion, las hembras ovigeras cuyo desove se encuentra préximo a la eclosion migran
hacia el mar, buscando zonas de temperatura relativamente baja (15 a 17°C) y de salinidad relativamente
alta (30 a 35 %o) siendo éstas las condiciones Optimas para la supervivencia de las larvas, tal como acontece
en otros decapodos intermareales (Costlow y Bookhout, 1959).

La eclosion de las larvas ocurre principalmente durante la marea alta, optimizando asi su dispersion
posterior, lo cual puede ser considerado como una estrategia adaptativa favorable (L6pez Greco y Rodri-
guez, 1999). En el caso de C. granulatus, la eclosion de las larvas se produce principalmente durante las
mareas altas de mayor amplitud, es decir las que ocurren entre el cuarto creciente y luna llena (Lopez Greco
y Rodriguez, 1999), periodo coincidente con la migracién de las hembras ovigeras maduras hacia el mar.

El desarrollo larval de esta especie de cangrejo comprende cuatro estadios larvales (zonal, II, Il y V) y
una postlarva o megalopa (Boschi et al,1967). Esta Ultima regresa al ambiente costero, para mudar al primer
estadio juvenil, que por sucesivas mudas alcanza el tamafio y la condicion reproductiva del adulto (L6pez
Greco et al, 1997), cerrando de ésta manera el ciclo de vida de la especie. El tiempo estimado desde la
eclosion larval hasta la madurez sexual es de 2 a 3 afios (Lépez Greco y Rodriguez, 1999).
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Figura 4. Hembra ovigera en estadio avanzado.

D. EL PRIMER ESTADIO LARVAL: LA ZOEA |

La duracion del estadio zoea | de C. granulatus es de 7 dias en promedio (Boschi et al., 1967). El largo
total de este primer estadio larval es de 1,17 mm, con un largo de caparazén de 0,37 mm, siendo éste no
muy globoso y con el margen posterior redondeado, provisto de dos espinas laterales y de una espina dorsal
larga y aguda, curvada hacia atras. Sus ojos son sésiles, con un rostro agudo y mas largo que las antenas.
Su telson es ancho, con su margen posterior concavo (Figura 5).

Existen varios cromatoforos pardo-oscuros distribuidos en la base de la espina dorsal, de los maxilipe-
dosy en la parte inferior de los somitos del abdomen; el resto del cuerpo carece de cromatoforos y es muy
transparente. Sus dos pares de maxilipedios son las principales estructuras vinculadas a la natacién. Po-
seen un par de anténulas unirramosas conicas, que lleva en las terminales tres estetascos y una seda lisa.
Las mandibulas son pequefias y poseen una superficie cortante con cinco a seis dientes, pero no existe un
palpo mandibular (Boschi et al, 1967).
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L

Figura 5. Larvade C. granulatus. Esquema reproducido de Boschi et al, 1967

E. CHASMAGNATHUS GRANULATUS COMO MODELO BIOLOGICO EN ENSAYOS
ECOTOXICOLOGICOS

El ambiente acuatico presenta una elevada biodiversidad que puede permitir la identificacién de especies
adecuadas para su utilizaciébn como organismos test en bioensayos de toxicidad (Ramachandran et al,
1997; Lopez Greco et al, 2001). Los valores de toxicidad letal aguda de contaminantes para los estadios
embrionarios y/0 larvales, surgidos de ensayos de toxicidad en laboratorio, han sido utilizados en algunas
regiones costeras del mundo para determinar valores maximos permitidos de distintos contaminantes (Mor-
timer y Miller, 1994; Anderson et al, 1997; Fichet et al, 1998; Itow et al, 1998; Oberdorster et al, 1999;
Preston y Snell, 2001, entre otros).

Los crustaceos y en particular sus estadios embrionarios, larvales y postlarvales han sido utilizados
extensamente en bioensayos de toxicidad de metales pesados y pesticidas mostrando una particular sen-
sibilidad (Lopez Greco et al, 2002).

En particular, dado su rol ecolégico, el extenso conocimiento bioldgico y de las condiciones de manteni-
miento en cautividad, C. granulatus es un excelente modelo para estudios ecotoxicologicos. En esta espe-
cie, se han desarrollado numerosos trabajos sobre efectos letales y subletales de plaguicidas (Rodriguez,
1991; Rodriguez y Pisano, 1993) y metales pesados (Rodriguez y Medesani, 1994; Rodriguez et al, 1998;
Zapata et al, 2000; Cahansky, 2001; Rodriguez et al, 2001; Kesselman, 2002; Lavolpe, 2002 entre otros). En
el caso de la zoea | de C. granulatus se han determinado los valores de toxicidad letal 50 para los metales
cobre y cadmio (L6pez Greco et al, 2001).

ll. GRADO DE CONTAMINACION DE LA BAHIA DE SAMBOROMBON

El nivel de contaminacion de la zona estuarina del Rio de la Plata es muy diferente de la del mar
adyacente. El mismo estuario presenta aspectos variables a lo largo de su cauce, donde la zona interna es
la mas afectada por la descarga de efluentes cloacales y cursos de agua tributarios contaminados, producto
de la actividad humana.

La concentracion de poblacién urbana en ambas margenes del estuario es muy elevada, sobrepasando
los 12.000.000 de habitantes, ya que se encuentran ubicadas alli ciudades populosas como Buenos Aires,
Montevideo, La Plata y otras menores.

El crecimiento de las ciudades, el mayor desarrollo industrial, la urbanizacién, la construccién de rutas
y puertos y la actividad recreativa creciente, han cambiado los ambientes naturales, contribuyendo al au-
mento de la contaminacién de las aguas costeras del Rio de La Plata (Boschi, 1988).

También las lluvias transportan insecticidas y plaguicidas de los campos, los que finalmente forman
parte de los cauces de arroyos y afluentes que desembocan en el rio.

El deterioro de las aguas es particularmente evidente en los sectores costeros que lindan con las gran-
des areas urbanas y centros industrializados. En general, las zonas de aguas mas dulces (zona interna e
intermedia del Estuario) evidencian una contaminacion mas importante en cuanto a metales pesados (co-
bre, zinc, plomo y cadmio), hidrocarburos (solubles y dispersos) y plaguicidas debido al activo y sostenido
vertido de efluentes de empresas papeleras, textiles, quimicas y petroquimicas, particularmente en las
Cuencas del Riachuelo y del Salado, ambas tributarias del estuario.
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La zona externa del Estuario del Plata, presenta en general niveles menores de contaminantes disueltos,
debido fundamentalmente a la fluctuacién de sedimentos producida por el ingreso de agua marina (Boschi,
1988; Comisién Administradora del Rio de La Plata, 1990). Sin embargo, la adsorcion de varios contaminan-
tes a los sedimentos que floculan y se depositan puede alcanzar magnitudes significativas (Comisién Admi-
nistradora del Rio de La Plata, 1990; Villar et al ,1999).

IV. METALES PESADOS

A. DEFINICION

Los metales pesados pertenecen a los elementos de transicién de la tabla periddica, son cationes
divalentes de probada toxicidad, siendo los mas comunes el mercurio, plomo, cadmio, cobre, zinc y niquel,
entre otros.

Tanto el zinc como el cobre son elementos esenciales para el metabolismo celular, mientras que para
cadmio, mercurio y plomo no se ha reportado ninguna funcién bioldgica (Viarengo y Nott ,1993).

Los metales pesados se consideran contaminantes persistentes, por cuanto una vez ingresados al
cuerpo de agua receptor, no se modifican facilmente en sustancias quimicas inofensivas (Comision Adminis-
tradora del Rio de La Plata, 1990).

Entre los procesos regulatorios y metabolicos mas afectados por la presencia de metales pesados se
cuentan, entre otros, la respiracion celular, el metabolismo de lipidos y carbohidratos, la sintesis y secre-
cion hormonal, la reproduccién y el crecimiento (Fingerman et al, 1996). Sus efectos son dependientes de la
concentracion de exposicion, y a nivel fisiologico producen importantes efectos subletales o directamente la
muerte de los organismos. Los estadios embrionarios, larvales o juveniles tempranos de las distintas espe-
cies de crustaceos y peces son particularmente sensibles a los metales pesados (Rodriguez et al, 1998)

B. VIAS DE ENTRADA DE LOS METALES PESADOS A LOS ORGANISMOS

Se conocen dos vias principales mediante las cuales los metales pesados ingresan al organismo:

1. Por branquias (via directa)

2. Por viaintestinal, junto con el alimento (via indirecta)

Ambas vias de ingreso se encuentran relacionadas entre si, y su importancia varia segun, el metal
pesado, la especie, las condiciones fisico quimicas del ambiente, el estadio fisioldgico, desarrollo del orga-
nismo, y la disponibilidad y tipo de alimento. Para la mayoria de los crustaceos Decapodos, la principal via
de ingreso al organismo de estos metales es directa, por branquias (Dallinger y Rainbow,1993).

Una vez dentro del organismo, los metales pesados ingresan al citoplasma atravesando la membrana
plasmatica por diferentes mecanismos. La entrada puede estar mediada por canales iénicos, proteinas
transportadoras y por proteinas bombas, que son relativamente especificas para iones tales como Ca*, K*,
Na*, etc. (Dallinger y Rainbow, 1993; Rainbow, 1997); por ejemplo el Cd** y el Zn** atraviesan la membrana
plasmatica por proteinas que transportan normalmente iones Ca**. Estos tres iones pueden ser transporta-
dos de la misma manera porque sus tamafios son similares y su valencia idéntica (Dallinger y Rainbow,
1993).

Una vez incorporado, el metal pesado se une a diferentes ligandos, presentando una alta afinidad princi-
palmente por los grupos sulfhidrilos de proteinas (Rainbow, 1997; Viarengo y Nott, 1993). La unién a meta-
lotioneinas (proteinas fijadoras de metales pesados), que ayudan a mantener la homeostasis, y la inmovili-
zacioén en granulos o compartimentos intracelulares, son las principales vias de detoxificacién celular, que
tienen como finalidad remover el metal pesado para que no se encuentre biodisponible en la célula (Dallinger
y Rainbow, 1993).

El almacenamiento como estrategia de acumulacion de los metales pesados, tanto en granulos como en
diferentes compartimentos celulares, es mas frecuente que la estrategia de regulacion (relacionada con la
biosintesis de metalotioneinas). Esta ultima estrategia estaria restringida, para los crustaceos decapodos
en particular, a los metales pesados esenciales y se encuentra asociada con la capacidad de excretarlos,
permitiendo asi balancear la elevada incorporacion de estos metales pesados (Dallinger y Rainbow, 1993).

C. FUENTES DEL ZINC Y SUS EFECTOS SOBRE LOS ORGANISMOS

El zinc que las fuentes antropogénicas vierten al medio ambiente supera con amplitud el ingreso de zinc
proveniente de fuentes naturales.

Los vertidos antropogénicos incluyen los producidos por galvanoplastia, fundicién y procesamiento de
minerales, los desagies acidos provenientes de la industria minera, los efluentes de procesos quimicos
(produccion de fertilizantes, pintura, pigmentos y textiles), asi como las descargas de aguas servidas
domeésticas sin tratamiento. A menudo se olvida que estas Ultimas pueden resultar una fuente importante de
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metales pesados, donde el zinc es el metal pesado mas abundante en agua y sedimentos, presente en

concentraciones de aproximadamente 50ug/l en algunas zonas del Estuario del Plata (Comision Administra-

dora de La Plata, 1990; Bilos et al, 1998).

El zinc es un metal esencial que actia como cofactor de numerosas enzimas relacionadas con el
metabolismo energético, la transcripcién y la traduccion (Mertz, 1981). Entre las enzimas que utilizan al
zinc como cofactor se encuentran la anhidrasa carbodnica, la fosfatasa alcalina; también esta presente el
zinc en el pigmento respiratorio de los crustaceos, la hemocianina. Por otra parte, el zinc es uno de los
metales pesados esenciales que producen efectos toxicos cuando se encuentra en elevadas concentracio-
nes (Rainbow, 1988).

Dada su naturaleza de metal «fisioldgico», existen mecanismos de detoxificacion que permiten disminuir
0 eliminar el exceso de este metal. Se pueden encontrar dos casos extremos de los diferentes modos de
detoxificacion de zinc en crustaceos:

& Aguellos organismos que son grandes acumuladores de zinc, donde hay alta tasa de incorporacion, sin
excrecion significativa del metal; lo almacenan en una forma detoxificada, como ser unido a granulos de
pirofosfato ( Ej: EIminus modestus) (Rainbow, 1993).

& Aguellos organismos que si regulan la concentracién del zinc dentro del cuerpo
(Ej:Palaemon elegans) y mantienen una concentracion aproximadamente constante dentro de un amplio

rango de disponibilidad del metal traza (Rainbow, 1993).

Se ha reportado para muasculos de diferentes crustaceos, que el zinc soluble se distribuye en tres
componentes:

1. Unido ala hemocianina.

2. Unido a la enzima arginina kinasa.

3. Unido a metalotioneinas saturadas con zinc.

El zinc es un inhibidor de la arginina kinasa, que cataliza la formacion de arginina fosfato, un compuesto
gue actia como reservorio de energia disponible para la rapida refosforilacién del ADP durante la contraccion
muscular. Por tanto, el zinc regula la actividad de esta enzima, mientras que las metalotioneinas controla-
rian la disponibilidad intracelular del zinc (Rainbow, 1993).

En los crustaceos, el zinc produce severas alteraciones morfolégicas durante el desarrollo embrionario y
la eclosidn larval, asi como una mortalidad significativa en estadios larvales y postlarvales (Mc Kenney y
Neff, 1979; Martin et al, 1981; Greenwood y Fielder, 1983; Bodar et al, 1989; Uma Devi y Prabhakara Rao,
1989; Mac Rae y Pandey, 1991; Dallinger y Rainbow 1993; Cripe, 1994; Selvakumar et al, 1994; Harris y
Santos, 2000; Lavolpe, 2002)

D. FUENTES DEL PLOMO Y SUS EFECTOS SOBRE LOS ORGANISMOS

Las fuentes de este metal son los vertidos provenientes del procesamiento y fundido primario y secunda-
rio de metales, como asi también de otras fuentes menos directas pero igualmente significativas, tales
como desaguies urbanos, descargas de aguas servidas de los hogares y emisiones automotrices.

La absorcién de este metal a los sedimentos ocurre rapidamente, de alli que las concentraciones obser-
vadas en las muestras de agua y sedimentos en el Estuario del Plata alcanzan valores promedio mayores a
7 ug/l durante el invierno, superando asi el limite recomendado para la proteccion de la vida acuatica (Comi-
sion Administradora del Rio de la Plata, 1990). En sedimentos, la concentracion de plomo en el mismo
estuario puede ser de 1 a 3 6rdenes de magnitud mayor que en el agua (aproximadamente 10 ug/l) (Comi-
sion Administradora del Rio de la Plata, 1990; Verrengia Guerrero y Kesten, 1998).

El plomo es un metal blando y pesado, muy poco resistente a la traccién, carente de valor bioldgico, es
decir, no es requerido para el funcionamiento normal de los seres vivos. Sin embargo, debido a su tamafio y
carga, el plomo puede sustituir de manera preferente al calcio (Pb?*: 0.84 A; Ca?": 0.99 A), siendo su
principal sitio de acumulacion el tejido éseo; esto determina que el mecanismo de detoxificacion en crusta-
ceos sea menos eficiente que para otros metales.

El plomo, como todos los metales pesados, posee elevada afinidad por ligandos que contengan sulfuro
y nitrégeno, por lo tanto se une relativamente facil a moléculas organicas tales como proteinas (Nieboer y
Richardson, 1980; Williams, 1981). Interfiere con proteinas, acidos nucleicos y moléculas energéticas,
compitiendo con cationes esenciales tales como calcio (Vallee y Ulmer, 1972), inhibe la actividad de la Na*/
K* ATPasa en diversos tipos de células, y tiene la capacidad de unirse con alta afinidad a la melanina
(Ireland et al, 1979).

Visto desde un punto de vista bioguimico, los efectos del plomo pueden estar relacionados con una
importante inhibicion del nimero total de proteinas, ADN y ARN, como asi también a una disminucion
general de las actividades celulares como resultado de la inhibicidn de procesos metabdlicos claves.

Este metal puede también unirse a metalotioneinas (Hallberrg y Lofsson, 1989), pero posee una afinidad
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probablemente mayor por los ligandos metabélicos a menudo asociados a granulos inorganicos que se
depositan con un alto contenido de calcio (Simkiss, 1981).

Los efectos reportados hasta ahora sobre la toxicidad del plomo en crustaceos son: inhibicién o estimu-
lacién de la secrecién hormonal, como por ejemplo el control hormonal de la glucemia en Uca pugilator
(Reddy et al, 1995), inhibicion de enzimas responsables de la sintesis de varios pigmentos, como ser la
sintesis de hemoglobina por inhibicion de la enzima ALA-D (Mayer et al, 1992)

Sobre larvas de crustaceos, se han reportado tanto para Lithodes santolla (Amin et al, 1998) como para
C. granulatus (Keselman, 2002), diversas patologias en larvas eclosionadas de desoves expuestos, tales
como atrofia de espina dorsal y espinas laterales, hipertrofia ocular, ausencia de pigmentos, melanizacion,
atrofia de pleony telson.

E. FUENTES DEL MERCURIO Y SUS EFECTOS SOBRE LOS ORGANISMOS

La principal fuente de contaminacién con mercurio, en relacion con la actividad minera, proviene de los
gases emitidos por las plantas de tratamiento de cinabrio. EI mercurio gaseoso emitido por los hornos
(especialmente en los antiguos procesos de tratamiento), es depositado en los suelos que rodean a las
instalaciones metallrgicas. Otras fuentes de contaminacion son, la utilizacion de combustibles fésiles, la
industria cloro-alcalina, las centrales de energia eléctrica, la fabricacion de pinturas, los procesos de refina-
ciony la preparacion de la pasta de papel.

La incorporacion del mercurio adsorbido a sedimentos puede ser una via predominante de ingreso de
este metal a los organismos acuaticos, causando concentraciones relativamente altas en animales que se
alimentan en los sedimentos tanto de sistemas estuarinos como de agua dulce (Bryany Langston, 1992).
Los factores mas importantes que afectan la toxicidad del mercurio en especies acuaticas son la concentra-
cién y la especie quimica del mercurio presente. Otros factores incluyen el estadio de desarrollo de los
organismos expuestos y los parametros fisico-quimicos del ecosistema, como el pH, la temperatura, la
salinidad, la dureza de las aguas, los niveles de oxigeno, etc.

El mercurio es un metal brillante color plata, que a temperatura ambiente se encuentra en estado liquido.
La forma principal de mercurio en la naturaleza es el cinabrio (HgS), el que constituye la fuente principal para
la obtencion de este metal.

Aunque hay evidencias que vinculan los niveles de mercurio total en el medio ambiente con los presentes
en predadores superiores como los peces, la preocupacion principal ha sido la acumulacién de metil mercu-
rio (MeHg) en los organismos. El mercurio inorgéanico puede ser metilado por microorganismos naturales del
suelo, de los sedimentos, y del agua dulce y salada, interviniendo en este proceso diversas poblaciones
microbianas en condiciones tanto aerdbicas como anaerdbicas.

Esta ampliamente aceptado que las formas organicas de mercurio son incluso mas téxicas que las
inorganicas. La forma organica méas comun del mercurio es el metil mercurio, que posee una alta solubilidad
en lipidos y por eso atraviesa facilmente las membranas celulares, ingresando asi con rapidez en la cadena
alimentaria acuatica. En los organismos posee ademas una vida media elevada, y debido al aumento en la
longevidad de los predadores superiores, constituye uno de los ejemplos clasicos de biomagnificacion de
metales pesados en cadenas alimentarias.

La bioacumulacion de mercurio metilado en las cadenas alimentarias acuaticas resulta interesante por-
gue de esta manera se constituye en la fuente mas importante de exposicion humana, fuera del riesgo
laboral. Como ya se ha mencionado, el mercurio es un metal sumamente toxico, es persistente y se
bioacumula. No se conoce ningun proceso de homeostasis que lo involucre; por consiguiente, cabe esperar
gue cualquier tipo de exposicion de largo plazo provoque progresivamente alteraciones graves en el funcio-
namiento normal de cualquier érgano que lo acumule (Nriagu, 1988).

En algunas zonas del Estuario del Plata, la concentracion de mercurio presente es de aproximadamente
1ug/l (Comision Administradora del Rio de La Plata, 1990) lo que excede el nivel guia de calidad de agua
recomendado para la proteccion de la biota (0,01-0,03ug/l).

Desde un punto de vista bioquimico, se conoce que el mercurio inhibe la actividad de algunas enzimas y
estimula la de otras, y que también se acumula dentro de lisosomas junto con cationes esenciales para el
organismo, generando asi alteraciones metabdlicas en el animal y modificando de esta forma su metabolis-
mo (Fowler, 1987).

Este metal es un fuerte inhibidor de los puentes disulfuros; debido a la alta afinidad que presenta el
mercurio por los grupos sulfhidrilos (SH), produce un cambio de la estructura y funcion de las proteinas,
afectando asi la fisiologia celular (Viarengo et al,1993). Particularmente, el mercurio actia como bloqueante
de microtibulos y microfilamentos y como inhibidor del metabolismo general; generando en consecuencia
un cambio en diferentes actividades tales como la glucdlisis, la divisién y diferenciacion celular y las
migraciones celulares, procesos subyacentes en la morfogénesis embrionaria (Itow et al, 1998).
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El mercurio es también un importante inhibidor de regeneracién de los apéndices (Itow et al, 1998), y de
la maduracién ovarica (Reddy et al, 1997); modifica del comportamiento normal de natacién (DeCousey y
Vernserg, 1972; Mirkes et al,1978), produce severas alteraciones morfolégicas en embriones (Cahansky,
2001), retardo de la muda y del crecimiento (Green etal, 1976), y un alto porcentaje de mortalidad en larvas
de crustaceos (Shealy y Sandifer,1975; Selvakumar et al, 1994).

Materiales y métodos

OBTENCION DE LAS HEMBRAS OVIGERAS DE Chasmagnathus granulatus Y SUMANTENIMIENTO
HASTA LA ECLOSION LARVAL

Los animales utilizados en los bioensayos, se recolectaron en el cangrejal del Faro de San Antonio,
extremo sur de la Bahia de Samborombén (36° 18" S 56° 48" W) durante el mes de Febrero del 2003.

Este lugar de muestreo fue elegido porque constituye una zona del estuario abierta al mar y relativamen-
te libre de contaminacién (Comision Administradora Del Rio De La Plata, 1990).

Las hembras ovigeras de Chasmagnathus granulatus fueron colectadas manualmente y transportadas
en recipientes plasticos que contenian agua del sitio de muestreo, para su transporte y llegada a destino en
buenas condiciones.

Una vez en el laboratorio fueron colocadas en acuarios de 37,5cm x 58cm x 20 cm con una capacidad de
30l aproximadamente, conteniendo 600ml de agua salina 30g/Il. El agua salina de todos los recipientes fue
preparada mediante la dilucién de sales artificiales (Wiegandt, Krefeld, Alemania) en agua declorada a pH
7.8. Latemperatura se mantuvo en 20 + 1°C y el fotoperiodo 14:10 horas luz: horas oscuridad, de acuerdo a
ensayos previos realizados con la misma especie (Rodriguez y Pisané, 1993; Rodriguez y Medesani, 1994;
Zapata et al, 2001).

Las hembras fueron alimentadas ad libitum dos veces a la semana con alimento balanceado para
conejo (Cooperacién Argentina). Luego de 3 a 4 horas de alimentacion se procedio a la renovacion del
volumen salino de los acuarios.

Se separaron tres grupos de hembras ovigeras en funcion del grado de desarrollo embrionario: temprano,
medio y avanzado (Bas y Spivak, 2000). Esas fases del desarrollo embrionario fueron macroscopicamente
identificadas mediante la coloracion del desove: violeta intenso, violeta claro y marron claro para los estadios
temprano, medio y tardio respectivamente. Las hembras ovigeras de estadio avanzado fueron individualmen-
te separadas en recipientes de vidrio de 1litro de capacidad, conteniendo 200ml de agua salina 30g/l hasta
llegar el momento de la eclosion.

Una vez eclosionadas; las larvas zoea | fueron separadas y posteriormente fraccionadas en recipientes
de vidrio.

ENSAYOS DE EXPOSICION A LOS TOXICOS

Todos los bioensayos toxicoldgicos se realizaron de acuerdo con los lineamientos metodoldgicos esta-
blecidos por las entidades internacionales competentes en la materia (American Public Health Association
etal,1992).

Se utilizaron sales de zinc (ZnSO, - 7H,O, Merck), plomo (PbNO, - 3H,0, Merck) y mercurio (CL,Hg,
Merck) en estado de maxima pureza con las que se prepararon las soluciones stock de las que se pipetea-
ron los volimenes correspondientes para alcanzar las concentraciones de ensayo.

Para cada concentracion se seleccionaron 10 larvas por envase de vidrio de 180ml de capacidad, conte-
niendo 100ml de agua salina 30g/l de pH 7.8.

Las Zoeas | de C. granulatus fueron incubadas a 16° + 1°C por 12: 12 horas luz: horas oscuridad enun
equipo refrigerado.

Cada 24 horas las zoeas | fueron alimentadas ad libitum durante 4-5 horas con larvas nauplius recién
eclosionadas de Artemia salina (Artemiux Premium), cuyos huevos de resistencia se pusieron a eclosionar
24hs antes de ser utilizados, en una ampolla de decantacion conteniendo agua salina 30g/l con aireacion e
iluminacion constantes.

Luego de la alimentacién, se realizo el recuento de zoeas vivas y muertas, retirando estas Ultimas, y se
procedio a la renovacion del medio salino y de las concentraciones de cada metal a ensayar. Las larvas se
consideraron muertas al no observarse movimiento alguno, luego de ser cuidadosamente inspeccionadas
dentro de una pipeta colocada frente a una luz intensa.

14



Tesinas  Toxicidad comparada de Zinc, Plomoy Mercurio para Zoea | de Chasmagnathus granulatus (Brachyura)

ENSAYO PRELIMINAR: «<RANGE FINDING TEST»

Esta prueba preliminar se realiz6 para poder determinar el rango de concentraciones a utilizarse en los
ensayos definitivos, para cada uno de los téxicos estudiados.

Este ensayo preliminar comprendié una duracion de 96hs, con recambio de todas las soluciones y
alimentacion de las larvas cada 24hs. De acuerdo a la American Public Health Association et al (1992), la
mayor concentracion a utilizarse en los ensayos definitivos debe causar una mortalidad importante (> 50 %)
alas 24 hs, mientras que la menor concentracién a utilizarse en tales ensayos no debe causar practicamen-
te mortalidad al término del ensayo (96 hs). Estas concentraciones se establecen justamente a partir de los
resultados de los ensayos preliminares.

Se constituyeron los siguientes grupos experimentales:

& Control: conteniendo 10 larvas por frasco en agua salina sin contaminante.
& C/ Contaminante: tres concentraciones de cada uno de los metales a ensayar conteniendo 10 larvas por
frasco en agua salina con la concentracion de cada metal a ensayar.

Las concentraciones de ensayo fueron: 0,01; 0,1y 1mg/l para zincy plomoy 0,001; 0,01y 0,1mg/l para
mercurio, mientras que las concentraciones de las soluciones stock fueron de 1mg/l para el zinc y para el
plomo y de 0,01 mg/l para el mercurio. Todas las concentraciones y el control fueron ensayadas por duplica-
do.

Por ultimo, una vez preparadas las soluciones, se procedi6 a exponer a las larvas a las distintas concen-
traciones de los toxicos cada 24hs hasta el término del ensayo.

Il. ENSAYO DEFINITIVO

Este ensayo, también tuvo una duracion de 96hs y se procedié de la misma forma anteriormente descrip-
ta paralos ensayos preliminares.

En este ensayo, para cada metal, se constituyeron dos grupos control y siete concentraciones. Las
concentraciones ensayadas y las de las soluciones stock correspondientes se indican enla Tabla 1

METAL Concentracion a Concentracion de la
ENSAYADO ensayar (ug/l) solucion stock
(mag/l)
Control (1) 0 0
Control (2) 0 0
0,1 0,001
0,68 0,001
L. Zn* 4,6 0,01
32 0,1
220 1
1.470 1
10.000 1
Control (1) 0 0
Control (2) 0 0
4.6 1
32 1
\YA Pb** 220 1
1.470 0,1
10.000 0,01
68.000 10
460.000 10
Control (1) 0 0
Control (2) 0 0
0,001 0,00001
0,0068 0,00001
V. 0,046 0,0001
Hg** 0,32 0,001
2,154 0,01
14,8 0,01
100 0,01

Tablal: Concentraciones de plomo, zinc y mercurio alas que fueron expuestas las zoeas | de
Chasmagnathus granulata durante el ensayo definitivo.
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ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizé el andlisis Probit (Finney, 1971) para estimar los valores de la concentracién letal 50 (CL50) y
el intervalo de confianza para cada uno de los metales ensayados, aplicando la correccion de Abbot para la
mortalidad de los controles.

Para comparar los valores de CL50, las diferencias se consideraron estadisticamente significativas (p<0,05)
cuando el cociente entre la mayor CL50/menor CL50 fuera MAYOR que el correspondiente valor critico
establecido por la American Public Health Association et al (1995).

RESULTADOS
La Tabla 2 muestra los resultados de la Toxicidad Letal Aguda (CL50) correspondientes a los bioensa-
yos realizados con los distintos metales pesados en el estadio de zoea | de Chasmagnathus granulata.

Tabla 2: Parametros de Toxicidad Letal Aguda (CL50) de los Bioensayos con Zinc, Plomo y
Mercurio para el estadio zoea | de C. granulata.

Metales+| Tiempo VI. CL (ug/l) Intervalos de Pendiente Coeficiente
Pesados | Exposicién B Confianza de
(hs) al (95%)(ug/l) Pendiente Correlacién R?

24 8926,80 4733,20 - 2,02 0,80
15337,20
48 7246,30 3443,03 - 1,94 0,80
12875,13
B. Pb™ |72 3207,20 1546,80 - 3,17 0,90
5444,30
96 2936,13 139542 - 2,90 0,62
5089,74

Al comparar los valores de la CL50 de los metales ensayados para los distintos tiempos, solo se obser-
varon diferencias significativas (p<0,05) para el zinc entre las 24 y 48 horas de exposiciony entre las 72 y 96
horas de exposicion (Tabla 3).

En las Figuras 6, 7 y 8, se observan los valores de CL50 de cada metal en relacién al tiempo de
exposicion, indicandose las diferencias significativas (p<0,05).
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Tabla 3: Comparacion de valores de CL50 entre tiempos de exposicion para cada uno de los
metales ensayados en larvas zoea | de C. granulata.

Metales | Comparacién entre Horas Resultados de la
de Exposicion Comparacion
24hsy48hs p <0,05
Zn** 48hsy 72 hs p >0,05
72hsy 96 hs p <0,05
Pb** 24hsy48hs p >0,05
48hsy 72 hs p >0,05
72hsy 96 hs p >0,05
Hg** 24hsy48hs p >0,05
48hsy 72 hs p >0,05
72hsy 96 hs p >0,05

Los valores de CL 50 a las 96 horas difieren estadisticamente (p< 0,05) entre los metales ensayados
(Tabla 4) determinandose el siguiente orden de toxicidad decreciente para el estadio de zoea | en C.
granulata: Mercurio > Zinc > Plomo.

Tabla 4: Comparacion de la CL50 de los metales zinc, plomo y mercurio a las 96 horas de
exposicion en larvas zoea | de C. granulata.

Comparacion entre Metales a Resultados dela
96hs de Exposicion Comparacion
Zn*"y Pb** p<0.05
Zn*y Hg*" p<0.05
Hg*y Pb** p<0.05

Enlas Figuras 9, 10y 11, se observa el porcentaje de mortalidad, en funcién del tiempo de exposicion
a los diferentes metales pesados.

Discusion
Los tres metales ensayos afectaron significativamente la sobrevida de las larvas zoea | de C. granulatus
mostrando la siguiente toxicidad relativa:

mercurio > zinc > plomo

Mercurio

La mayor toxicidad del mercurio respecto de los otros metales pesados ensayados, concuerda con
otros trabajos realizados en larvas y postlarvas de crustaceos. En larvas zoea | de los cangrejos Neoepise-
sarma mederi, Nonosesarma batavicum (Selvakumar et al, 1994) y Cancer magister (Martin et al, 1981) y de
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la postlarva de Penaeus setiferus (Green et al, 1976), los valores de CL50 a las 96 horas de exposicion
presentaron valores similares a los determinados en el presente trabajo. En el caso del camar6n Palaemo-
netes vulgaris (Shealy y Sandifer, 1975), los valores de toxicidad para el mercurio reportados para 48 horas
de exposicioén (35,3 -52,3 ug/l) también resultaron del mismo orden que los valores encontrados en C.
granulatus, para el mismo tiempo de exposicion.

En el caso de P. vulgaris, las larvas expuestas que sobrevivieron presentaron distintos tipos de atrofias,
asi como una importante disminucién de la locomocién (Shealy y Sandifer, 1975). La disminucién de la
capacidad de natacion es un efecto que también fue observado en las zoeas de C. granulatus. Luego de las
primeras 48 horas de exposicién, las larvas, aunque vivas, mostraron muy bajo nivel de actividad.

En postlarvas de Penaeus setiferous se ha observado que ademas de producir una elevada mortalidad a
concentraciones de entre 13y 21 ug/l (CL50 a 96 horas), el mercurio interfiere en procesos fisioldgicos tales
como la respiracién y el crecimiento, cuando esta presente en concentraciones superiores a 1 ug/l (Green
et al 1976). De modo similar, se ha observado una importante disminucién de la tasa de consumo de oxigeno
en Uca annulipes expuesto a concentraciones de mercurio tan bajas como 0,3 ug/l (Uma Deviy Prabhakara
Rao, 1989).

También para otros estadios del ciclo de vida de los crustaceos, tales como embriones (Mac Rae etal,
1991; Cahansky, 2001; Sanchez etal, 2001) y adultos (Uma Devi y Prabhakara Rao, 1989) el mercurio ha
mostrado ser el metal pesado mas toxico.

La elevada toxicidad del mercurio estaria vinculada a su importante interferencia en la respi-
racion celular (DeCoursey y Verserg, 1972; Mirkes et al, 1978; Uma Devi y Prabhakara Rao, 1989;
ltow et al, 1998) y en los otros procesos mencionados en la Introduccion de este trabajo.

Tales mecanismos de accion toxica del mercurio, sumado a su naturaleza de metal «no fisioldgico» y por
lo tanto a la mayor dificultad de los organismos para detoxificarlo, produciria un incremento de su toxicidad
al acumularse en el organismo.

Zinc

Con respecto al zinc, el nivel de toxicidad para la zoea | de C. granulatus es similar al obtenido para el
mismo estadio de Neoepisesarma mederi, Nonosesarma batavicum (Selvakumar et al, 1994) y Cancer
magister (Martin etal, 1981) a las 96 horas de exposicion, y similar a los valores de CL50 a las 48 horas para
las zoeas | de Portunus pelagicus, Portunus sanguinolentus y Charibdis feriatus (Greenwood y Fielder,
1983), y para el juvenil | de Mysidopsis bahia (Cripe, 1994).

En términos generales, el nivel de toxicidad letal del zinc es un orden de magnitud menor respecto del
mercurio, tanto para embriones y larvas (Bodar etal, 1989; Mac Rae y Pandey, 1991; Lavolpe, 2002) como
para adultos de crustaceos (Uma Deviy Prabhakara Rao, 1989). Como se ha mencionado en la Introduc-
cién, dada la naturaleza fisiologica del zinc, los crustaceos poseen cierta capacidad de detoxificacion que
disminuiria su biodisponibilidad para las células (Dallinger y Rainbow ,1993; Harris y Santos, 2000).

Sin embargo, excedidos los limites de la capacidad de detoxificarlo, el zinc se transformaria en un metal
altamente téxico afectando, en crustaceos, procesos fisioldgicos tales como la capacidad de crecimiento y
metamorfosis, produciendo finalmente la muerte de los organismos (Mc Kenney y Neff, 1979).

Plomo

Respecto del plomo, es escasa la informacion sobre su toxicidad para larvas de crustaceos, por lo que
el presente trabajo representa un aporte importante para los estudios de toxicidad comparada en estos
organismos.

Los valores determinados en el presente estudio para la zoea | de C. granulatus son 5 veces mayores
que los valores de CL50 a 96 hs para el mismo estadio larval de Cancer magister (Martin et al, 1981) y
aproximadamente 1,8 veces mayor que el valor de CL 50 a 96 horas para las zoeas | de Lithodes santolla
(Amin et al, 1998). Estas diferencias guardan una estrecha correlacién con el tamafio de las larvas, siendo
las de C. magister y L. santolla notoriamente mayores que las de Chasmagnathus granulatus.

El plomo es, del mismo modo que el mercurio, un metal «no fisiolégico», y por lo tanto no es regulado
efectivamente por los organismos acuaticos (Rainbow, 1998). Sin embargo, el estadio de zoea | de C.
granulatus presenta una baja toxicidad en comparacién con los otros metales ensayados (un nivel de toxi-
cidad de un orden de magnitud menor respecto del zinc y de dos érdenes respecto del mercurio). Estas
diferencias pueden deberse a una baja biodisponibilidad del plomo en los ambientes salinos, dado los
complejos que forma este catioén con los aniones de las sales presentes y disueltas en el agua salina
(Rainbow,1995).
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Comparacion de los valores de toxicidad de los metales: mercurio, zinc y plomo con otros metales
ensayados para la misma especie

Sise incluyen en la escala de toxicidad decreciente de los metales ensayados en el presente trabajo,
los valores de toxicidad (CL50 a las 96 horas) de cobre y cadmio realizados en el estadio de zoea | con
idéntico protocolo experimental (Lopez Greco et al, 2001), la escala decreciente de toxicidad seria la si-
guiente:

mercurio > cadmio > cobre > zinc > plomo

Este orden de toxicidad decreciente seria similar al reportado para los estadios larvales de otras espe-
cies de crustaceos (Martin etal, 1981; Greenwood y Fielder,1982; Rodriguez y Establier, 1983; Mortimery
Miller, 1994, entre otros)

En el caso de embriones de crustaceos, diversos trabajos muestran que la escala de toxicidad relativa
cambia en su orden, encontrandose en general el cadmio y en algunas especies el plomo, entre los
metales pesados que causan menor toxicidad embrionaria.

En este caso, se ha postulado que las envolturas embrionarias se transforman en una eficiente «barrera»
de proteccién embrionaria (Glas et al, 1997) donde los metales pesados, particularmente cadmio y zinc
pueden quedar «secuestrados» por su afinidad a los componentes de las membranas, no quedando de este
modo disponibles para el embrién en desarrollo (Michibata et al, 1986; Bodar et al, 1988).

En el caso de C. granulatus, el orden de toxicidad embrionaria (Rodriguez y Medesani, 1994; Lépez
Greco et al, 2000; Zapata etal, 2001; Cahansky, 2001; Kesselman, 2002; Lavolpe, 2002) para los mismos
metales ensayos en el estadio zoea | es el siguiente:

mercurio > cobre > zinc > plomo > cadmio

Si bien diversas observaciones de varios autores establecen una sensibilidad diferencial a contaminan-
tes de los distintos estadios del ciclo de vida de organismos acuaticos, poco trabajos abordan la compara-
cion entre estadios tempranos tan préximos como son los embriones y las larvas de crustaceos. Los
resultados del presente trabajo, en comparacion con resultados previos obtenidos en la especie estudiada,
permite visualizar claramente una toxicidad diferencial de una serie de metales pesados ensayados por un
lado en huevos desovados (embriones y envolturas embrionarias), y por otro lado en larvas de vida libre de C.
granulatus, estadios todos que poseen un relevante significado ecotoxicoldgico, al constituir las primeras
fases del ciclo de vida de muchos crustaceos.

De la sensibilidad diferencial se deriva laimportancia de evaluar la toxicidad de un xenobidético en mas de
un estadio del ciclo de vida y/6 en diversos procesos fisioldgicos, para poder tener una idea mas acabada de
los efectos letales y/6 subletales que puede producir un contaminante.

Niveles maximos recomendados de los metales mercurio, zinc y plomo para la Bahia de Samboromban,
considerando los valores de CL50 para el estadio zoea | de

C. granulatus.

A partir de los resultados de CL50 a las 96 hs de exposicion, para los tres metales ensayados en la zoea
| de C. granulatus, y considerando la aplicacion de un factor de seguridad de 1/100 de acuerdo a Perkins
(1976), los valores guia de los metales estudiados que no deberian excederse para garantizar la superviven-
cia del primer estadio larval de C. granulata, son los siguientes:

£ 0,16 ug/l para el mercurio

& 2,14 ug/l para el zinc

& 29, 4 ug/l para el plomo

Finalmente, dada la sensibilidad diferencial de la zoea | de C. granulatus a estos metales (y a cadmio y
cobre previamente ensayados), y a lo sencillo de la realizacion de estos ensayos de toxicidad letal conside-
ramos que este modelo podria ser utilizado como organismo test para la evaluacion de toxicidad de otras
sustancias quimicas y efluentes.
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Conclusiones

K& K&K

&

Las larvas zoea | de C. granulatus presentan toxicidad diferencial a los tres metales ensayados.

El orden decreciente de toxicidad de los metales ensayados es: mercurio > zinc >plomo

Entre metales, la diferencia de toxicidad es de un orden de magnitud.

Los valores de CL50 para los tres metales son similares en magnitud a los valores reportados para larvas
y/6 postlarvas de otras especies de crustaceos.

Al comparar los resultados obtenidos en el presente estudio con las concentraciones maximas recomen-
dadas para la proteccién de la vida acuatica por la Comision Administradora del Rio de la Plata (1990)
para los metales mercurio (2ug/l) y zinc (30ug/l), se observd que teniendo en cuenta un factor de seguri-
dad de 1/100, los valores obtenidos en este trabajo se encuentran por debajo de los recomendados por
la Comision.

Por tanto, considerando los roles de C. granulatus en el ecosistema, se propone en el presente trabajo

unarevision, para los metales mercurio y zinc, de los niveles recomendados por la Comision Administradora
de la Plata (1990).
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Figura 6: Valores de CL50 obtenidos a partir de los bioensayos de exposiciéon a
zinc parala zoea |l de C. granulatus en funcién del tiempo de exposicion
Signos iguales indican diferencias estadisticas significativas (p<0,05).
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Figura 7: Valores de CL50 obtenidos de los bioensayos de exposicion a
plomo para zoea | de la C. granulatus en funcion del tiempo de exposicién.
Signos iguales indican diferencias estadisticas significativas (p<0,05).
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Figura 8: Valores de CL50 obtenidos de los bioensayos de exposicién a

mercurio parala zoeal de C. granulatus en funcién del tiempo de exposicidn.
Signos iguales indican diferencias estadisticas significativas (p<0,05).
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Figura 9: Porcentaje de mortalidad en funcién del tiempo de
exposicion de la zoea | de C. granulatus a zinc.
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Figura 10: Porcentaje de mortalidad en funcién del tiempo de
exposicién de la zoea | de C. granulatus a plomo.
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