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ResuMEN. El vertido de efluentes domésticos e industriales a los océanos es una de las principales formas de
contaminacion marina. El impacto de estos efluentes sobre el medio marino se puede estudiar a través de las
respuestas a distintos niveles de organizacién bioldgica dentro del ecosistema. El objetivo de este trabajo fue
evaluar respuestas bioquimicas (actividad de amilasas, proteasas alcalinas, lipasas, fenoloxidasa y pirogalol
peroxidasas) y ecoldgicas (abundancia, talla y estructura poblacional) del poliqueto Boccardia proboscidea ante la
exposicion ambiental a contaminacion cloacal, y explorar la relacion entre ellas. Para el estudio se seleccionaron
las zonas intermareales expuestas a dos efluentes cloacales con distintas caracteristicas: un efluente intermareal
sin tratamiento previo (Quequén) y un emisario submarino con tratamiento primario (Mar del Plata), ambos con
sus areas controles correspondientes. Los resultados no mostraron diferencias en la actividad de las enzimas
digestivas ni de las pirogalol-peroxidasas. En cambio, la actividad de la fenoloxidasa alcanzé el mayor valor
en el area impactada de Quequén, donde se registr6 la mayor densidad poblacional de B. proboscidea. Por otro
lado, los individuos del 4rea control de Quequén fueron de mayor talla respecto del resto de las areas. En
cuanto a la frecuencia de clases de edad (larva, juvenil, adulto), en el drea impactada de Quequén se registrd
el mayor valor de individuos adultos. El analisis de la relacion entre las respuestas bioquimicas, ecoldgicas y
las variables ambientales mostrd que la materia organica total y la densidad de B. proboscidea correlacionaron
lineal positivamente con la actividad de la fenoloxidasa. Estos resultados sugieren que la exposiciéon ambiental
al efluente cloacal de Quequén induciria cambios a nivel fisioldgico en los individuos de B. proboscidea, reflejado
por la alta actividad de la enzima fenoloxidasa, que, a su vez, se relacioné positivamente con la densidad
poblacional de esta especie.

[Palabras clave: contaminacion marina, Spionidae, biomarcadores, fenoloxidasa, Argentina]

AssTRrACT. Responses at different levels of biological organization of the Boccardia proboscidea polychaete
to sewage contamination. The discharge of domestic and industrial effluents into the oceans is one of the main
forms of marine pollution. The impact of these effluents on the marine environment can be studied through the
responses at different levels of biological organization within the ecosystem. The objective of this work was to
evaluate biochemical (amylases, alkaline proteases, lipases, phenoloxidase and pyrogallol peroxidases activity)
and ecological responses (abundance, size and population structure) of Boccardia proboscidea polychaetes to
sewage environmental exposure, and to explore the relationship among them. The intertidial zone exposed to
two sewage effluents with different characteristics were selected for the study: an intertidal effluent without
previous treatment (Quequén) and a submarine outfall with primary treatment (Mar del Plata), both with
their corresponding control areas. The results showed that no significant differences were found in the activity
of digestive enzymes, nor of the pyrogallol-peroxidases of B. proboscidea. In contrast, phenoloxidase activity
presented the highest values in the impacted area from Quequén. In turn, the highest population density of
B. proboscidea was recorded there. On the other hand, the individuals in the control area from Quequén were
longer than those from the rest of the areas. Regarding the frequency of age classes (larvae, juvenile and adult),
in the impacted area from Quequén, the highest value of adults individuals was recorded. The relationship
between the biochemical and ecological responses and the environmental variables showed that the total organic
matter in sediments and density of B. proboscidea presented a positive linear correlation with the activity of
phenoloxidase. Our results suggest that exposure to the Quequén sewage effluent would induce physiological
changes in B. proboscidea, reflected by the high activity of the enzyme phenoloxidase, which in turn showed a
positive relationship with the population density of this species.
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INTRODUCCION

La mayoria de los asentamientos urbanos se
encuentran sobre las costas de los distintos
continentes y generan, inevitablemente,
contaminacion marina. Una de las fuentes de
este tipo de contaminacion son las descargas
cloacales, que en muchas ocasiones se vierten
en los océanos sin tratamiento previo a través
de efluentes inter o submareales (emisarios
submarinos), alterando la estructura y la
dindmica de las comunidades bentdnicas
costeras (Muniz et al. 2013).

Elimpacto antropico en ambientes naturales
se puede estudiar a través de los efectos de
la contaminacion sobre los organismos. Para
ello, una de las herramientas que mas se
usan son los biomarcadores (Lomartire et al.
2021) (i.e., cambios bioquimicos, celulares,
fisiolégicos o comportamentales en los
organismos que revelan el/los efecto/s de
uno o mas contaminantes) (Amiard-Triquet
and Berthet 2015; Salomao et al. 2020; Tlili and
Mouneyrac 2021). Multiples investigaciones
en los ultimos afios demostraron la eficiencia
del uso de biomarcadores para evaluar el
estado de salud de los organismos y el riesgo
ambiental asociado a contaminacién (e.g., se
demostraron los efectos de la contaminacion
en enzimas digestivas [Charron et al.
2015], biomarcadores de estrés oxidativo
[Benedetti et al. 2015] y del sistema inmune
[Gao et al. 2020]). Asi, los biomarcadores se
consideran herramientas de alerta temprana
de contaminacién (Jemec et al. 2009), ya que
se espera que los efectos medibles a nivel
sub-individuo (molecular, celular, tisular)
aparezcan antes que se genere una alteracion
a niveles de organizacion bioldgica mayores
(poblacional, comunitario, ecosistémico)
(Markert 2007). Sin embargo, el perjuicio
hallado a nivel sub-individuo no implica
necesariamente un dafo a nivel poblacional o
comunitario. De esta manera, los estudios que
abordan los efectos de la contaminacion desde
distintos niveles de organizacion biologica son
utiles para ampliar el conocimiento acerca de
los posibles mecanismos que subyacen a los
dafos ecologicos (Seabra Pereira et al. 2014).
En particular, esto resulta interesante cuando
los organismos estudiados son especies
que muestran una respuesta positiva a la
contaminacién a nivel poblacional, ya que
pueden aumentar su abundancia y, de esta
forma, impactar en la biodiversidad de los
ensambles de los que forman parte.

A los poliquetos se los considera uno de los
mejores indicadores de disturbio ambiental
(Pearson and Rosenberg 1978; Elias et al. 2021).
Boccardia probosciden Hartman 1940 es una
especie que se utiliza como bioindicadora de
contaminacion orgdnica a nivel global. Existen
diversos estudios basados en respuestas a
nivel poblacional que reflejan como varian
diferentes parametros poblacionales, tales
como la abundancia (Llanos et al. 2021), la
estructura de tallas (Voullioz 2016) y los
patrones reproductivos (Jaubet et al. 2015)
de B. proboscidea ante la exposicion a la
contaminacion cloacal.

En el sudeste de la provincia de Buenos
Aires se pueden encontrar al menos dos
escenarios distintos de contaminacién
cloacal. Un primer escenario se ubica en Punta
Carballido, 4 km al este de Puerto Quequén.
Esta area presenta un efluente cloacal que
vierte las aguas residuales generadas por
casi 115400 habitantes de las ciudades de
Necochea y Quequén (Censo INDEC 2010).
El vertido se produce directamente sobre la
zona intermareal sin tratamiento previo, y el
volumen descargado es ~14000 m?/dia (Lopez
Gappa et al. 1990). El intermareal en la zona
de descarga se caracteriza por la presencia
de arrecifes de B. proboscidea compuestos
por cientos de miles de tubos de arena por
metro cuadrado (Hines 2018) que modifican
la estructura de toda la comunidad bentonica
intermareal (Saracho-Bottero et al. 2020). El
segundo escenario se ubica en la ciudad de
Mar del Plata. Hasta diciembre del 2014, los
residuos cloacales producidos por casi 600000
habitantes (Censo INDEC 2010) y cerca de 3
millones de turistas en verano (Bouvet et al.
2005) se vertian directamente al mar solo
con un pre-tratamiento (Sanchez 2014). En
2009 comenzo la construccion del emisario
submarino (ES), y durante ese periodo se
registrd la presencia de arrecifes del poliqueto
invasor B. proboscidea en la zona circundante a
la descarga. Como consecuencia, lacomunidad
bentdnica intermareal fue modificada (Jaubet
et al. 2011) y el desarrollo de arrecifes genero
una disminuciéon en los indices de riqueza,
equitatividad y diversidad de la comunidad
intermareal (Llanos et al. 2021). En diciembre
de 2014 se inaugurd oficialmente el ES, y a
mediados de 2018, la estacion depuradora
de aguas residuales (EDAR) (OSSE 2018).
Con el ES en funcionamiento, los vertidos se
descargan, luego de ser tratados (tratamiento
primario), sobre el submareal, a 4 km de la
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linea de costa. En consecuencia, se registrd
que la estructura de la comunidad bentonica
intermareal esta cambiando y esta adquiriendo
caracteristicas propias de las comunidades de
areas no impactadas o con impacto intermedio
(Cuello et al. 2019).

En este contexto, el objetivo de este trabajo
fue evaluar respuestas bioquimicas (actividad
de enzimas digestivas y relacionadas con el
sistema antioxidante e inmune) y ecologicas
(abundancia, talla y estructura poblacional) de
B. proboscidea frente a distintos escenarios de
contaminacion cloacal y explorar la relacion
entre ellas. En base a lo expuesto, las hipdtesis
aevaluar fueron: 1) las respuestas bioquimicas
y ecoldgicas de B. proboscidea son diferentes
frente a los distintos escenarios de exposicién
ambiental a la contaminacion cloacal, y 2)
las respuestas bioquimicas se relacionan de
forma positiva con las respuestas ecoldgicas en
el drea con descarga intermareal del efluente
cloacal, mientras que en el 4rea con descarga
submareal las variaciones bioquimicas no
implican una respuesta ecoldgica.

MATERIALES Y METODOS

Sitios de estudio y periodo de muestreo

El muestreo de ejemplares de B. proboscidea se
realiz en zonas intermareales de los partidos
de Necochea y Gral. Pueyrredén entre octubre
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y diciembre de 2019 dado que la poblacién
de esta especie alcanza picos reproductivos
durante el periodo estival (Jaubet et al. 2015).
Ambos intermareales estan compuestos por
plataformas de abrasion de loess consolidado
y presentan similitud morfologica, geoldgica
y biologica (ensamble de especies).

En Quequén (partido de Necochea) se
tomaron muestras donde desemboca el
efluente cloacal (Punta Carballido; 38°34'05”” S
-58°42'22" O; de aqui en adelante, llamada area
‘Quequén impactada’: QQ i). El area control
se ubicé 4 km al norte del area impactada
(Costa Bonita; 38°33'00"” S - 58°38'00”" O; area
‘Quequén control’: QQ c). En Mar del Plata
(partido de Gral. Pueyrredoén), se tomaron
muestras del intermareal donde actualmente
funciona el emisario submarino (37°56'2" S -
57°31'54” O; area ‘Mar del Plata impactada’:
MdP i) y en una playa ubicada 8 km al norte
del mismo (area ‘Mar del Plata control’: MdP
c) (Figura 1).

Medicion de variables ambientales

Al momento de colectar las muestras de
organismos se registré el pH, oxigeno disuelto
y salinidad en agua de mar mediante un
equipo multiparamétrico AQUARED AP 5000.
Se realizaron 3 mediciones al azar en el limite
inferior de la plataforma intermareal de cada
area de muestreo. Por otro lado, se tomaron
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Figure 1. Location of the
sampling sites in Buenos
Aires province. Necochea;
impacted area: QQ1i (where
the sewage effluent is
located) and control area:
QQ c¢ (Costa Bonita).
General Pueyrredén;
impacted area: MdP i (1-
1.2 km south of the effluent)
and control area: MdP ¢ (8
km north of the effluent).
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3 muestras aleatorias de sedimento (10-30 g)
en la zona media-inferior del intermareal. El
porcentaje de materia organica total (MOT)
fue determinado por el método de calcinacion
(Byers et al. 1978).

Obtencion y procesamiento de muestras para
andlisis bioquimicos

En cada area de muestreo se tomaron de
forma aleatoria 3 pooles de poliquetos (N=15-
20) mediante espatula. Las muestras fueron
tamizadas en el laboratorio a través de una
malla de 0.5 mm y los organismos de B.
proboscidea retenidos fueron inmediatamente
separados bajo una lupa binocular (LEICA
WILD MB3Z) y conservados a -20 °C. Luego,
las muestras fueron homogeneizadas con agua
destilada sobre hielo y centrifugadas durante
30 minutos a 10000 g y 4 °C. El sobrenadante
fue extraido y conservado a -20 °C hasta su
analisis.

En todos los homogenatos obtenidos se
realizé la determinacion de proteinas solubles
mediante el método de Bradford (1976)
utilizando albtimina de suero bovino (BSA)
como estandar. La actividad de proteasas
alcalinas fue determinada segtun Garcia-
Carrenio (1992), con azocaseina al 0.5% como
sustrato, disuelta en buffer Tris-HCl 50 mM
pH 8. Siguiendo a Nolasco Soria et al. (2018)
se realizé la determinacion de la actividad
de lipasas en microplacas, con B-naftil
caprilato (20mM en DMSO) como sustrato.
La actividad amilasas fue determinada segtin
Vega Villasante et al. (1999) a través de la
hidrolisis de almidén (1% p/v en buffer Tris). La
determinacion de la actividad de fenoloxidasa
(FO) fue determinada de acuerdo a Palmer et
al. (2011) utilizando L-DOPA como sustrato.
La actividad de las pirogalol peroxidasas
fue evaluada siguiendo la metodologia
de Lamela et al. (2005). La determinacién
de la actividad de amilasas y pirogalol
peroxidasas se realizd solo en las muestras
obtenidas en Quequén, ya que el volumen de
homogenato obtenido de las muestras de Mar
del Plata fue insuficiente para realizar todas
las mediciones. Todos los ensayos fueron
realizados por triplicado con dos blancos.
Todas las actividades enzimaticas fueron
medidas mediante un espectrofotometro de
microplacas SPECTROstar Nano BMG
LABTECH. Los valores obtenidos para las
actividades de proteasas alcalinas, lipasas,
amilasas y fenoloxidasa se presentan como
abs.min’.mg proteina™. Por otra parte, los
valores obtenidos para la actividad de las

pirogalol peroxidasas son expresados como
delta abs.min™.mg proteina™.

Obtencion y procesamiento de muestras para
andlisis ecoldgico

En cada area de muestreo se tomaron en
forma aleatoria 3 unidades muestrales (UM) en
rocas intermareales independientes, por medio
de un cilindro plastico de PVC (core) de 10 cm
de didmetro. Cada muestra fue conservada con
agua de mar en frascos de plastico y fijadas
con una solucion de formaldehido (5%) hasta
su posterior analisis.

Cada UM fue tamizada a través de una
malla de 0.5 mm. Luego, los organismos de
B. proboscidea retenidos fueron separados,
medidos y cuantificados. Debido a la alta
fragilidad de los especimenes, es muy comun
que durante la colecta y manipulacién de las
muestras los mismos se rompan o se corten.
Por lo tanto, para poder estimar el nimero
total de setigeros de los individuos rotos se
utilizé el modelo de regresiéon obtenido por
Vouilloz (2016). El mismo utiliza la medida
del ancho del quinto setigero (segmento mas
ancho con respecto al resto del cuerpo) para
estimar el largo (en niimero de setigeros) del
individuo roto. Por lo tanto, se midié el ancho
del quinto setigero de todos los individuos.
De esta manera, se obtuvo el largo total de
cada individuo. Todas las mediciones fueron
realizadas bajo lupa binocular (LEICA WILD
M3Z) con ocular micrométrico (aumento:
40x). Posteriormente, a cada individuo se lo
clasificé por clase de edad en larva, juvenil y
adulto siguiendo el modelo de Gibson (1997).
Las larvas presentan hasta 16 setigeros, los
juveniles entre 17 a 45 setigeros y los adultos
mas de 45 setigeros.

Andlisis de datos

Para determinar si existen diferencias
en las variables ambientales, la actividad
enzimatica de las enzimas proteasas, lipasas
y fenoloxidasa, la densidad (individuos/m?)
y las tallas (largo) de B. proboscidea entre las
areas de muestreo se realizaron ANOVAs.
Las areas de muestreo fueron utilizadas como
niveles del factor. Para las enzimas amilasas
y peroxidasas (registradas solo en Quequén),
se aplicéd una prueba t de Student para
muestras independientes. Ambas pruebas se
realizaron luego de corroborar los supuestos
de normalidad (prueba de Shapiro-Wilks) y
homocedasticidad (prueba de Levene) (Zar
1999). Cuando el analisis fue significativo,



34 M ORTELLS PRIVITERA ET AL

se evaluaron las diferencias entre areas con
una prueba a posteriori de Tukey. En los casos
en que las variables no cumplieron con los
supuestos de normalidad u homocedasticidad,
se las transformd aplicando raiz cuadrada
(Zar 1999). Si las variables transformadas
aun no hubieran cumplido los supuestos de
normalidad u homocedasticidad, se aplico un
método no parameétrico. Para todos los analisis
se considerd un nivel de significancia de 0.05
y se utilizé el software R, version 3.6.2 (R Core
Team 2020).

Para analizar qué tipo de clases de edad
(larva, juvenil, adulto) fue la mas frecuente
en cada area de estudio se realizd una tabla
de contingencia de dos vias: ‘sitio” y ‘clase de
edad’. Las diferencias fueron evaluadas por
medio de una prueba de Chi-cuadrado (Zar
1999).

Para determinar la relacién entre las
respuestas bioquimicas, ecoldgicas y las
variables ambientales se realiz6 un analisis
de componentes principales (ACP) (Zar
1999). De este analisis se obtuvo, ademas, la
matriz de correlacion entre todas las variables.
La significancia del modelo factorial (o la
extraccion de los factores) fue evaluada por
medio de la prueba KMO (Kaiser, Meyer y
Olkin) y la prueba de esfericidad de Bartlett
con un nivel de significancia de 0.05 (Wold et
al. 1987).

ResuLTADOS

Caracterizacion ambiental de las dreas de estudio

La media aritmética (+SEM) de las variables
utilizadas para la caracterizacion ambiental
se observan en la Tabla 1. Con respecto a la
salinidad, no hubo diferencias entre las areas
(Kruskal-Wallis: P>0.05). El menor valor de pH
se registrd en el area impactada de Quequén
(8.18+0.04) y fue diferente al area control de
Quequén (Tukey: P<0.05). Dentro del sitio Mar
del Plata no hubo diferencias en el pH. Por otro
lado, se observaron diferencias en los valores
de pH entre el drea control de Mar del Plata
y el area impactada y control de Quequén y
entre el drea impactada de Mar del Plata y
Quequén (Tukey: P>0.05). Los valores de
oxigeno disuelto mostraron diferencias entre
el area control de Quequén y el resto de las
areas (Tukey: P<0.05), presentando este area
el valor mas alto registrado (9.88+0.23 mg/L).
Por altimo, no se detectaron diferencias en la
MOT entre las areas (ANOVA: F=1.07; g.1.=3;
P>0.05).

Ecologia Austral 33:030-042

Respuestas bioquimicas

Respecto a las enzimas digestivas, no se
detectaron diferencias en la actividad de las
proteasas alcalinas entre las 4reas de estudio
(ANOVA: F=3.07; g.1=3; P>0.05) (Figura 2a).
La actividad de las lipasas tampoco difirio
significativamente entre las areas en ambos
sitios (ANOVA: F=1.31; g.1.=3; P>0.05), aunque
se observa una tendencia hacia mayores
valores en las areas impactadas (Figura 2b).
En cuanto a la actividad de amilasas, no se
encontr6 diferencias entre el drea impactada
y control de Quequén (prueba de t: P>0.05)
(Figura 2c). Por otra parte, la actividad de la
fenoloxidasa fue significativamente mayor
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Figura 2. Actividad de proteasas alcalinas (a), lipasas
(b) y amilasas (c) en las areas de muestreo Mar del
Plata control (MdP c), Mar del Plata impactada (MdP i),
Quequén control (QQ ¢) y Quequén impactada (QQ i).
El borde superior e inferior de las cajas corresponden al
25%-75% percentil, la linea en el interior de las cajas indica
la mediana y las lineas verticales representan méaximos
y minimos.

Figure 2. Alkaline proteases (a), lipases (b) and amylases
activities (c) in the sampling areas Mar del Plata control
(MdP c), Mar del Plata impacted (MdP i), Quequén
control (QQ ¢) and Quequén impacted (QQ i). The
upper and lower edges of the boxes correspond to the
25%-75% percentile, the line inside the boxes indicates
the median, and the vertical lines represent maximums
and minimums.
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Tabla 1. Variables ambientales determinadas en las areas de muestreo. QQ c: Quequén control; QQ i: Quequén impactada;
MdP c: Mar del Plata control; MdP i: Mar del Plata impactada. Letras diferentes indican diferencias significativas

dentro de una variable (P<0.05).

Table 1. Environmental variables determined in the sampling areas. QQ c: Quequén control; QQ i: Quequén impacted;
MdP c: Mar del Plata control; MdP i: Mar del Plata impacted. Different letters indicate significant differences within

a variable (P<0.05).
Salinidad (ups) pH Oxigeno disuelto (mg/L) MOT (%)
QQc 34.5+0.29 8.18+0.04¢ 9.88+0.232 1.53+0.27
QQi 36.2+1.85 7.84+0.09° 8.03+0.40° 2.78+1.57
MdP ¢ 34.2+0.18 8.48+0.01¢ 8.14+0.03° 1.57+0.19
MdP i 34.7+0.05 8.42+0.06 8.11+0.12° 1.42+0.13
gt —— setigeros (area impactada; max=119, min=31)
i ' y 81+17.7 setigeros (area control; max=131,
= 0.4 min=35); mientras tanto, en Mar del Plata, el
£ _ B largo promedio fue 50+15.15 setigeros (area
5 034 b impactada; max=105, min=16) y 55+11 setigeros
& — a (area control; max=91, min=23). El largo de los
e Ve I:‘ = — individuos vario significativamente entre las
E — indivi g
2 0.1 i areas. Los ejemplares colectados en el drea
- St QQe QQi control de Quequén fueron mas largos que los
colectados en el resto de las areas (ANOVA:
F=5.4; g.1=3; P<0.05) (Figura 4).
2 b TR
® o La densidad poblacional de B. proboscidea
§0_4_ fue significativamente diferente entre el
= l area impactada de Quequén y las demas
- O — areas (ANOVA: F=9.34; g.1=3; P<0.05)
® ; (Figura 5), alcanzando una densidad media
% 02 | de 82735+36299 individuos/m?. La menor
: : densidad poblacional fue encontrada en el
QQc QQi area control de Quequén, con una media de
Area 256441049 individuos/m?>.

Figura 3. Actividad de fenoloxidasa (a) y pirogalol
peroxidasas (b) en las dreas de muestreo Mar del Plata
control (MdP c), Mar del Plata impactada (MdP i),
Quequén control (QQ c) y Quequén impactada (QQ i).
Los bordes superior e inferior de las cajas corresponden al
25%-75% percentil, la linea en el interior de las cajas indica
la mediana y las lineas verticales representan maximos
y minimos. Las letras diferentes indican diferencias
significativas (P<0.05).

Figure 3. Phenoloxidase (a) and pyrogallol peroxidases (b)
activities in the sampling areas Mar del Plata control (MdP
¢), Mar del Plata impacted (MdP i), Quequén control (QQ
¢) and Quequén impacted (QQ i). The upper and lower
edges of the boxes correspond to the 25%-75% percentile,
the line inside the boxes indicates the median, and the
vertical lines represent maximums and minimums.
Different letters indicate significant differences (P<0.05).

en el area impactada de Quequén (ANOVA:
F=13.01; g.1.=3; P<0.05) (Figura 3a). La actividad
de las pirogalol peroxidasas no difirié entre el
area impactada y control de Quequén (prueba
de t: P>0.05) (Figura 3b).

Respuestas ecologicas

Se midié un total de 2764 individuos
de B. proboscidea. El largo promedio de
los individuos en Quequén fue 60+13.13
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Figura 4. Largo (n° setigeros) de B. proboscidea en las areas
de muestreo Mar del Plata control (Mdp c), Mar del Plata
impactada (MdP i), Quequén control (QQ c) y Quequén
impactada (QQ i). Los bordes superior e inferior de las
cajas corresponden al 25%-75% percentil, la linea en el
interior de las cajas indica la mediana y las lineas verticales
representan maximos y minimos. Las letras diferentes
indican diferencias significativas (<0.05).

Figure 4. Length (n° setigers) of B. proboscidea in the
sampling areas: Mar del Plata control (MdP c), Mar del
Plata impacted (MdP i), Quequén control (QQ c) and
Quequén impacted (QQ i). The upper and lower edges
of the boxes correspond to the 25%-75% percentile, the line
inside the boxes indicates the median and the vertical lines
represent maximums and minimums. Different letters
indicate significant differences (P<0.05).
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Figura 5. Densidad poblacional de B. proboscidea en las
areas de muestreo Mar del Plata control (MdP c), Mar
del Plata impactada (MdP i), Quequén control (QQ c) y
Quequén impactada (QQi). Los bordes superior e inferior
de las cajas corresponden al 25%-75% percentil, la linea
en el interior de las cajas indica la mediana y las lineas
verticales representan maximos y minimos. Las letras
diferentes indican diferencias significativas (P<0.05).

Figure 5. Population density of B. proboscidea in the
sampling areas: Mar del Plata control (MdP c), Mar del
Plata impacted (MdP i), Quequén control (QQ c) and
Quequén impacted (QQ i). The upper and lower edges
of the boxes correspond to the 25%-75% percentile, the
line inside the boxes indicates the median, and the vertical
lines represent maximums and minimums. Different
letters indicate significant differences (P<0.05).

2000 -

i
o]
(=]
o

" Adultos
Juveniles

1600 -
1400 -
1200
1000 -
800 -
600 -

400 -

2007 .
o | NN - - -

QQc QQi MdP ¢ MdP i

Abundancia de Boccardia proboscidea

Figura 6. Abundancia de adultos y juveniles de B.
proboscidea (n° de individuos/unidad muestral) en las
areas de muestreo Mar del Plata control (MdP c), Mar
del Plata impactada (MdP i), Quequén control (QQ c) y
Quequén impactada (QQ i).

Figure 6. Abundance of adults and juveniles of B.
proboscidea (number of individuals/sample unit) in the
sampling areas: Mar del Plata control (MdP c), Mar del
Plata impacted (MdP i), Quequén control (QQ c) and
Quequén impacted (QQ i).

La distribucién de las clases de edad
fue diferente entre las areas de muestreo
(prueba de X* 439.17; g.1.=3; P<0.05). En el
area impactada de Quequén se registro el
mayor valor de individuos adultos (N=1769),
mientras que la mayor cantidad de juveniles
fue registrada en el area impactada de Mar del
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Plata (N=185). Un dato a destacar es que no se
encontraron larvas en las dreas de muestreo
(Figura 6).

Relacidn entre las respuestas bioquimicas,
bioldgicas y las variables ambientales

El ACP muestra que el porcentaje de
varianza explicado por los dos primeros ejes
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Figura 7. Biplot de los dos primeros componentes del
ACP representando las variables bioquimicas, ecoldgicas
y ambientales. S: salinidad; LT: largo total; OD: oxigeno
disuelto; MOT: materia orgéanica total.

Figure 7. Biplot of the first two components of the
PCA representing the biochemical, ecological and
environmental variables. S: salinity; LT: total length; OD:
dissolved oxygen; MOT: total organic matter.
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Figura 8. Biplot de los dos primeros componentes del ACP
y las areas de muestreo Mar del Plata control (MdP c), Mar
del Plata impactada (MdP i), Quequén control (QQ c) y
Quequén impactada (QQ i).

Figure 8. Biplot of the first two components of the PCA
and the sampling areas: Mar del Plata control (MdP c),
Mar del Plata impacted (MdP i), Quequén control (QQ c)
and Quequén impacted (QQ i).
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Tabla 2. Matriz de correlacion (R?) entre las variables ambientales y respuestas a diferentes niveles de organizacion
bioldgica. Los valores en negrita indican diferencias significativas (P<0.05). FO: fenoloxidasa; S: salinidad; OD: oxigeno

disuelto; L: largo total del cuerpo; MOT: materia organica total.

Table 2. Correlation matrix (R?) between environmental variables and responses at different levels of biological
organization. Values with bold indicate significant differences (P<0.05). FO: phenoloxidase; S: salinity; OD: dissolved

oxygen; L: total body length; MOT: total organic matter.

Correlacion Densidad B. Proteasas  Lipasas FO S pH OD L MOT
proboscidea
Densidad B. 1 -0.1 -0.2 0.6 -0.6 -0.8 -0.5 -0.5 0.3
proboscidea
Proteasas -0.1 0.41 1 0.6 -02  -006 04 -0.6 -0.3 -0.1
Lipasas 0.2 0.26 0.6 1 02 02 04 02 0.06 0.2
FO 0.6 0.01 0.2 0.2 1 05 -07 -03 04 0.9
S -0.5 0.02 -0.06 0.2 -0.5 1 0.6 0.4 0.1 -0.3
pH 0.8 0 04 0.4 07 06 1 005 001 0.5
OD -0.5 0.05 -0.7 -0.2 -0.3 04  0.05 1 0.7 -0.1
L 0.5 0.05 0.3 0.06 04 01 001 07 1 0.3
MOT 03 0.17 0.1 02 09 03 05 -01 03 1

es del 69.77% (41.93% eje 1y 27.84% eje 2).
Las variables que mas contribuyeron en la
formacion del primer componente fueron la
actividad de fenoloxidasa, la densidad de B.
proboscidea, el pH y la materia organica total.
En este eje (CP 1) se observa que la densidad
de B. proboscidea, la actividad de fenoloxidasa
y la materia organica total aumentan hacia
el area impactada de Quequén, mientras
que el pH aumenta hacia el area control de
Quequén (Figuras 7 y 8). Las variables materia
organica total y densidad de B. proboscidea
presentaron una correlacion lineal positiva con
la actividad de fenoloxidasa (P<0.05) (Tabla
2). Por otro lado, las variables con mayor
contribucién para el componente 2 (CP 2)
fueron la actividad de proteasas, la actividad
de lipasas, el oxigeno disuelto y el largo del
cuerpo. En este eje se observa que el largo del
cuerpo y el oxigeno disuelto aumentan hacia
el area control de Quequén y la actividad de
las proteasas y lipasas aumenta hacia el area
impactada de Mar del Plata (Figuras 7 y 8).
Ambos componentes mostraron una clara
separacion entre los sitios de estudio. A su vez,
el area impactada de Quequén es diferente a
su area de referencia. Por el contrario, ambas
areas de Mar del Plata no mostraron un claro
patron de separacion (Figura 8).

Discusion

El presente estudio analiza la relacion
entre respuestas bioquimicas y ecoldgicas de
Boccardia proboscidea ante la contaminacion
por efluentes cloacales. Se estudiaron dos
escenarios distintos de exposicion ambiental
a la contaminacion cloacal: el vertido directo
y sin tratamiento de los efluentes a la costa

(vertido intermareal) y el vertido mediante
emisario submarino (4 km mar adentro) con
tratamiento primario (vertido submareal).
El uso de biomarcadores y de indicadores
ecoldgicos permitié analizar de manera
integral los efectos de la contaminacion cloacal
a diferentes niveles de organizacion bioldgica
(sub-individuo, individuo, poblacién).

El analisis de las respuestas a nivel
sub-individuo en organismos expuestos
a condiciones ambientales adversas es
una herramienta ttil para detectar dafios
tempranos en poblaciones y comunidades
(Wu et al. 2005; Galloway 2006; Jemec et
al. 2009). En los invertebrados marinos se
demostro que la actividad de las enzimas
digestivas presenta una gran plasticidad segtin
las condiciones ambientales, por lo que se las
utiliza como biomarcadores de diferentes
tipos de contaminacion (Dedourge-Geffard et
al. 2013; Charron et al. 2015). Sin embargo, la
informacion disponible respecto a la respuesta
de estas enzimas a la contaminacion por
efluentes cloacales es escasa. En un estudio
previo realizado en Quequén se encontrd
que la actividad media de proteasas alcalinas
y lipasas en el cirripedio Balanus glandula fue
mayor en los organismos colectados en sitios
cercanos a la descarga de aguas residuales
(Laitano et al. 2018). Sin embargo, en el
presente estudio no se encontrd un patrén claro
que indique el efecto del efluente cloacal en las
actividades de las proteasas alcalinas, lipasas
y amilasas en B. proboscidea. Considerando
que hay poca evidencia de las respuestas de
enzimas digestivas de invertebrados marinos
a la contaminacion por efluentes cloacales y
que la respuesta ante cualquier estresante
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varia entre especies (Cotou et al. 2013), seria
interesante estudiar estos biomarcadores en
otras especies.

Por otro lado, la actividad de la enzima
fenoloxidasa en B. proboscidea fue mas alta
en el area impactada de Quequén. Diversas
investigaciones registraron tanto una
sobreexpresion significativa de los genes
que codifican para la profenoloxidasa (forma
inactiva de la fenoloxidasa) (Luna-Gonzalez
et al. 2013) como un aumento significativo
de la actividad de la fenoloxidasa (Mydlarz
and Harvell 2007; Castro et al. 2018) en
invertebrados expuestos a organismos
patégenos. Dado que en el drea impactada
de Quequén se vierten continuamente las
aguas residuales sobre la zona intermareal
sin tratamiento previo, la carga de
microorganismos potencialmente patogenos
en el ambiente es elevada (Becherucci et al.
2018; Saracho-Bottero et al. 2020). Por lo
tanto, la mayor actividad de esta enzima en
B. proboscidea del drea impactada de Quequén,
estaria indicando una respuesta inmune
acrecentada por la contaminacion cloacal.

En este contexto, considerando que el
desencadenamiento de la respuesta inmune
incrementa la producciéon de ROS, seria
esperable que los individuos de B. proboscidea
del area impactada de Quequén también
se encuentren ante procesos de estrés
oxidativo. Multiples estudios evidencian un
incremento de las defensas antioxidantes,
tanto moleculares como enzimaticas,
en invertebrados marinos expuestos
a contaminacién por aguas residuales
(Galloway and Depledge 2001; Machado et
al. 2014; Zanette et al. 2015). Por otro lado,
existen evidencias de que condiciones de
hipoxia aumentan las actividades de la
catalasa, glutation peroxidasa y el nivel de
peroxidacion lipidica en invertebrados (Vidal
et al. 2002). Sin embargo, la actividad de las
pirogalol peroxidasas en B. proboscidea no
present6 diferencias entre el drea impactada
y control de este sitio (Quequén). Aunque
no se haya encontrado un indicio de estrés
oxidativo a partir de estos resultados, no
puede descartarse que los individuos estén
bajo dicha condicién, ya que para hacerlo seria
necesario contar con la medicion de multiples
biomarcadores.

Las respuestas a nivel individual y
poblacional de los efectos de la exposicion a la
contaminacion cloacal también se utilizan para
evaluar el estado de salud de un ambiente.
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A los poliquetos se los considera indicadores
biologicos de la calidad ambiental del medio
marino a nivel global (Elias et al. 2021).
Los cambios en la densidad poblacional de
estos organismos pueden dar indicios de
las condiciones en las que se encuentra un
ambiente o ecosistema (Goodsell et al. 2009;
De la Ossa Carretero 2011). En particular,
B. proboscidea prolifera en ambientes con
un aporte excesivo de materia organica
generado por efluentes cloacales (Jaubet et
al. 2011; Garaffo et al. 2015; Saracho-Bottero
et al. 2020). En el presente estudio, el area
impactada de Quequén presentd la mayor
densidad poblacional de B. proboscidea, y
este resultado coincide con el estudio de
Saracho-Bottero et al. (2020). La densidad
poblacional de una especie, asi como el
crecimiento individual (talla), depende de
muchos factores ecoldgicos sinérgicos; entre
ellos, la disponibilidad de alimento, el espacio,
las condiciones ambientales locales y el tipo de
interacciones (intra e interespecificas), entre
otros (Paine 1994). En el caso de B. proboscidea,
tanto el aumento en su abundancia como el
crecimiento de la longitud corporal estarian
presumiblemente ligados a la disponibilidad
de alimento (Surugiu and Feunteun 2008;
Voullioz 2016) y al espacio disponible. Por
otro lado, el area impactada de Mar del Plata
presenté menor densidad poblacional de B.
proboscidea que el area impactada de Quequén.
Estos resultados indicarian que el ambiente
intermareal circundante a la descarga cloacal
mediante emisario submarino se encuentra
en plena transicion hacia una mejoria de la
calidad ambiental, como sugirieron Cuello et
al. (2019).

Con respecto a la estructura poblacional de B.
proboscidea, el area control de Quequén mostrd
un proporciéon menor de individuos adultos,
pero de mayor talla. Esto se podria relacionar
con un menor estrés ambiental en esta area,
por lo que los individuos crecerian en longitud
a pesar de que los recursos disponibles limiten
su densidad poblacional (en este caso, sin un
aporte continuo de alimento). Por el contrario,
el area impactada de Quequén tuvo una mayor
proporcion de individuos adultos, pero de
menor talla que el area control. Esto indicaria
que ante la exposicion a un ambiente fisico
contaminado, los individuos limitarian su
crecimiento individual pese a contar con un
suministro continuo de alimento, y aumentan
su reproduccion para asegurar la descendencia
y la colonizacién del espacio. La presencia de
adultos de menor talla también podria deberse
a la alta densidad poblacional encontrada.
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Por otro lado, ademas de la disponibilidad de
alimento, la alta abundancia de B. proboscidea
en areas impactadas con efluentes cloacales
intermareales se relaciona con su estrategia
reproductiva (Jaubet et al. 2015). Esta especie
presenta poecilogonia, un tipo de desarrollo
embrionario basado en la producciéon de mas
de un tipo de puesta/descendencia dentro de
una misma especie (Giard 1905). Las puestas
de B. proboscidea incluyen polimorfismo larval,
es decir, dos tipos de larvas: planctotroficas
(larvas que se alimentan de plancton) y
adelfofagicas (larvas que se alimentan de
huevos no fecundados o de larvas hermanas
y que eclosionaran como juveniles bentdnicos).
De esta manera, la especie asegura la
dispersion de las larvas a nuevos habitats
y la construccidon de poblaciones locales
simultdneamente en el tiempo (a partir de una
misma puesta) (Blake and Kudenov 1981). Con
este tipo de reproduccion, la especie garantiza
una alta tasa de colonizacidon (caracteristica
tipica de especies oportunistas). En el presente
estudio no se encontraron larvas en los sitios
de estudio; sin embargo, estudios previos
informan una gran abundancia de larvas y
juveniles en sitios con alto grado de disturbio
(Jaubet et al. 2015; Vouilloz 2016; Hines 2018).
La estructura poblacional hallada (sin huevos
ni larvas) se podria relacionar con poblaciones
formadas sobre todo por adultos que atin no
maduraron o en etapas tardias de reproduccion
(todas las larvas ya desarrolladas a juveniles y
adultos). Si bien los muestreos de este estudio
se realizaron en época del pico reproductivo
de la especie (primavera y principios de
verano), los ejemplares adultos colectados
en todas las areas no evidenciaron madurez
sexual, por lo que la segunda opcidn seria la
mas probable.

El principal hallazgo obtenido en este
estudio fue que la variacién en la actividad
de la enzima fenoloxidasa podria tener
implicancias en las poblaciones de B.
proboscidea. Tanto la densidad de esta especie
como la materia orgénica total en sedimentos
se correlacionaron positivamente con los
niveles de actividad de esta enzima hacia

el area impactada de Quequén. Como se
menciond antes, la fenoloxidasa forma parte
del sistema inmune de invertebrados, y
estudios previos demostraron que organismos
con bajas actividades de esta enzima son mas
susceptibles a enfermedades (Palmer et al.
2011). Becherucci et al. (2018) estudiaron
la comunidad intermareal alrededor de la
descarga cloacal de Quequén y mostraron
la dominancia de B. proboscidea acompafiada
por altos valores de materia organica en los
sedimentos y altos valores de enterococos
fecales. Por lo tanto, es probable que B.
proboscidea mantenga su sistema inmune
estimulado para sostener sus altas densidades
en el sitio impactado por el efluente cloacal
en Quequén.

CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio
sugieren que la exposicion al efluente cloacal
intermareal sin tratamiento previo induciria
cambios a nivel fisioldgico en los individuos
de Boccardia proboscidea, reflejados por la alta
actividad de la enzima fenoloxidasa, la que, a
su vez, muestra una correlacion positiva con
la densidad poblacional. Asi, la actividad de
esta enzima podria ser un biomarcador de
alerta temprana de efectos adversos para la
comunidad, ya que se demostré ampliamente
que altas densidades de esta especie conllevan
a un detrimento de la diversidad en la
comunidad intermareal que habita. Por lo
tanto, el estudio de otros biomarcadores
del sistema inmune y a nivel comunitario
resultan de interés para evaluar si a partir de
los primeros se podria predecir el deterioro de
estos ecosistemas.
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