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CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1. IMPACTO AMBIENTAL Y ECONOMICO DE LA INVASION DEL MEJILLON DORADO

El mejillon dorado, Limnoperna fortunei (Dunker, 1857), es una especie de molusco bivalvo
introducida en la Cuenca del Plata. Es un mejillon de agua dulce, de habito de vida epifaunal
(organismo que habita sobre la superficie de un sustrato duro de los ambientes acuaticos). L.
fortunei se alimenta por filtracidn, presenta comportamiento gregario, sus larvas son
plancténicas, es un organismo de vida corta, crecimiento rdpido, rapida maduracidn sexual y
alta fecundidad (Darrigran y Damborenea, 2011). En vista de las caracteristicas biolégicas y
ecolégicas del molusco, asi como el ambiente favorable en los paises sudamericanos para su
proliferacién, el mejillén dorado se ha convertido en una especie exética invasora. La invasion
biolégica de esta especie ha causado impactos ambientales y econdmicos, que causaron
cambios estructurales y funcionales en los ecosistemas y dafio a las actividades humanas
(Darrigran y Damborenea, 2011).

Segun la definicion del Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible (MADS), el impacto
ambiental se define como toda modificacién significativa, positiva o negativa, producida sobre
el ambiente y la calidad de vida de la poblacién como consecuencia del desarrollo de obras o
actividades (https://www.argentina.gob.ar/ambiente/desarrollo-sostenible/evaluacion-
ambiental/guias-de-evaluacion-ambiental/esia). El comercio maritimo es una actividad humana
gue ha tenido como consecuencia la introduccién, en forma no intencional, del mejillon dorado
en América del Sur a través del agua de lastre, y que ha logrado invadir la Cuenca del Plata (rios
Rio de la Plata, Uruguay, Parand, Paraguay y cuerpos de agua anexos), la Cuenca del Guaibay la
Cuenca del San Francisco (Matschke, 2020).

1.1.1. Impacto ambiental del mejillén dorado

El mejillén dorado se ha encontrado con una densidad maxima de 170.000 ind./m? de individuos
adultos en el Rio de la Plata (Darrigran y col., 2003), una densidad méxima de 210.000 ind./m?
de individuos con una longitud valvar menor a 1 mm en el Delta del Parana (Sylvester, 2006;
Sylvester y col., 2007a), y hasta 701.000 ind./m? en la playa Bagliardi (Spaccesi y Rodrigues,
2012). La densidad de mejillones adultos (> 5-7 mm) suelen encontrarse por debajo de 10.000
ind./m? (Correay col., 2015). En la Figura 1.1 se muestran las colonias de mejillén dorado en las
costas del Lago San Roque, Carlos Paz (Cérdoba).

Por su parte, las densidades larvarias mas altas registradas de L. fortunei fueron de alrededor de
100.000 ind./m*® (Darrigran y col., 2007; Nakano y col. 2010), pero tales valores son
excepcionales. Durante los meses de maxima reproduccion, las densidades larvarias oscilan
normalmente entre 6000 y 7000 ind./m?3, mientras que en junio-septiembre descienden a < 1000
ind./m?3 (Boltovskoy y col., 2015a).


https://www.argentina.gob.ar/ambiente/desarrollo-sostenible/evaluacion-ambiental/guias-de-evaluacion-ambiental/esia
https://www.argentina.gob.ar/ambiente/desarrollo-sostenible/evaluacion-ambiental/guias-de-evaluacion-ambiental/esia
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Figura 1.1. Colonias de mejillon dorado sobre la costa del Lago San Roque, Carlos Paz (Cérdoba), noviembre
2020. Fotografias: Viviana Martinez para esta tesis.

Al igual que la gran mayoria de los bivalvos, tanto de agua dulce como marinos, L. fortunei se
alimenta de particulas de material organico suspendidas en el agua. Para ello filtra el liquido a
través de las branquias, estructuras especializadas que retienen el material particulado, parte
del cual es ingerido. La cantidad de material nutritivo presente en las aguas de rios y lagos es
normalmente muy baja, generalmente menos de 1 mg por litro, motivo por el cual los
organismos filtradores deben procesar volimenes de agua muy altos para satisfacer sus
demandas energéticas, de crecimiento y reproductivas (Sylvester y col., 2006). En consecuencia,
cuando la densidad poblacional que se alimenta de esta manera es alta, su actividad filtradora
suele afectar profundamente a los ecosistemas donde habitan. La actividad alimentaria de estos
bivalvos aumentan las concentraciones de nutrientes y alteran sus proporciones, en particular,
aumenta la proporcion de fésforo a nitrogeno (P: N) (Conroy y Culver, 2005; Cataldo y col.
2012b).

El mejillon dorado tiene una alimentacidn no selectiva, siendo capaz de consumir todos los tipos
algales e incluso organismos del zooplancton (Rojas Molina y col., 2010, 2012; Cataldo y col.,
2012a; Frau y col., 2013). Sin embargo, el bivalvo presenta un mayor consumo de particulas
pequefias (< 1Imm) mientras que el plancton de mayor tamafio se selecciona negativamente.
Dada las elevadas tasas de clareado del agua (Sylvester y col., 2005), la alimentacion de estos
moluscos filtradores impacta de la siguiente manera: por un lado, el material particulado es
extraido de la columna de agua y transferido a los sedimentos (como heces o pseudoheces),
como consecuencia el agua es mas transparente y se incrementa la penetracién de la luz en la
columna de agua. El fondo es enriquecido con material organico, y se activa la degradacién y
mineralizacidn, lo cual afecta las cantidades de nutrientes inorganicos en la columna de agua,
incidiendo sobre la cantidad y tipo de fitoplancton. Se crea un medio propicio para el
crecimiento de hidrdfitas (Matschke, 2020).

Debido a la alta capacidad reproductiva de este bivalvo, las poblaciones crecen rapidamente
formando densas y homogéneas capas de mejillones modificando la biodiversidad benténica.
Los bivalvos nativos infaunales que, por su tipica forma de vida dejan expuesta 1/3 de su
conchilla, son utilizados por L. fortunei para fijarse y hacen que estas especies nativas se vean
imposibilitadas de poder moverse (enterrarse o semi-desenterrarse) o abrir o cerrar sus valvas,
a medida que estos mejillones lo usan como sustrato y compiten por el alimento. Estas especies,
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al igual que otros invertebrados y plantas acuaticas se ven desplazados, son obligados a migrar
debido a ese cambio de habitat (Darrigran y Damborenea, 2006a; Matschke, 2020).

El establecimiento del mejillén dorado en la Cuenca del Plata fue la primera incorporacién de un
bivalvo epifaunal a la comunidad de agua dulce, alterando la abundancia y composicién de las
comunidades de macroinvertebrados benténicos. Esas densas poblaciones de L. fortunei,
crearon un microhabitat para diferentes taxas de invertebrados. Las invasiones de L. fortunei
pueden generar eliminacion de diferencias regionales en la fauna benténica afectando a la
biodiversidad nativa; y la gran biomasa asociada a las altas densidades del mejillon puede
impactar en las cadenas alimentarias. Segun Darrigran (2002) el habito de vida es atipico para el
agua dulce de la Region Neotropical, ya que en general los bivalvos de agua dulce presentan una
forma de vida infaunal y en cambio el mejillén dorado lo hace en forma epifaunal ocupando asi
un nicho previamente vacante y no teniendo por el momento algin tipo de competencia
interespecifica que afecte negativamente su presencia en el ambiente. Si presenta en cambio
depredadores como peces. Se encontrd que la boga comun (Leporinus obtusidens Valenciennes,
1846) en el Rio de la Plata experimentd un cambio de dieta alimentandose casi exclusivamente
de L. fortunei (Penchaszadeh y col., 2000). Por otra parte, Cataldo (2015) sefala que existen casi
50 especies de peces que se alimentan del mejillén dorado. Pero a pesar de que existan estos
depredadores, este hecho no se considera suficiente como reguladora de las poblaciones de L.
fortunei.

Ademas de los peces, se ha sugerido que hay especies de mamiferos acudticos, aves y
numerosos invertebrados (crustdceos, hirudineos, gasterépodos) que pueden consumir o
predar sobre L. fortunei (Darrigran y col., 1998; Sylvester y col., 20073, b).

Las acciones especificas de manejo ambiental del mejilldn dorado en el Rio de la Plata, pueden
clasificarse en medidas de prevencién, planes de erradicaciéon y control. Sin embargo las
acciones de erradicacion no son actualmente factibles, debido al extenso territorio invadido
desde su ingreso hace 30 afos (Matschke, 2020).

1.1.2. Impacto econdmico del mejillén dorado

Los efectos potenciales y conocidos del mejillén dorado sobre el ecosistema son dificiles de
calificar. Algunos de ellos son claramente negativos desde el punto de vista del aprovechamiento
del recurso hidrico por parte del hombre, pero hay otros que podrian ser neutros y algunos
positivos. Por otro lado, practicamente todos los impactos provocados por L. fortunei en los
sistemas industriales que utilizan aguas invadidas con el bivalvo para sus procesos, han sido
negativos (Cataldo y col., 2003; Perepelizin y Boltovskoy, 2011; Perepelizin, 2011). Se han
observado serios inconvenientes como el taponamiento de los filtros y las rejas de las tomas de
agua, asi como de cafios, intercambiadores de calor, condensadores y otros equipos que
representan las dificultades mas comunes para las industrias y plantas de generacién de energia
que utilizan agua sin tratamiento de rios y lagos en sus procesos, en especial para refrigeracion
(Cataldo y col., 2003; Perepelizin, 2011).

Darrigran y Damborenea (2006) resumen los problemas causados en la regién neotropical con
seis puntos principales:

1.- Reduccidn de los didmetros de las cafierias.
2.- Bloqueo de caiierias.
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3.- Decrecimiento de la velocidad del agua (esto se debe a que el sistema esta disefiado para
que el agua circule con flujo laminar, pero la fijacién de los mejillones a las paredes ocasionan
un flujo turbulento; por lo tanto, para la circulacién de la misma cantidad de agua, el intervalo
de tiempo sera mayor).

4.- Oclusién por acumulacién de valvas vacias.

5.- Contaminacion del agua en el interior del sistema.

6.- Bloqueo de filtros.

En la Figura 1.2 se muestran las incrustaciones del mejillén dorado sobre diversos equipos y
estructuras.

En China y Sudamérica, se han presentado graves problemas de bioincrustaciones causados por
el mejillén dorado, en numerosas instalaciones industriales, incluidas plantas de tratamiento de
agua, plantas de tratamiento de efluentes, plantas de energia nuclear, hidroeléctrica y térmica;
refinerias, acerias, canales de transferencia de agua, acueductos y embarcaciones (Boltovskoy y
col., 2015b).

En la Planta Potabilizadora de la ciudad de La Plata se registrd el primer caso conocido de
macrofouling ocasionado por el mejillén dorado, para agua dulce de América del Sur (Darrigran,
1995). El macrofouling, en sentido amplio, es el asentamiento y crecimiento (colonizacidn) de
organismos de mas de 50 micrones de tamafo, sobre cualquier sustrato sumergido o artificial
(Pérez y Stupak, 1996). Otros casos de macrofouling ocurrieron con posterioridad en las tomas
de agua para consumo humano de Bernal y de la Ciudad de Buenos Aires (Darrigran y Ezcurra
de Drago, 2000; Darrigran, 1995).

El mejillon dorado fue hallado en la Central Hidroeléctrica de Yacyreta (Argentina- Paraguay) en
la Central Hidroeléctrica de Itaipu (Brasil-Paraguay; Zanella y Marenda, 2002) y en una de las
Plantas Nucleares generadoras de energia de Argentina del Embalse Rio Tercero (Darrigran y
Dreher Mansur; 2006). De Madrignac Belledonne y Oviedo Benitez (2012), describen que el
mejillén dorado se transformd rdpidamente en un problema econémico para las hidroeléctricas
generadoras de energia eléctrica y demas industrias que utilizan el agua de rios para sus
procesos, interfiriendo en el caudal del agua, provocando obstruccidon de canales, filtros,
bombas, condensadores, intercambiadores y turbinas. Otros trastornos se refieren a la
reduccion de la velocidad del flujo causada por pérdidas debido a la friccion, acumulacién de
barreras y obstruccidn de tuberias debido a la mortalidad masiva, acumulacién de valvas vacias
y contaminacién de aguas por descomposicién de materia organica, aumento de la corrosién y
rugosidad en las tuberias y estructuras debido al crecimiento de hongos y bacterias asociados,
generando aumento de gastos financieros y operacionales con la consecuente reduccién de
eficiencia. Ademas de eso, este molusco se desarrolla en rejillas y componentes de
hidroeléctricas, obligando a promover una constante operacién de limpieza que interfiere en el
aumento de las horas hombre en el mantenimiento.

Si bien se han realizado estimaciones y esfuerzos en la recopilacidon de datos, actualmente no se
cuenta con informacion precisa sobre el costo econdmico que implica la prevencién y control
del mejillén dorado en las industrias que utilizan agua de rio (Matschke, 2020). L. fortunei
también genera pérdidas no cuantificadas no sélo en embarcaciones comerciales, sino también
en embarcaciones de recreo, ya que se adhiere al casco asi como a otras partes sumergidas o en
contacto con el agua de refrigeracion o de servicio (filtros, patas de motor, timones, valvulas,
etc.), afectando a su funcionamiento e hidrodindmica, acelerando los procesos de corrosién y
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exigiendo, por tanto, limpieza y mantenimiento adicional (Darrigran, 2002; Darrigran y
Damborenea, 2005; Sylvester, 2006).

En relacién a los métodos de prevencién y control, Darrigran y Damborenea (2006) indican que
la forma de afrontar el problema en las industrias es a través de respuestas a una serie de
preguntas simples.

La primera pregunta interroga: éla planta sera invadida por L. fortunei? Los autores afirman que
la respuesta es afirmativa para todas las instalaciones que tomen agua en forma directa de
cuencas que estén invadidas por mejillén dorado.

Luego de tener la certeza de la invasidn de la planta por el bivalvo, surgen nuevas preguntas:
ées debido actuar?, écudles son las estructuras que se deben proteger? y ¢de qué forma? La
respuesta a las dos primeras preguntas, dependen del momento en que éstas se formulen; es
decir, si:

(a) todavia no ha llegado el mejillén dorado a la planta, entonces la estrategia de accidn sera de
proteccién/ prevencién;

(b) ya se ha detectado la presencia de ejemplares del mejilldn dorado en la planta, entonces la
estrategia de accidén serdn de reaccion/control, de acuerdo al grado de desarrollo de la
poblacién de mejillones dentro de la planta.

En estos casos, el especialista encargado del asesoramiento debe conocer una serie de datos
basicos:

1. Estructura y funcionamiento de la planta a prevenir.

2. Biologia del organismo en el ambiente en particular.

3. Distribucién geografica y capacidad de dispersion.

4. Qué problemas origind en las plantas de la regidn, como asi también una serie de acciones en
forma simultdnea de difusién para brindar informacién/asesoramiento a los profesionales y
personal de la planta.

En el titulo siguiente se describe cronolégicamente la invasion del mejillén dorado en la Cuenca
del Plata, luego se presenta su biologia y ecologia, finalmente se presentan estrategias de
prevencion y control del mejilléon dorado.
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Figura 1.2. Incrustaciones de mejillon dorado. (1) Hélice de una casa flotante en Embalse Rio Tercero, Cérdoba;
fotografia: www.fcen.uba.ar/fotovideo/EXm/NotasEXm49/exm49ecologia.pdf (2) Bioincrustacion en una seccion de

tuberia metalica; fotografia: N. Garcia Romero (3) Intercambiador de calor en la Central Hidroeléctrica de Itaipu;
fotografia: Hernan Oviedo Antunes, (4) Filtro de agua de refrigeracion de una unidad generadora de energia;
fotografia: M.C. Damborenea (5) Filtro de agua de refrigeracion de una unidad generadora de energia; fotografia:
www.malacologia.com.ar (6) y (7) Estructuras hidraulicas en los Embalses del Rio Negro, fotografia: Brugnoli. (8)
Estructura hidraulica; fotografia: http://inbuy.fcien.edu.uy/fichas de especies/indexPublicaciones.html (9) Toma de
agua de planta potabilizadora con paredes cubiertas por el mejillon dorado. https://www.eldia.com/nota/2009-11-23-
investigan-plaga-que-puede-afectar-el-agua-potable



http://www.fcen.uba.ar/fotovideo/EXm/NotasEXm49/exm49ecologia.pdf
http://www.malacologia.com.ar/
http://inbuy.fcien.edu.uy/fichas_de_especies/indexPublicaciones.html
https://www.eldia.com/nota/2009-11-23-investigan-plaga-que-puede-afectar-el-agua-potable
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1.2. LA INVASION DEL MEJILLON DORADO EN LA CUENCA DEL PLATA

1.2.1. Primera década de invasién 1991-2000

El mejillén dorado, es un molusco bivalvo invasor de agua dulce originario de rios y arroyos de
China y el sudoeste de Asia que invadié Hong Kong en 1965 (Morton, 1973), Japdén (Kimura,
1994) y Taiwdn (Ricciardi, 1998) en la década de 1990.

Elingreso accidental de la especie invasora en la Cuenca del Plata, fue presumiblemente a través
de embarcaciones comerciales transocednicas que vertian el agua de lastre con larvas de
mejillén dorado, en los puertos rioplatenses. El mejillén dorado fue detectado por primera vez
en las playas del balneario Bagliardi en Berisso, a 20 km de la ciudad de La Plata (Argentina), en
el afio 1991 (Pastorino y col., 1993). Esta especie ha avanzado a una velocidad aproximada a los
240 km por afo, a través de la Cuenca del Plata (Darrigran y Ezcurra de Drago, 2000), se ha
adaptado y esparcido por el todo el territorio y ha ampliado significativamente su area de
dispersion. A fines de 1993, se observod su presencia desde Punta Piedras hasta el Balneario
Punta Lara (Darrigran y Pastorino, 1993). El mejillén dorado se extendio rio arriba y colonizo el
lado argentino del Rio de la Plata, llegando a la Isla Martin Garcia y el delta inferior del Rio Parana
en 1995 (Darrigran y Pastorino, 2004; Boltovskoy y col., 2006). En 1994, se informd el primer
episodio de macrofouling para el agua dulce de América del Sur, causado por el mejillén dorado
de una planta de tratamiento de agua en la ciudad de La Plata, Argentina (Darrigran 1995). Hasta
1997 solo se lo hallaba en el Rio Parana y el Rio de la Plata, y no habia pasado aguas arriba de
Zarate. De 1991 a 1998, L. fortunei colonizé un area extensa de la Cuenca del Plata, aguas arriba
de las ciudades de Rosario (1995) y Corrientes (1996), llegando a la represa de Yacyreta (Figura
1.3), donde se registrd por primera vez en 1998 (Darrigran y Pastorino 2004; Boltovskoy y col.,
2006). L. fortunei se registrd por primera vez en el Embalse de Rio Tercero en 1998 (Boltovskoy
y col., 2006, 2009), dado que ninguno de los rios que drenan al embalse es navegable, se estima
que el mejilléon dorado fue introducido por una ruta terrestre, muy probablemente unida al
casco de un barco recreativo remolcado por tierra desde algun lugar en los rios Parana o Uruguay
(Boltovskoy y col., 2006). Las instalaciones de energia hidroeléctrica Embalse de Rio Tercero y
Piedras Moras, asi como las instalaciones de energia nuclear de la Central Embalse, asociadas
con estas represas experimentaron problemas de incrustacion debido al mejillon desde
alrededor del afio 2000 (Darrigran y Dreher Mansur; 2006)

El primer registro de L. fortunei en el lado uruguayo del Rio de la Plata fue en 1994 (Scarabino y
Verde, 1994), ese afio se encontré en Colonia Uruguay y en Playa Pascual. En el afio 1996, L.
fortunej se registré en el Rio Santa Lucia (Brugnoli y col., 2005).

En 1997, L. fortunei se registrd por primera vez en el rio Paraguay en Asuncion (Paraguay), y en
1998 en Corumba (Mato Grosso do Sul-Brasil), en el sur del Pantanal (Oliveira y Barros, 2003).
Un afluente importante del Parand es el rio Paraguay, que drena el humedal Pantanal, uno de
los humedales mas grandes del mundo y considerado un area de gran importancia ecoldgica. En
Brasil, se lo localizé a fines de 1998 en la Cuenca del Guaiba, Puerto Alegre, Rio Grande Do Sul
(Mansury col., 2003)
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Figura 1.3. Represa del Ente Binacional Yacyreta. Se observan las paredes de hormigon de las camaras espiral
de las unidades generadoras, totalmente colonizadas con incrustaciones de mejillén dorado. La limpieza de
la cdmara espiral se realiza mecanicamente, desprendiendo los mejillones de las paredes y volcandolos en
contenedores para su disposicion. Fuente: https://lwww.eby.org.ar/limpiezacamaraespiral

1.2.2 Segunda década de invasién 2001-2010

En el afo 2001, el mejillén dorado llego hasta la central hidroeléctrica binacional (Argentina-
Uruguay) Salto Grande por el rio Uruguay (Darrigran y col., 2012; Spaccesi, 2013; Oliveiray col.,
2015). Desde su introduccidon, como ya se ha dicho avanzdé rio arriba a una velocidad de
alrededor de 240 km por afio y se asentd en aproximadamente 1100 km de cursos de agua de
la Cuenca del Plata. Ese mismo afio, se registré la presencia de L. fortunei en la Central
Hidroeléctrica de Itaipd compartida por Brasil y Paraguay (Darrigran, 2002; Zanella y Marenda,
2002). En 2006, se registro al final de la cola del embalse de Salto Grande de 120 km de longitud,
y alrededor de 2008 se informé en el rio Quarai, un afluente del rio Uruguay (Lima y col., 2008).

En 2001 continuo la invasidn sobre Uruguay, el mejilldn fue encontrado en el puerto de Nueva
Palmira, y en 2002 mas al este a lo largo de la costa del Rio de la Plata (Punta Espinillo y la ciudad
de Montevideo), disminuyendo hacia el mar a medida que aumentan las salinidades (Brugnoli y
col., 2005). Los principales afluentes del rio Uruguay son el Rio Negro (y su afluente el Rio Yi), en
Uruguay; vy los Rios ljui, Piratini, lbicui y Quarai en Brasil. En el afio 1999, L. fortunei se registrd
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en el rio Negro en la represa Palmar y en el afio 2002, en el rio Yi (Clemente y Brugnoli, 2002;
Conde Yy col., 2002).

La ausencia del mejillén dorado en los rios Pilcomayo, Bermejo y en el Rio Salado, es posible que
sea debida a las altas concentraciones de sedimentos suspendidos, entre 100—-4500 mg/I del Rio
Bermejo, el flujo intermitente del Pilcomayo y las altas salinidades del Rio Salado (Drago y col.,
2008; Darrigran y col., 2011).

En el rio Paraguay, la distribucién del mejillén dorado es heterogénea, siendo mds frecuente en
areas con afloramientos rocosos. La especie también habita en extensos lagos conectados al rio
Paraguay y en los tramos medio y bajo de algunos afluentes, incluidos los rios Apa (desde 2000),
Miranda (desde 2003) y Cuiaba (desde 2008). Ademas del rio Paraguay, que define la frontera
entre Brasil y Bolivia, también se han invadido algunos otros cuerpos de agua bolivianos, aunque
la distribucién del mejillén en Bolivia es practicamente desconocida (Oliveira y col., 2015)

En el 2004, el mejillén dorado fue encontrado en San Pablo, Brasil. Rio arriba de Itaipu, el rio
Parana tiene tres grandes represas (Porto Primavera, Jupia e llha Solteira), todas ellas fueron
colonizadas por el mejillén entre 2002 y 2004 (Rickert y col., 2004). Extendiéndose rio arriba a
lo largo de la via fluvial Parana — Tieté, L. fortunei se expandié hacia el norte llegando al rio
Paranaiba en 2004. En el Rio Tieté hay siete represas principales, todas ellas colonizadas por L.
fortuneij en el periodo de 2002 a 2006 (Avelar y col., 2004; Pareschi y col., 2008). El registro de
la presencia de mejillon dorado mas aguas arriba del Rio Tieté es en la represa Barra Bonita,
donde ha estado presente desde 2005. En el rio Paranapanema, L. fortunei se registré en 2002
en la represa Rosana, y posteriormente en las represas Xavantes, Capivara y Jurumirim. El rio
Piquiri también fue colonizado por L. fortunei, pero el rio Ivai aparentemente aln no ha sido
invadido (Pestana y col., 2010). L. fortunei ha estado presente en el rio Iguazi desde 2003 y
alcanzo su cabecera (ciudad de Porto Amazonas, Brasil), alrededor de 850 km rio arriba en el
2008 (Takeday col., 2003; Pestana y col., 2010).

1.2.3 Tercera década de invasion 2011-actualidad

La tercera década de invasion se despliega principalmente en Brasil. El rio Uruguay se origina en
la confluencia de los rios Pelotas y Canoas en Brasil, y fluye durante 1770 km antes de
desembocar en el Rio de la Plata. En la ciudad de Uruguayana (Brasil), se encontré en 2011. Los
registros aguas arriba mas lejanos en el rio Uruguay estdn en la represa de It3, y entre la ciudad
de Machadinho y la presa de Barra Grande (rio Pelotas), a unos 1600 km de la desembocadura
del rio en el Rio de la Plata (Agudo- Padrén y col., 2012;). Estos registros sugieren que todo el rio
Uruguay ya estd colonizado por el mejillon.

En Brasil, el Rio Grande cuenta con nueve represas, aguas abajo de la represa de Furnas, que
fueron colonizadas recientemente por los mejillones. En este rio, el primer registro de L. fortunei
fue en 2011 en la represa Volta Grande (Oliveira y col., 2015).

Hasta el 2014, el mejillon dorado se registrd en la Estacidon Ecoldgica de Taiama, siendo este el
registro mas al norte en la Cuenca del Plata. En el 2015, se encontraron mejillones dorados en
el rio San Francisco, bien al norte de Brasil, a pocos kildmetros de la cuenca del Amazonas
(Oliveiray col., 2015).
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En la figura 1.4 se presentan los principales cursos de agua de la Cuenca del Plata y se indica el
afio de la primera aparicion del mejillon dorado en cada punto.
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Figura 1.4. Principales cursos de agua de la Cuenca del Plata. Se presenta el afo de la primera aparicion del
mejilléon dorado. 1991, Balneario Bagliardi. 1993, Punta Piedras. 1994 c, Colonia. 1994 p, Playa Pascual. 1995
i, Isla Martin Garcia. 1995 r, Rosario. 1996 c, Corrientes. 1996 s, Rio Santa Lucia. 1997 a, Asuncién. 1997 c,
Corumba (El Pantanal). 1998 e, Embalse Rio Tercero* (Fuera de la Cuenca del Plata). 1998 g, Guaiba. 1998 y,
Yacyreta. 1999 r, Represa Palmar, Rio Negro. 2000, Rio Apa. 2001 i, Itaipu. 2001 s, Salto grande. 2002 m,
Montevideo. 2002 r, Represa Rosana, Rio Paranapanema. 2003 i, Rio Iguazu. 2004 p, Rio Paranaiba. 2004 s,
San Pablo. 2005, Barra Bonita, Rio Tieté. 2008 a, Porto Amazonas.2008 c, Cuiaba. 2008 q, Rio Quarai. 2011 u,
Uruguayana. 2011 v, Volta Grande. Fuente: elaboracién propia.
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1.3. BIOLOGIA Y ECOLOGIA DEL MEJILLON DORADO

La especie L. fortunei, es una de las especies de mejilldn de agua dulce de la familia Mytilidae, la
cual estd representada en su mayoria por mejillones que habitan océanos y estuarios (Darrigran
y Damborenea, 2006b). El mejillén dorado es originario de Chinay se ha expandido a otros paises
asiaticos y a Sudamérica (Figura 1.5).

£ v
=

Limnoperna fortunei

Figura 1.5. Distribucion del mejillén dorado. Los puntos en verde muestran los sitios originarios de esta
especie, los puntos en rojo muestran los lugares actualmente invadidos, las superficies rosadas muestran los
lugares que potencialmente pueden ser invadidos por el mejillon dorado. Fuente: modificado de Karatayev
(2015).

Las dos especies de Mytilidae halladas en la Cuenca del Plata, L. fortunei y Mytella charruana,
poseen un modo de vida epifaunal, morfologia valvar y forma de vida muy semejantes. Sin
embargo, ambas especies se diferencian claramente de los restantes bivalvos de la Cuenca del
Plata, que presentan un modo de vida infaunal. L. fortuneiy M. charruana, se diferencian por la
capacidad de esta ultima de tolerar salinidades mayores a 3 %o y presentar crenulaciones
caracteristicas en el drea charnelar, estructura ausente en L. fortunei (Darrigran y Damborenea,
2006Db).

Boltovskoy (2015) resalta que la invasion del mejillén dorado en Sudamérica se debe a cinco
factores claves: (1) un larva libre nadadora que facilita la dispersion del molusco en el plancton
(2) un adulto sésil que se fija a sustratos firmemente a través del biso, lo cual le permite
adherirse a navios generando incrustaciones que pueden ser transportados largas distancias.
Los otros tres factores, que permiten la dispersion del mejillon dorado estan relacionados con
la actividad humana (3) el incremento de la conectividad entre cuencas (4) construccion de
embalses y (5) la navegacidn en aguas continentales.

El impacto ambiental y econdmico de la especie invasora depende de varios factores, tales como
la cantidad de cursos de agua colonizados, la densidad poblacional, la dindmica poblacional y la
distribucidon dentro de un cuerpo de agua. A continuacidn se presenta un breve resumen sobre
la biologia y la ecologia del mejillén dorado.

11
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1.3.1. Caracteristicas generales del mejillén dorado: anatomia, biologia y ecologia

1.3.1.1 Anatomia del mejillén dorado

La anatomia del mejilldn dorado es explicada detalladamente en Morton (2015), aqui se
presenta de manera simplificada los componentes principales de la anatomia del mejillén
dorado para comprender las estructuras comprometidas en el estudio de la movilidad del
organismo adulto (el pie), la adhesidn (el biso) y la filtracion (branquias).

El cuerpo del mejillén dorado estd rodeado por el manto, capa delgada de tejido, que segrega la
conchilla y se adosa a ésta. El espacio interno encerrado por el manto es la cavidad del manto.
A cada lado del cuerpo, entre el manto y el pie, se encuentran las branquias. Las cilias de las
branquias generan corrientes que impulsan al agua por el sifén inhalante a la cavidad del manto
y branquias. Las particulas sélidas son removidas por las cilias de la branquia. Las particulas
alimentarias son dirigidas hacia la boca para su ingestién, mientras que las particulas no
alimentarias son envueltas en mucus secretado por las células de la branquia y eliminadas como
pseudoheces. La morfologia interna basica de L. fortunei se detalla en la Figura 1.6

glandula bisal masa visceral

corriente

palpos
exhalante

labiales

corriente
inhalante boca

Figura 1.6. Anatomia del aparato filtrador de L. fortunei, indicando las corrientes ciliares en las branquias, el
pie, la masa visceral y el manto, asi como las corrientes inhalante y exhalante. Se retiraron la valva, el manto
y la semibranquia derechos. Fuente: Morton (1973).

El pie de L. fortunei es aplanado y musculoso, cubierto por cilios sobre toda su extension
(Andrade y col., 2015). En la Figura 1.7 se presenta una ilustracion del pie, en la cual se observa
el hilo bisal y las placas adhesivas. También se presenta en la misma figura fotografias de
microscopia SEM del orificio de la glandula bisal, el hilo bisal y las placas adhesivas.

\

SURCO

ORIFICIO DE
SURCO LA GLANDULA
HILO N DEL PIE ——

BISAL " @ : A

PLACA ADHESIVA

Figura 1.7. (A) llustracién del pie del mejillén dorado presentando hilos bisales y la placa adhesiva en su
extremo (B) hilos bisales y la placa adhesiva mediante microscopia SEM (C) vista panoramica de surco del
pie y el orificio de la glandula bisal. Fuente: Andrade y col. (2015).
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1.3.1.2 Reproduccién y ciclo de vida

El ciclo de vida de L. fortunei incluye una fase juvenil-adulta bentdnica y una fase larvaria
plancténica. Es una especie de sexos separados o gonocdrica. Las génadas se desarrollan tanto
en la masa visceral como en el manto. Las gametas femeninas y masculinas son liberadas a la
columna de agua donde se produce la fecundacién. El ciclo gametogénico estd regido por
factores ambientales, particularmente la temperatura (Morton, 1982; Darrigran y col., 1999,
2003), de forma tal que el grado de desarrollo gonadal, evacuacién gamética y duracion del ciclo
varian de acuerdo a las condiciones climdticas en las que se encuentran las poblaciones. Los
estudios histolégicos de la biologia reproductiva de L. fortunei indican que el desove esta
relacionado con la temperatura. Se observé que el aumento del desove se desencadena tanto
por el incremento como por la disminucidn de la temperatura (Darrigran y col. 1999, 2003; Giglio
y col., 2016).

Diferentes estadios larvales se desarrollan en el plancton (Cataldo y col., 2005; Santos vy col.,
2005). Los huevos tienen un didmetro de 60-100 pm; luego de las primeras divisiones se
distinguen morula, blastula y gastrulas, que devienen en larvas trocéforas. Posteriormente se
desarrollan las larvas pre-veliger, veliger tipo D, veliger preumbonada, veliger umbonada,
pediveliger y plantigradas (Figuras 1.8 y 1.9). Desde el estadio de preveliger se observa el
desarrollo de dos valvas pequefias. Las larvas de L. fortunei tienen capacidad de ingresar en los
sistemas de agua de las industrias, y en sus estadios juveniles y adultos tienen capacidad de
asentarse en su interior y provocar macrofouling (Mansur y col., 2012).

Fase planctonica

Pera B E-X

Fase bentonica

Figura 1.8. Ciclo de vida del mejillon dorado: A) mérula ciliada, B) C) D) E) corresponde a larvas trocéforas en
fases | a IV respectivamente (longitudes 80-125 um); estadios valvados, F) las larvas "D" (100-130 pm), G)
veliger con preumbonadas (140-180 um), H) veliger umbonadas (190-230 pm), I) pediveliger (230-270 pm) y J),
plantigradas (300 um) benténicas epifaunal. Fuente: Adaptado de Mansur y col. (2012).

La talla minima de diferenciacion sexual se alcanza a los 3-4 meses de vida con 5 mm de longitud
valvar (Darrigran y col., 1999). La longevidad del mejillén dorado es de 2-3 afos (Boltovskoy y
Cataldo, 1999), y la longitud maxima alcanzada por los individuos es de 40-45 mm (Darrigran,
2002).

13
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Figura 1.9. Fases larvarias de L. fortunei. Playa de Veludo, Porto Alegre, Rio Grande Do Sul. (2) Mérula ciliada,
diametro 80 um; (3) larva trocéfora fase 1, longitud 100 pm; (4) larva trocéfora fase 2, longitud 110 pm; (5)
larva trocofora fase 3, longitud 125 um; (6) larva trocofora fase 4, con primordios de concha, longitud 125 pm;
(7) larva “D” , longitud 120 um; (8) larva veliger preumbonada, longitud 150 pum; (9) larva veliger umbonada,
longitud 200 pm; (10) larva pediveliger, longitud 230 um; (11) post-larva en fase de fijacion a sustrato duro,
longitud 0.75 mm. Fuente: Santos y col. (2005).

1.3.1.3. Mecanismos de dispersién y modo de vida

El mejillon dorado emplea mecanismos naturales y no naturales (aquellos vinculados a la
actividad del hombre) para su dispersién, tanto en la etapa larval plancténica como en la juvenil-
adulta bentdnica. Durante la etapa planctdnica ocurre la dispersidon natural de los estadios
larvales por las corrientes de agua. También la dispersidn puede ocurrir por la fijacion de formas
adultas o juveniles a cualquier tipo de elemento flotante o realizarse probablemente, por
zoocoria. Sin embargo, este mecanismo natural de dispersion, no fue el principal utilizado por la
especie desde su ingreso en la Cuenca del Plata (Darrigran, 2002), donde la mayor dispersion
ocurrié a contracorriente. Este hecho se relaciona a la antropocoria, particularmente debido a
la fijacion a los cascos de las embarcaciones, lo que queda demostrado al analizar la velocidad
diferencial de invasidn observada en los diferentes rios de la mencionada cuenca en relacién a
la navegabilidad relativa de los mismos. Los rios Parana y Paraguay, con alta navegabilidad,
fueron rapidamente colonizados, mientras que la invasidn en el rio Uruguay fue posterior debido
a su baja navegabilidad (principalmente deportiva).

Al encontrarse en aguas de flujo relativamente lento, L. fortunei se presenta caracteristicamente
agrupado y unido al sustrato y entre los individuos de la misma especie a través de su hilo bisal.
La especie prefiere las aguas profundas de los cuerpos de agua dulce (Nakano y col., 2010;
Brugnoli y col., 2011). L. fortunei puede resistir episodios de emersion periddicos breves en el
medio ambiente (Iwasaki, 1997) sin embargo, el periodo de emersion puede ser mas largo bajo
condiciones experimentales (Montalto y Ezcurra de Drago, 2003). Al establecerse, los individuos
recién metamorfoseados (larvas pediveliger y plantigradas) presentan tigmotaxia con
preferencia por las grietas anguladas entre las paredes verticales (Morton, 2015). El
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asentamiento del mejillon dorado, ocurre preferentemente en sitios ocupados previamente por
individuos de su misma especie y la tendencia a agregarse se ve reforzada por este
comportamiento (Sardifia y col., 2009). Los individuos juveniles de L. fortunei presentan
fototaxia negativa, por lo cual generan un movimiento direccionado para alejarse de la fuente
luminosa, y geotaxia positiva (generan un movimiento direccionado para descender hacia la
tierra) (Morton, 1975; Uryu y col., 1996).

1.3.1.4. Habitat y condiciones ambientales limites para el mejillén dorado

El mejilldn dorado es una especie de agua dulce poco selectiva en cuanto a habitats. A pesar de
haberse descripto su presencia en aguas profundas (Nakano, 2010) también puede vivir en
regiones costeras de lagos, lagunas, lagunas y presas, riberas y canales de rios y arroyos (IBAMA-
MMA, 2017). En la fase larval, el mejillén dorado ocupa la columna de agua, integrando el
plancton. En esa fase puede alcanzar una densidad de 30,000 ind./m3 (Pereira, 2014),
presentando fluctuaciones estacionales. Los mejillones adultos ocupan preferiblemente un
sustrato sélido, pero también puede colonizar sustratos no consolidados. Diversos sustratos son
citados en literatura: costas y fondos rocosos, macrdfitas acudticas, raices y ramas de vegetacién
riberefa (Mansur y col., 2008), conchas de almejas (Mansur y col., 1999; 2003; Santos vy col.,
2012a vy b), conchas de mariscos (Lopes y col., 2009) y caparazones de tortugas (Cardoso, 2014),
esta Ultima basada solo en experimentos de laboratorio. En la ausencia de sustratos duros
también puede adherirse al limo estabilizado (Correa y col., 2015). Los sustratos artificiales, asi
como las superficies de los medios de transporte, también estan colonizadas por esta especie,
entre ellas: barandas, turbinas, pilotes, sistemas de enfriamiento, muros de hormigén, bombas
de captacién de agua, compuertas de embalses, muelles, botes y embarcaciones (Mansur y col.,
2012; Correay col., 2015).

Las condiciones ambientales limites que afectan la viabilidad del mejillén dorado (Tabla 1.1)
permiten predecir los cuerpos de agua factibles de ser invadidos:

La temperatura maxima tolerada por el mejillén dorado en ambientes naturales es de 35 °C,
mientras que la temperatura minima ha sido reportada en Sudamérica de 10 2 C, en Japdn 5-6
°C (Magara y col., 2001), mientras que en Korea se han encontrado en ambientes congelados
hasta 2 meses en temperaturas de 0 °C (Choi y Kim, 1985). Por otro lado, Montalto y Marchese
(2003) estudiaron el efecto de la temperatura sobre el mejillén dorado en tres rangos de
tamafios < 6mm; 6-15, 15-27 mm de longitud valvar. Estos autores encontraron que en
condiciones de laboratorio la mortalidad fue de 60% en condiciones de alta temperatura (35°C)
y del 20 % a bajas temperaturas (5 °C), luego de 120 horas de tratamiento.

La salinidad maxima tolerada por el mejillén dorado en forma continua es de 2 g/I. Sin embargo
puede soportar salinidades por encima de 23 g/, de forma intermitente durante periodos cortos
(horas), sin presentar una mortalidad significativa (Sylvester y col., 2013). Esta capacidad le
permite tolerar las condiciones de salinidad de un estuario. Segun otros autores, el mejillon
dorado no tolera salinidades superiores a 3 g/L (Darrigran, 2002; Barbosa y Melo, 2009). Los
estudios experimentales revelaron que L. fortunei podria vivir solo mas de tres semanas con una
concentracion de sal de 6,8 g/l (Deaton y col., 1989).

Otro factor limitante para el asentamiento del mejillén dorado es la alta concentracién de
sedimento en suspension. La alta concentracion de sedimentos en suspension (40-60 g/1) evita
lainvasion de este bivalvo (Darrigrany col., 2011). Oliveira y col. (2011) menciond que L. fortunei
puede vivir en un entorno con transparencia de alrededor de 0,1 a 0,4 m (Darrigran y col., 2011)
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El minimo valor de concentracidn de calcio tolerada por el mejillén es de 1 mg/I (Oliveira y col.,
2011). Darrigran y col. (2011) no encontraron una concentracion maxima de calcio que limite el
asentamiento de poblaciones de L. fortunei.

El mejilléon dorado se ha encontrado en ambientes acuaticos de pH < 6 (Oliveiray col., 2011). Por
otro lado, Montalto y Marchese (2003) estudiaron el efecto del pH sobre el mejilldn dorado en
tres rangos de tamanos < 6 mm; 6-15, 15-27 mm de longitud valvar. Estos autores encontraron
en condiciones de laboratorio, una mortalidad mayor al 80% en condiciones alcalinas (pH 10),
mientras que en condiciones levemente acidas (pH 5) la mortalidad fue menor al 20% luego de
48 horas de tratamiento.

Limnoperna fortunei sobrevive en areas con concentraciones de oxigeno muy bajas, altas cargas
organicas, contaminacién industrial y metales pesados (Villar y col., 1999; Belaich y col., 2006;
Boltovskoy y col., 2006; Perepelizin y Boltovskoy, 2011; Bonel y col., 2013; Young y col. 2014). El
minimo valor de oxigeno disuelto tolerado por el mejillén dorado de longitud valvar de 20 mm,
en condiciones experimentales a 20 °C es de 0,5 mg/| oxigeno disuelto (Boltovskoy y col., 2006)

1.3.1.6. Alimentacién del mejillén dorado por filtracion

El mejillén dorado es un filtrador activo que se alimenta de material suspendido como
fitoplancton, organismos zooplancténicos, bacterias y sélidos en suspensién. Su habilidad para
la filtracidn es mucho mayor que para otras especies de bivalvos de agua dulce como Corbicula
fluminea y especies marinas de Mytilidae y Veneridae, incluso mayor que algunas especies de
Dreissena cuando las temperaturas son superiores a 20 °C (Sylvester, 2006). Segun este autor,
el fitoplancton cumple con el 97% de las demandas bdsicas de energia de un mejillén de 23 mm
de largo basada en informacién de laboratorio. Fachini y col. (2012) evaluaron la selectividad
alimentaria de L. fortunei en el laboratorio y encontraron preferencia por las algas espinosas
(géneros Desmosdemus, Kirchneriella, Monactinus, Pediastrum, Scenedesmus, Staurastrum y
Tetraedrum) y filamentosas (géneros Aulacoseira, Mougeotia, Planktothryx). Los experimentos
realizados por Frau y col. (2013) revelaron que este molusco preferia las algas con una dimension
lineal maxima de 20 a 100 um, tales como Desmidiales, Chlorococcales, Euglenophyceae y
Chrysophyceae. Otros autores evaluaron la preferencia alimenticia del mejillén dorado
alimentado con cianobacterias, encontrandose una preferencia del molusco por cepas toxicas,
lo cual indica que podrian presentar una alta resistencia a las cianotoxinas (Gazulhay col.; 20123,
b).

Parametros del agua Rango Autor

pH pH > 10 (80% de mortalidad) Montalto y Marchese (2003)
Temperatura Méxima 35 °C (ambientes naturales) | Montalto y Marchese (2003)
Minima 10 °C (Sudamérica) Montalto y Marchese (2003)
Minima 0 °C (Asia) Magara y col. (2001), Choi and
Kim (1985)
Salinidad Méxima continua 3 g/l Barbosa y Melo (2009)

Méxima intermitente 23 g/l

Sylvester y col. (2013)

Sedimento en suspension | Méxima 40-60 g/!. Darrigran y col. (2011)
Transparencia 0,1-04 m Oliveira y col. (2011)

Oxigeno disuelto Minimo 0,5 mg/l Boltovskoy y col. (2006)

Calcio Minimo 1 mg/I- Sin méximo. Oliveira y col. (2011), Darrigran y

col. (2011)

Metales pesados

Sin rango

Villar y col. (1999)

Tabla 1.1. Resumen de parametros del agua que afectan a la viabilidad del mejillén dorado.
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1.4. CONTROL Y PREVENCION DEL MEJILLON DORADO

Existen diversas estrategias para la prevencién y el control del mejillén dorado en las industrias
gue utilizan agua de rios invadidos con el bivalvo. Los métodos de control incluyen materiales y
revestimientos antiincrustantes, tratamientos quimicos, limpieza manual o mecdnica, filtracidn,
choque térmico, anoxia e hipoxia, desecacion, ozonizacién, tratamiento ultravioleta, corrientes
eléctricas, ultrasonido, manipulaciones de velocidad de flujo, control biolégico y varios métodos
diversos (Boltovskoy y col., 2015b).

En este trabajo clasificaremos las estrategias de control del mejillén dorado empleados
directamente en el agua invadidas con mejillon dorado. Este método es de interés para la
industria de tratamiento de agua. Estos métodos podemos clasificarlos en métodos quimicos,
métodos fisicos (en los que no se adicionan quimicos en el agua; Darrigran y Damborenea,
2006a) y métodos biolégicos.

Entre los métodos fisicos se encuentran los métodos mecdnicos preventivos, que incluyen la
utilizacion de filtros fijos y mdviles, sistemas de separacion de particulas vortex y centripetos.
Los métodos fisicos también incluyen la remocién manual, remocidon mecanica por arenado o
lavado con agua a presion, utilizacién de campos eléctricos, luz ultravioleta y ultrasonido. Entre
los métodos fisicos se encuentran los métodos térmicos, que manipulan la temperatura del
agua por inyeccién de vapor o agua caliente, generando un shock térmico sobre los moluscos
que provoca su mortalidad. Otras estrategias para la mitigacién del mejillén dorado son la
privacion del oxigeno y la desecacidn de los moluscos incrustantes. Todos estos tratamientos se
describen extensamente por Boltovskoy vy col. (2015b).

Entre los métodos de control bioldgico, se incluyen la cria de peces predadores de los mejillones
dorados (Luo, 2006). Este método es amigable con el medioambiente y sostenible cuando se
aplica a la entrada de los sistemas de agua, sin embargo su eficacia es limitada.

Existen diversas estrategias quimicas disponibles para el control de la bioincrustacién en los
sistemas hidrdulicos de las industrias y plantas de tratamiento de agua. Algunas de estas
estrategias han sido probadas para el control del mejillén dorado y resultan prometedoras para
el uso industrial.

Dentro de las estrategias de control del mejillon dorado utilizando métodos quimicos se
desprenden dos grupos, aquellas que utilizan compuestos quimicos no oxidantes y aquellas que
utilizan compuestos quimicos oxidantes (Figura 1.10). Las estrategias se dividen en tratamientos
proactivos y tratamientos reactivos. Los tratamientos proactivos evitan el asentamiento de
mejillones previniendo el desarrollo de adultos. Los tratamientos reactivos permitiran la
remocién de mejillones, eliminando periédicamente los individuos adultos asentados sobre las
cafierias.

Compuestos quimicos no oxidantes
Quimicas
- — Compuestos quimicos oxidantes
Estrategias de prevenciony L
S Fisicas
control del mejillén dorado
Bioldgicas

Figura 1.10. Clasificacién de estrategias de prevencioén y control del mejillén dorado desarrollados en este
trabajo.
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1.4.1 Compuestos quimicos no oxidantes evaluados para la prevencién y el control del meijillén
dorado

La aplicacién tecnoldgica tendiente al control del mejillén dorado basada en el empleo de
compuestos quimicos no oxidantes ha sido descripta extensamente por Claudiy Oliveira (2015).
En la Tabla 1.2 se presenta un resumen de los compuestos quimicos no oxidantes aplicados en
la prevencién y el control del mejillén dorado. Indicando para cada compuesto la concentracion
letal 50 (CL50), la concentracidn con la cual se obtiene la mortalidad del 50% del mejillén dorado
adulto en un tiempo determinado. La eleccion de los productos quimicos y el modo de aplicacién
dependerdn de varios factores, tales como viabilidad econémica, aprobacidn regulatoria del
producto, proteccion del medioambiente y preferencia del usuario.

Compuestos quimicos no oxidantes CL50 Tiempo Autor
(mgll) para CL50
(horas)
Ajuste de pH* | NaOH 88,51 (pH=| 96 Montresor y
11,5) col. (2013)
MXD-100* Taninos, isotiazolona, EDTA, | 45,9 48 Montresor y
surfactantes cationicos, glicoles no 13,69 72 col. (2013)
10NICOS 11,1 9
Clam- 50% n-alquilo (C12-50%, C14-40%, y 1 192 Boltovskoy 'y
Trol/Spectrus | C16-10%) de dimetilbencilamonio 2 120 Cataldo (2003)
CT1300 cloruro 5 9
10 72
BULAB 6002 | Compuesto de amonio policuaternario 2 408 Darrigran  y
catiénico: Poli [oxietileno (dimetiliminio) Damborenea
etileno (dimetiliminio) etileno 20ppm | 288 (2001)
dicloruro
H-130 Didecil dimetil amonio cloruro 1 96 Boltovskoy vy
2,5 48 Cataldo (2003)
10 48
Bayluscide Dicloro-2'nitro-4 ‘salicilanilida 1-2 48 Cataldo y col.
(2003)
Veligon Poli-dimetil-dialil-amonio cloruro 10 48 Boltovskoy vy
Cataldo (2003)
Sulfato  de | Sulfato de cobre 2,16 48 Soares y col.
cobre (2009)
Salinidad NaCl 8,3 ppt 48 Calazans vy
col. (2013)
Cloruro  de | Nitrdgeno amoniacal 0,58 24 Montresor y
amonio 0,35 48 col. (2013)
0,29 72
0,25 96

Tabla 1.2. Compuestos quimicos no oxidantes para el tratamiento del mejillon dorado. *Método proactivo.

La adicion de productos quimicos se implementa rapidamente con un costo econdémico
generalmente modesto. Sin embargo, en Norteamérica y Europa, las estrategias de control del
mejillén dorado, son cada vez mas dificiles de efectuar debido a los estrictos limites regulatorios
sobre la presencia de productos quimicos en el agua (Claudi y Oliveira, 2015). En Brasil, el Unico
producto habilitado para su uso en el tratamiento del mejillén dorado, es MXD-100 dentro de
los productos listados en la Tabla 1.2. Este producto fue aprobado en el afio 2015, mediante un
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registro de emergencia, por el Instituto Brasilefio de Medio Ambiente y de Recursos Naturales
Renovables (IBAMA), solo para ser utilizado en sistemas de enfriamiento de centrales
hidroeléctricas, con el objetivo de crear un microambiente inadecuado para la fijacién de las
larvas de mejillén dorado.

1.4.2. Compuestos quimicos oxidantes evaluados para la prevencién y el control del mejillén dorado

Existen diferentes compuestos quimicos oxidantes empleados en la prevencién y el control del
mejillon dorado: cloro, didxido de cloro, ozono, permanganato de potasio, perdxido de
hidrégeno, dicloroisocianurato de sodio. A continuacién se describe la bibliografia que existe
respecto de estos oxidantes en su accién molusquicida sobre mejillén dorado.

1.4.2.1. Cloracidn para el control del mejillén dorado

Zhuang (2006) ha ensayado el cloro como tratamiento de control del mejillén dorado en su fase
adulta (15-20 mm de longitud valvar). El autor indica que las concentraciones mas rentables
econdmicamente se encuentran en el rango de 2-3 mg/I de cloro. En la Figura 1.11 se observa
gue a esas concentraciones, se obtiene el 100 % de mortalidad con un tiempo de contacto de
8,5y 6,5 horas respectivamente.
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Figura 1.11. Relacion entre el tiempo (expresado en horas) requerido para obtener el 100% de mortalidad del
mejillén dorado adulto (longitud valvar 15-20 mm) frente a la concentracion de cloro. Fuente: Zhuang (2006).

Por otra parte, Morton y col. (1976) estudiaron la cloracién como tratamiento de control del
mejillén dorado adulto bajo flujo continuo, los resultados muestran que el tiempo requerido
para obtener el CL50 es inversamente proporcional a la concentracién de hipoclorito de sodio
en el agua (Figura 1.12). Para una dosis de 0,8 y 1 mg/| de hipoclorito de sodio se requieren 23
y 15,3 dias de contacto para obtener la mortalidad del 50 % de la poblacidn.
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Figura 1.12. Relacion entre el tiempo requerido para obtener CL50 frente a la concentracion de hipoclorito de
sodio. Fuente: Morton y col. (1976).
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Si comparamos los trabajos de Zhuang (2006) y Morton (1976) a fin de establecer una dosis de
referencia de cloro para el tratamiento del mejillén dorado, observamos que, si bien en ambos
casos utilizan mejillones dorados adultos, en un caso se expresa el activo como cloro y en otro
caso como hipoclorito de sodio. Siendo que ambas son especies quimicamente relacionadas
pero diferentes, deberian expresarse en funcidn de su principio activo. Tampoco se indica si se
realizd un ensayo estatico o con flujo continuo. No se detalla la temperatura del ensayo ni la
calidad del agua utilizada.

Un estudio mas detallado fue realizado por Cataldo y col. (2003) donde se presentan claramente
los parametros del ensayo (tamafio del mejillén dorado, temperatura del ensayo, calidad del
agua, etc.). En su estudio se evalud la accién del cloro como molusquicida y se expresé como
cloro libre. Se determind que para alcanzar el valor de Dosis Letal 50 (LD 50, la dosis, que provoca
la muerte del 50% de un grupo de animales de prueba) se necesita un tiempo de contacto de 25
dias con dosis de 93 mg/l de cloro a 152C, entre 20 y 25 dias con dosis de 1-3 mg/| de cloro a 20
2 C, y 10 dias con dosis de 5,5 mg/| de cloro a 252C. Los autores afirman que han hallado
resultados concordantes con el estudio de Morton (1976).

Si comparamos ambos trabajos (Morton, 1976; y Cataldo y col., 2003), a igual temperatura
(aproximadamente 20 °C), a una dosis de 1 mg/| de cloro libre y 1 mg/| de hipoclorito de sodio,
se observa que el tiempo de contacto para alcanzar una mortalidad del 50 % es mayor que para
alcanzar una mortalidad del 100 %. El tiempo para alcanzar el 100% de mortalidad fue de 15,3
dias con hipoclorito de sodio mientras que el tiempo para alcanzar el 50% de mortalidad fue de
25 dias con cloro libre. Si se considera ademas, que el cloro libre no es equivalente al hipoclorito
de sodio, el tiempo para alcanzar el 100% de mortalidad deberia ser aun mayor.

Si comparamos los trabajos de Zhuang (2006) y Cataldo y col. (2003), podemos observar que se
alcanza una mortalidad del 100% del mejillén dorado con una dosis entre 0,5 mg/| de cloro en
un tiempo de contacto < 1 dia, segin Zhuang (2006). Mientras que la mortalidad del 50% se
alcanza con una dosis entre 1 mg/l de cloro en un periodo entre 25 dias segln Cataldo y col.,
(2003), ambos estudios realizados con mejillones adultos (15-25 mmm de longitud valvar). Estos
datos resultan extremadamente diferentes entre si y resulta de interés su revision.

En la Tabla 1.3 se presenta un resumen de resultados encontrados para la mortalidad del
mejillén dorado adulto para tratamientos con hipoclorito de sodio y cloro.
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Producto ?rr(\)gsyllls) 'I'(iggg)o Mort;! idad T (°C) E‘sl:s;? g:::)g Autor
Fiposiolo | 08 23 100 | 20(aprox) |  Adultos C'X:f"[g%
H(;‘;";')%rlgo 1 153 100 | 20(aprox) |  Adultos C'(\)"If’%‘)é)
Fipocioto 230;1880 6,5-6 100 | 20(aprox) | Adultos C'(\)"If’%‘)é)
Fiposiolo | 6636 2 50 25 | Adultos (15-25) S;lé(zzaonfs))/
Fiposiotlo | 05 : <5 24-25 | Adultos (6-43) y?;?gggg’)
H(;‘;";')%rlgo 05 2 <5 2425 | Adultos (6-43) yB:;}OE’ZSggg)
Fibosiotlo |05 3 <5 24-25 | Adultos (6-43) nyo'}Oz’zSgg}j’)
Clorolibre | 93 25 50 15 | Adultos (15-25) Cgf“fz'gggy)
Cloro libre 1 25 50 20 Adultos (15-25) cgftleggay)
Cloro libre 3 20 50 20 | Adultos (15-25) Cgft(az'gggy)
Clorolibre | 55 10 50 25 | Adultos (15-25) Cgft(az'gggy)
Cloro 0,5- 10 <1 100 Noindica | Adultos (15-20) z(gggg?

Tabla 1.3. Resumen de resultados encontrados para la mortalidad del mejillén dorado para tratamientos con
hipoclorito de sodio y cloro.

Los resultados encontrados en bibliografia sobre la aplicacion de cloro como tratamiento para
el mejillén dorado han resultado variables.

1.4.2.2. Diéxido de cloro para el control del mejillon dorado

Calazans y col. (2013), han obtenido que el tratamiento de mejillones dorados adultos (15-25
mm de longitud valvar), a una temperatura de 25 °C y condiciones estaticas, alcanza una CL50 a
48 horas contacto para diéxido de cloro con 427,6 mg/l; mientras que para el hipoclorito de
sodio fue con 663,6 mg/I. El diéxido de cloro es efectivo contra muchos microorganismos y mas
potente que el cloro en un tiempo de contacto corto. El didxido de cloro presenta mayor poder
de oxidacidn, lo que contribuye a la remocién de olor, color y mal sabor. Asimismo, reduce/limita
la formacidn de trihalometanos. Sin embargo el didxido de cloro es mas caro que el cloro. Otra
desventaja es que produce subproductos en forma de cloritos y cloratos. Los cloritos y cloratos
oxidan la hemoglobina y el clorito es un agente hemolitico (Anderson y col., 1982). Otra
desventaja, es que se requiere de un equipamiento especifico para ser generado en el sitio
donde sera dosificado.

1.4.2.3. Ozonizacién para el control del mejillén dorado

El ozono es un oxidante extremadamente fuerte que se ha utilizado en Europa por muchos afios
como desinfectante de agua potable (Van Benschoten y col., 1993). El ozono mejora el color, el
olor y el sabor del agua potable y puede usarse para evitar la bioincrustacion (Mackie y Claudi,
2010). El control del mejillén dorado por ozonizacién fue evaluada por Xu y col. (2009). Se
estudiaron dos tamafos de mejillén dorado con longitudes valvares < 15 mm y > 15 mm, los
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mejillones dorados fueron dispuestos en vasos sobre los cuales se aplicé 2-3 mg/minuto de
ozono, utilizando 30 mejillones en cada ensayo. La mortalidad de los mejillones dorados
aumentd con el tiempo. Para alcanzar 100% de mortalidad, se requieren 8 y 12 dias para los
tamafios < 15 mmy > 15 mm respectivamente. Sin embargo debido a su alta reactividad y rapido
consumo por parte de los organismos presentes en los rios, el ozono requiere ser inyectado
constantemente para retener los efectos a largo plazo; por lo tanto, la ozonizacién no es un
tratamiento rentable para uso a largo plazo en sistemas de transferencia de agua. Otra
desventaja de usar ozono es el alto costo inicial del equipo y las dificultades de mantenimiento
(Mackie y Claudi, 2010).

1.4.2.4. Permanganato de potasio para el control del mejillén dorado

Cepero (2003), trabajé en la ciudad de Santa Fe (Argentina), en su ensayo dispuso bioboxes por
los cuales circuld un flujo continuo de agua cruda (110 I/h). Se utilizaron dosis de 1 mg/| de cloro
y 1 mg/l de permanganato de potasio y se dispuso un biobox sin producto oxidante como
control. A los 30, 60 y 90 dias de experimento, los bioboxes tratados no presentaron
incrustaciones de mejillon dorado mientras que en el control se observo presencia de mejillones
a los 30 dias, que se incrementd en nimero y en tamafio a los 60 y 90 dias. Por su parte, el
trabajo de Liu y col. (2012), realizado en Asia, muestra que la concentracion de permanganato
de potasio entre 1,2-1,8 mg/| podria utilizarse para matar a L. fortunei en tiempos cortos a un
bajo costo y este efecto se incrementa con la temperatura. El permanganato de potasio es un
oxidante fuerte con un largo historial de uso seguro en agua potable, aguas residuales y en
industrias manufactureras de productos quimicos. Ha sido utilizado por plantas de tratamiento
de agua como un oxidante desde principios del siglo XX, y se utiliza cominmente en
instalaciones municipales para la depuracién del agua. Es facil de aplicar en cuanto a las
instalaciones y equipamiento requeridos. El permanganato de potasio es utilizado en plantas de
tratamiento de agua principalmente para la remocion de olores y sabores, eliminacion de hierro
y manganeso (Mackie y Claudi, 2010). A diferencia del cloro, el permanganato de potasio no
produce trihalometanos, pero puede dar al agua un color rosado si se dosifica en exceso (San
Giacomo y Wymer, 1997). Las principales desventajas son que es un producto caro en relacion
al cloro y es un desinfectante poco efectivo que requiere largos tiempos de contacto (Ramirez
Quirds, 2005).

1.4.2.5. Peréxido de hidrdgeno para el control del mejillén dorado

Liu y col. (2006) realizaron estudios para evaluar la aplicacion de peréxido de hidrégeno como
tratamiento de control del mejillén dorado adulto, emplearon 30 ejemplares de 15-20 mm de
longitud valvar por dosis. En este experimento se obtuvo 100% de mortalidad a las dosis de 0,2;
1,2; 1,8 y 60 g/l de perdxido de hidrégeno a los tiempos de contacto de 6,5; 5,9; 5,0 diasy 6,5
horas respectivamente. Segun la autora las concentraciones de 1,2-1,8 g/l de perdxido de
hidrégeno son efectivas y econdmicamente viables en secciones restringidas de canales
cerrados sellados, sin embrago en tuberias largas, las concentraciones letales son dificiles de
mantener Xu y col. (2009).

1.4.2.6. Dicloroisocianurato de sodio para el control del mejillén dorado

Este compuesto se utiliza principalmente como desinfectante, biocida, desodorante industrial y
detergente. El dicloroisocianurato de sodio se encuentra en los sistemas de purificacion de agua,
como pastillas y en los filtros. En estas aplicaciones, es una fuente de liberacién lenta de cloro
en bajas concentraciones a tasa relativamente constante. Se ha probado con éxito el uso de
dicloroisocianurato de sodio como una fuente alternativa de cloro para el control del mejillon
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dorado. Su almacenamiento mas facil y no genera trihalometanos. Una desventaja del producto,
es que al ser efervescente forma microburbujas que pueden impactar negativamente en el
rendimiento de las bombas en los sistemas de agua. La estrategia de prevencidn y control del
mejillon dorado es mantener 1,5 mg/l de cloro residual en el sistema hidraulico durante 2 horas,
durante la temporada de reproduccién y reducir la dosis a 0,5 mg/I de cloro residual durante 2
horas en invierno (Claudi y Oliveira, 2015).

Enla Tabla 1.4 se presentan las ventajas y desventajas de los productos oxidantes utilizados para
la prevencion y el control del mejillén dorado.

Facil aplicacion.

Producto Ventajas Desventajas

Cloro Es el método mas utilizado y conocido. | Forma subproductos halogenados.
(Hipoclorito de Es muy efectivo como biocida. El cloro gas es peligroso y corrosivo.
sodio) Es econdmico. En el caso de emplear uno de sus

principales derivados como es el
hipoclorito sddico, este se degrada en el
tiempo y al estar sometido a la luz.

Es menos efectivo a pH alto

Didxido de cloro

No genera subproductos halogenados
(si esta bien generado).

Es maés efectivo que el cloro y las
cloraminas para inactivacion de virus y

Forma subproductos como cloritos y
cloratos.

El gas es explosivo en una concentracién
del 10% en el aire.

parasitos. La generacion no apropiada, como
Su efectividad estad poco influenciada | exceso de cloro, puede formar
por el pH. subproductos halogenados.
Tiene que ser generado in situ.
Es mas costoso que el cloro
Ozono Es mas efectivo que el dioxido de cloro | Puede producir subproductos, como
y cloraminas en la inactivacién de virus | bromatos, aldehidos y acidos.
y parasitos. Requiere gran cantidad de energia en su
No forma subproductos halogenados, a | generacién, asi como equipos mas
no ser que haya presencia de bromuros. | costosos.
Requiere una concentracion y tiempo de | Es muy corrosivo y téxico. Puede formar
contacto menor para su labor de | dxido nitrico y acido nitrico que causaran
desinfeccion. corrosiones en los equipos.
Su efectividad no esta influenciada por | Desaparece con rapidez del agua,
el pH. especialmente a altos pH y temperatura.
Tiene que ser generado in situ.
Es mas costoso que el cloro
Permanganato | Oxida y elimina a materias organicas | Puede tefiir el agua de un ligero color
de potasio precursoras de subproductos. rosado si se dosifica en exceso.
Es facil de aplicar en cuanto a las | Requiere largo tiempo de contacto.
instalaciones requeridas. Es tdxico e irritante de la piel.
No forma los subproductos de los | No es un gran desinfectante
demas oxidantes. Es mas costoso que el cloro
Perdxido de Reacciona y se descompone en agua y | Requiere largo tiempo de contacto.
hidrogeno oxigeno, sin producir ningun efecto | No es un gran desinfectante.
nocivo en el  medioambiente. | Es menos efectivo a pH alto.
Tasayco Chiroque (2011) Es mas costoso que el cloro.
Dicloroisocianu- | Facil almacenamiento. Forma microburbujas que perjudican el
rato de sodio No genera trihalometanos. desempefio de bombas.

Tabla 1.4. Ventajas y desventajas de los productos oxidantes utilizados para la prevencion y el control del
mejillon dorado. Fuente: modificado de Ramirez Quirds, 2005.
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1.4.2.7. Compuestos oxidantes utilizados en los sistemas hidraulicos de las industrias para la
prevencion y el control del mejillén dorado

Existen numerosas experiencias con compuestos oxidantes para la prevencion y control del
mejillén dorado en los sistemas hidrdulicos de las industrias. En la Tabla 1.5 se presentan
estudios realizados bajo aplicacidn continua de cloro, diéxido de cloro, ozono y permanganato
de potasio respectivamente. Se observa que la dosis de aplicaciéon continua se para estos
oxidantes varia 0,15-1 mg/I.

Compuestos quimicos oxidantes Dosis (mg/l) Autor

Cloro Aplicacion continua en tratamiento 0,5 Morton (1976)
de agua en Hong Kong

Cloro Aplicacién continua en tratamiento 1 Cepero (2003)
de agua en Santa Fe

Diéxido de cloro | Aplicacion continua planta de 0,8 Nalco (2013)
tratamiento municipal al sur de Brasil

Ozono Aplicacién continua en la planta | 0,15-0,20 Claudi y Oliveira
hidroeléctrica de ITAIPU (2015)

Permanganato de | Aplicacion continua en Santa Fe 1 Cepero (2003)

potasio (Argentina)

Tabla 1.5. Compuestos oxidantes para la prevencion de la adhesién del mejillon dorado.

1.5. CARACTERISTICAS DEL CLORO Y EL ACIDO PERACETICO COMO BIOCIDA IDEAL
Segun la definicion de Marofias y Damborenea (2006), el biocida ideal es:

- una sustancia altamente tdxica para un tipo particular de organismo o grupo de organismos y
- que no tiene efectos perjudiciales para el resto de los componentes bioldgicos del sistema.

- este compuesto ideal no reacciona con los elementos abidticos del ambiente y

- se disocia en formas no toxicas.

Como se sabe, este biocida ideal aun no se ha logrado, pero ante la necesidad de ser utilizado
en la prevencién del asentamiento y/o en el control efectivo del biofouling en sistemas de aguas,
las investigaciones se han orientado en el sentido de minimizar los impactos ambientales.

A continuacion se describird la quimica del cloro y del dcido peracético, el efecto biocida de estos
productos, las reacciones de estos oxidantes con las sustancias presentes en el agua y los
subproductos de descomposicion.

1.5.1. Caracteristicas del cloro

El cloro ha sido aplicado ampliamente en los tratamientos de potabilizacion del agua para el
consumo humano. Recientemente, la cloracidn con hipoclorito de sodio comenzd a utilizarse en
forma muy extendida en los sistemas de agua como método para el control del biofouling
(Marofias y Damborenea, 2006). De todos los desinfectantes es el mas intensamente estudiado
en relacién con su quimica, toxicidad y ecotoxicidad. Por ello, al estar tecnoldgicamente bien
probado y porque su costo econdmico es aceptable, es utilizado universalmente en las
industrias. Sin embargo, estd muy lejos de poseer las caracteristicas del biocida ideal (Maronas
y Damborenea, 2006). Debido a que el poder biocida de las diferentes especies del cloro es muy
variable, se debe comprender con profundidad la quimica de la cloracién.
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Las reacciones que tienen lugar entre el cloro y el agua, aunque en principio parecen muy
simples, no siempre lo son, ya que el agua objeto de la cloracién no sélo es H,0, sino que en ella
hay diversas sales y materias organicas en solucién y suspensiéon (Spellman, 2014).

La desinfeccién con cloro puede realizarse con cloro gas, hipoclorito de sodio o hipoclorito de
calcio. El cloro gas se hidroliza rapidamente en agua para formar acido hipocloroso (HOCI). El
acido hipocloroso es un acido débil (pKa = 7,5), lo que significa que se disocia moderadamente
pero en cantidad suficiente para disminuir el pH del agua debido a la produccién del idn
hidronio. Entre un pH de 6,5 y 8,5 la disociacion del dcido hipocloroso es incompleta y coexiste
con el OCI-. La disociacién no se produce a valores de pH menores de 6,5 mientras que por arriba
de 8,5 es completa. Debe tenerse en cuenta que el dcido hipocloroso tiene mayor poder
oxidante y bactericida que el idn hipoclorito, debiendo operarse al pH mas idéneo para lograr
una mas eficiente desinfeccidn (Tchobanoglous y col., 2012).

Durante el proceso quimico de la desinfeccién, se producen compuestos tales como cloraminas,
dicloraminas y tricloraminas en presencia de amoniaco en el agua. Las cloraminas sirven
igualmente como desinfectantes aunque reaccionen de una manera sumamente lenta
(Tchobanoglous y col., 2012).

El cloro es un agente quimico tan activo que también se combina con muchas de las sustancias
disueltas o suspendidas en agua, por ejemplo, con la materia orgdnica, acido sulfhidrico,
manganeso, hierro y nitritos. En conjunto, estas sustancias se denominan compuestos
reductores y su cantidad varia en cada agua, dependiendo del tipo de fuente (superficial,
subterranea o descargas), la naturaleza del compuesto que contenga el agua o la época del afio.
Por ello, al entrar en contacto el cloro con el agua, una cantidad es consumida por los
compuestos reductores que lo convierten en cloruros cuando son inorganicos, organoclorados
si son orgdnicos o cloraminas si contiene derivados del amonio, inhabilitdndolo para la
desinfeccién (Tchobanoglous y col., 2012).

Existen otros compuestos que se generan durante la desinfeccién del agua (subproductos de la
desinfeccién) debido a la reaccién del cloro con la materia orgdnica presente en el agua: los
trihalometanos (THM). La cantidad y proporcién de THM en el agua dependera de la cantidad
de cloro anadido, cantidad de materia organica, y concentracién de bromuros del agua, pH y
temperatura. Los THM que se encuentran en el agua de consumo humano son el cloroformo, el
bromodiclorometano, el dibromoclorometano y el bromoformo (Serveis de Vigilancia Ambiental
Qualitat i Intervencié Ambiental, 2014).

La composicion oxidable del agua se estima en la demanda de cloro (CONAGUA, 2015). La
demanda de cloro es la diferencia entre la dosis de cloro ainadida y el contenido de cloro residual,
al cabo de un tiempo de contacto, suficiente para completar las reacciones de oxidacion
mencionadas anteriormente. La demanda de cloro es una funcidn de la temperatura,
concentracién y tiempo, su determinacion debe tomar en cuenta cada uno de estos tres
factores.

En la Tabla 1.6 se presentan los parametros del agua que pueden afectar la cloracion:
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Parametro del agua | Efecto sobre la cloracién

pH pH > 7,6 disminuye la eficiencia desinfectante

Fe*2, Mn*2, NO2, y | Genera demanda de cloro

H.S

NHs Genera cloraminas y demanda de cloro

Materia organica Genera THM y demanda de cloro

Bromo y materia | Genera THM y demanda de cloro

organica

Temperatura La eficacia de desinfeccién en cloracién del agua aumenta al incrementar la
temperatura. A pesar de esto, ocurre que como en el agua a baja temperatura el
cloro permanece mas tiempo, puede llegar a compensarse la mayor lentitud de
la desinfeccién con la mayor duracidn del cloro en el agua.

Tabla 1.6. Parametros del agua que afectan la cloracion. Fuente: Tchobanoglous y col. (2012).

1.5.2. Caracteristicas del acido peracético

Debido a los posibles riesgos mutagénicos/cancerigenos de los THM, asociados con el consumo
de agua potable (Hernandez Sanchez y col., 2011), se han evaluado alternativas desinfectantes
en el tratamiento del agua, siendo el acido peracético un producto quimico oxidante util para
este fin.

1.5.2.1. Propiedades quimicas del acido peracético

El 4cido peracético (APA, CH5COsH) o acido peroxiacético pertenece a la familia de compuestos
peroxigenados (R-O-O-R). El APA es un perdxido orgdnico y, como tal, es un fuerte agente
oxidante. En relacién a sus propiedades fisicas y quimicas, el APA es un liquido transparente,
incoloro, corrosivo, con un olor acre fuerte, penetrante y similar al cido acético. El producto no
tiene capacidad de formacién de espumas (Sol Sanchez y col., 2020).

Las soluciones de APA usadas como sanitizantes, son elaboradas normalmente por la mezcla de
dos sustancias: acido acético y perdxido de hidrogeno, cuyo producto es una mezcla de tres
sustancias en equilibrio: acido peracético, acido acético y perdxido de hidrégeno.

H,0, + CH3CO,H = CH3COsH + H,0

El APA esta disponible comercialmente en concentraciones de 5 - 40 % p/p, en una mezcla de
equilibrio con acido acético (CHsCOOH), peréxido de hidrégeno (H,0,) y agua (Kitis, 2004). Dado
que los peréxidos son muy inestables, para evitar una reaccion inversa, las soluciones
comerciales de APA estdn enriquecidas con CH3COOH y H,0, (Figura 1.13).

H O

acido perar.étiw)l I )kécido acetico
N~ O

H 3C O H SC O H
H .b N peréxido de hidrégeno
o w

Figura 1.13. Componentes quimicos de la solucién en equilibrio de acido peracético

26



CAPITULO 1. INTRODUCCION Martinez Virginia 2021

El APA es un oxidante fuerte con un elevado potencial estandar de oxidacion (1,81 V, Tabla 1.7)
y un alto contenido de oxigeno reactivo (21,1%), lo que hace que este compuesto tenga especial
importancia en diversos sectores. El APA se ha utilizado ampliamente como desinfectante en
diversas industrias (Malchesky, 2008), como el procesamiento de alimentos, bebidas,
cerveceria, farmacéutica, pulpa y papel, asi como aplicaciones médicas, sistemas de
enfriamiento de agua y proceso de agua entre otros (Block, 2001; European Chemicals Agency,
2015).

Agente oxidante Potencial de oxidacion (V)
Fluor 3,06
Ozono 2,07
Acido Peracético 1,81
Peroxido de hidrogeno 1,77
lones de permanganato 1,95
Acido hipocloroso 1,49
Cloro 1,36
Didxido de cloro 1,27

Tabla 1.7. Potencial de oxidacion de diferentes agentes y especies quimicas. Fuente: Tchobanoglous y col.
(2012).

1.5.2.2. Propiedades del acido peracético como biocida

El APA ha mostrado poseer un amplio espectro de ataque a microorganismos tales como virus,
bacterias, hongos, levaduras, y un amplio poder esporicida, incluso a bajas temperaturas
(Falsanisi y col., 2006; Kitis, 2004; Rutala y Weber, 1999). La eficiencia de desinfeccién del APA
hacia los microorganismos puede ser clasificada de la siguiente manera: Bacterias > Virus >
Esporas Bacterianas > Protozoarios (Rudd y Hopkinson, 1989; Liberti y col., 1999). Su actividad
desinfectante estd basada en la liberacion de especies reactivas del oxigeno (Libertiy col., 1999).
El mecanismo principal de accion del APA consiste en atravesar la membrana citoplasmatica de
la célula, oxidando los componentes y destruyendo el sistema enzimatico, permitiendo ademas,
el paso del peréxido de hidrégeno a través de la membrana celular e inhibiendo la enzima
catalasa (Kitis, 2004).

Si bien, el APA es téxico para organismos pequefios como bacterias, algas, crustaceos
plancténicos y embriones de bivalvos y moluscos (Butler 1987, Fairhurst 1987; Dominguez
Henao y col., 2018) no tiene efectos téxicos agudos para los organismos acuaticos de mayor
tamanio (Hurtado y col., 2021).

Se ha estudiado del APA como molusquicida sobre Dreissena polymorpha (mejillén cebra):

Por un lado, Verween y col. (2009) evaluaron la toxicidad del APA (Degaclean 150 de la compaiiia
Evonyk) sobre larvas preveligeras del mejillén cebra, a una temperatura de 20 °C y mostraron
un 95 % de mortalidad con 3 mg/l durante 15 minutos de exposicidén. Vegega y Manissero (1996)
evaluaron la mortalidad de mejilléon cebra bajo el tratamiento con APA en condiciones de flujo
continuo. Logro el obtener el 100% de la mortalidad con dosis de 0,24-1,1 mg/| de APA luego de
9y 7 dias respectivamente.

Mas recientemente, se ha estudiado del APA como molusquicida sobre Dreissena bugensis
(mejillén quagga):

Hurtado y col. (2021), aplicaron APA en el agua cruda para el control del mejillon quagga en un
sistema estanco y en un sistema con flujo. En la Tabla 1.8 se resumen los resultados encontrados:
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Sistema estanco (temperatura 8-19 °C) Sistema con flujo (temperatura 3-5 °C)

Dosis (mg/l) Mortalidad % | Tiempo (dias) | Dosis (mg/l) Mortalidad % | Tiempo (dias)
5 20 30 5 50 16

10 30 30 5 75 25

25 50 18 10 100 21

50 90 4 25 100 15

Tabla 1.8. Mortalidad del mejillén quagga bajo tratamientos con APA. Fuente: Hurtado y col. 2021.

Se ha realizado una extensa revisién en bibliografia y actualmente no existen estudios del efecto
del acido peracético como molusquicida sobre L. fortunei.

1.5.2.3. Subproductos de la desinfeccién con acido peracético

La desinfeccion con APA presenta un gran beneficio adicional: no produce subproductos de
desinfeccién o lo hace en muy baja cantidad (Koivunen y Heinonen-Tanski, 2005; Monarca y col.,
2002), por tal motivo se lo reconoce como “amigable para el ambiente”. Ademas los residuos
del desinfectante se descomponen rapidamente en compuestos inocuos tales como acido
acético y oxigeno.

En relacion a su ecotoxicidad, Bolognesi y col. (2004) investigaron la influencia de los
desinfectantes clasicos como el hipoclorito de sodio y el diéxido de cloro, asi como acido
peracético (APA), en la formacién de mutagenos en aguas superficiales utilizadas para consumo
humano. Para ello, realizé pruebas de genotoxicidad in vivo (ensayo Cometa y micronucleos) en
una planta piloto experimental. En dicho trabajo los autores expusieron al molusco Dreissena
polymorpha (mejilldon cebra), en cuencas experimentales abastecidas con agua del lago en
presencia y ausencia de los diferentes desinfectantes (y sus subproductos de desinfeccién). Los
efectos se detectaron en diferentes tejidos: hemocitos para el ensayo Cometa y branquias para
el Prueba de micronucleos. Los resultados mostraron diferencias en los niveles basales de
migracion de ADN y frecuencia de micronucleos, con los dos compuestos clorados (hipoclorito
de sodio y diéxido de cloro) se observd la interaccion entre el ADN y el subproducto de
desinfeccidn. Por su parte, el acido peracético no indujo efectos clastogénicos / aneugénicos ni
dafio al ADN en este bioindicador. Este estudio propone al acido peracético como una
alternativa en la desinfeccidn en el proceso de potabilizacién del agua.

1.5.2.4. Reacciones del APA en solucion acuosa

La efectividad del APA como biocida, dependerd de su concentracién en el medio acuoso. Por lo
tanto, su descomposicion y el consumo de APA al oxidar otros compuestos presentes en al agua
tratada, tendran como consecuencia una menor efectividad del biocida.

Algunos de los factores que afectan la velocidad de descomposicion del APA son la
concentracidn inicial dosificada, el pH, la presencia de material organico, sélidos en suspension,
iones de metales de transicién, salinidad y dureza del agua (Sanchez-Ruiz y col., 1995; Yuan y
col., 1997b; Lazarovay col., 1998; Falsanisiy col., 2006; Pedersen y col., 2009; Howarth y Harvey,
2010; Liu y col., 2014).

El APA es un acido débil (pKa = 8,2), a valores de pH mas altos que este valor, el equilibrio se
desplaza hacia la forma disociada (CHsCOs’). El rendimiento de la desinfeccién del APA es mas
eficaz en condiciones acidas y por encima de pH 9 la eficiencia comienza a disminuir (Kitis, 2004;
Luukkoneny col., 2014).

Varios autores han informado que los metales de transicion catalizan la descomposicion del APA
(Yuany col., 1997ay b; Wagner y col., 2002; Kitis, 2004; Zhao y col., 2008; Pedersen y col., 2013;

28



CAPITULO 1. INTRODUCCION Martinez Virginia 2021

Luukkonen y col., 2014; Luukkonen y Pehkonen, 2016). Yuan y col. (1997a y b) informaron que
Fe*?, Mn*2, Cu*? y Co*? pueden catalizar la descomposiciéon de APA. Ademds de catalizar la
descomposicion del APA, la presencia de metales de transicion, como el cobre (Cu) y la plata
(Ag), también puede incrementar la formacién de radicales que mejoran la eficiencia de
desinfeccién del APA (Orta de Velasquez y col., 2017).

Liu y col. (2014) estudiaron el efecto de la salinidad y la dureza del agua en diferentes
formulaciones de APA. Por un lado estudiaron el efecto de la salinidad con NaCl y sal marina
disuelta en agua destilada para alcanzar la concentraciones de 1% (10g /L) y 3% (30 g / L). Los
resultados de este estudio demostraron que la salinidad afecta la degradacién del APA en todas
las formulaciones ensayadas. La dureza del agua tiene solo un ligero impacto en la
descomposicion del APA (Luukkoneny col., 2014).

Numerosos estudios sobre APA han informado que la presencia de materia organica en solucion
conduce a un significativo consumo de APA (Koivunen y col., 2005; Liu y col. 2014; Pedersen y
col., 2009; Pedersen y col., 2013). La eficiencia de la desinfeccion con APA aumenta con la
disminucién de los sdlidos suspendidos totales (SST) y la demanda bioquimica de oxigeno (DBO)
(Gehr y Cochrane, 2002; Dominguez Henao, 2017; Dominguez Henao y col., 2018). Los SST
pueden tener impacto en la desinfeccidon de APA a través de la demanda oxidativa y actuando
como escudos protectores para microorganismos (Dominguez Henao y col., 2018).

Ademas, similar a otros desinfectantes quimicos, las reducciones microbianas aumentan con el
aumento de la temperatura (Stampi y col., 2001).

Enla Tabla 1.9 se presentan los pardmetros del agua que pueden afectar la eficiencia biocida del
APA:

Parametro del | Efecto sobre el APA Autor.
agua
pH A pH > 9 disminuye la eficiencia biocida Kitis (2004); Luukkonen y col. (2014)
Salinidad Incrementa la fuerza idnica e incrementa la | Liuy col. (2014)
descomposicion del APA
Dureza Bajo impacto en la descomposicion del APA | Liuy col. (2014)
Fe*2,  Mn*2, | Catalizan la descomposicion del APA Yuany col. (1997ay b), Wagner y col.
Cu*2y Co*2 (2002), Kitis (2004), Zhao y col.
(2008), Pedersen y col. (2013),
Luukkonen y col. (2014), Luukkonen y
Pehkonen (2016)
Cu*?2y Ag* Incrementan la eficiencia biocida Orta de Velasquez y col. (2017)
Materia Existe una demanda oxidativa del APA. Los | Koivunen y col. (2005), Liu y col.
organica (SST | SST generan una proteccion para los | (2014), Pedersen y col. (2009),
y DQO) microorganismos en la desinfeccién. Pedersen y col. (2013); Gehr y
Cochrane (2002); Dominguez Henao
y col. (2018)
Temperatura | La eficacia de desinfeccion con APA aumenta | Stampi y col. (2001)
al incrementar la temperatura.

Tabla 1.9. Parametros del agua que afectan la eficiencia del APA como biocida.
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El APA puede ser una alternativa al cloro para el control del mejillon dorado ya que, en
comparacién con el cloro, tiene un mayor potencial de oxidacién (1,76 frente a 1,48 V), un costo
aceptable para su aplicacion y menor formacion subproductos de la desinfeccion (Du y col.,
2018). Si bien el APA fue evaluado como molusquicida sobre otras especies, mostrando
resultados similares al cloro, estos resultados no son extrapolables. Por lo tanto, es necesario
evaluar el producto sobre la especie objetivo: L. fortunei.

El producto Sanurfloc Bioxi B, es formulado a base de APA y coadyuvantes. Sanurfloc Bioxi B es
producido y estandarizado en planta por la empresa SABINUR S.A.C.I.F.I.LA www.sabinur.com.ar
, €n Buenos Aires y se encuentra habilitado para su comercializaciéon en el Mercosur. Se trata de
un producto oxidante con alta eficiencia biocida sobre microorganismos heterétrofos totales,
coliformes fecales, hongos, levaduras y cianobacterias toxigenas (Martinez y col., 2017,
Martinez y col., 2019). El monitoreo del producto residual es facil de determinar a través de kits
de tiras reactivas que brindan un resultado al instante. Sanurfloc Bioxi B es aplicado en varias
plantas de tratamiento de aguas ubicadas sobre las costas del Rio de la Plata, con caudales de
procesamiento de agua cruda de aproximadamente 2000 m3/h aplicando producto de forma
continua, en un rango de dosis de 20-30 mg/I.

Para llevar a cabo la aplicacion tecnoldgica del producto Sanurfloc Bioxi B es importante analizar
la efectividad molusquicida a diferentes dosis y tiempos de contacto sobre individuos adultos de
mejillén dorado. Existen varios factores a considerar para la realizacion de dicho estudio:

1- Tamafio, densidad y estado fisioldgico del organismo de estudio.
2- Caracteristicas fisicoquimicas y microbiolégicas del medio acuoso
3- Factores que influyen en la eficiencia molusquicida de los productos oxidantes.

Dado que diferentes tamafios y densidades de mejillén dorado tendran respuestas diferentes a
iguales concentraciones de molusquicidas, deben ser definidas la longitud valvar del organismo
de estudio y la densidad en el ensayo. En relacion al estado fisioldgico, ciertos contaminantes
presentes en el agua pueden incrementar la tasa de mortalidad y dado que normalmente los
individuos de estudio son obtenidos del medio ambiente debe realizarse una aclimatacion de
los moluscos previamente al ensayo, evitando de esta manera mortalidad asociada al estrés del
organismo.

Las caracteristicas fisicoquimicas y microbiolégicas del medio acuoso, deben ser definidas
debido a la interaccidn que presentan con los moluscos y con los productos molusquicidas
respectivamente. Evaluando principalmente pH, temperatura, salinidad y materia orgdnica
como parametros fisicoquimicos y organismos susceptibles de ser alimento para los mejillones
dorados. Si bien la realizacidon de ensayos molusquicidas utilizando agua de consumo declorada
es til, la aplicacion del producto se realizara finalmente sobre un de rio sin tratar (agua cruda).
Por lo tanto, realizar los ensayos molusquicidas sobre agua proveniente del sitio donde se
realizard el tratamiento, puede informar las dosis de aplicacion mas precisas.

En relacién a los factores que influyen en la eficiencia molusquicida de los productos oxidantes,
es importante evaluar la demanda oxidativa del producto al ser aplicado sobre el agua cruda.

Dado que en bibliografia los resultados sobre la eficiencia molusquicida del cloro son muy
variables, es también importante evaluar el cloro en un mismo disefio experimental y utilizar
agua cruda, para lograr una comparacion con el efecto molusquicida del producto Sanurfloc
Bioxi B.
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Ademas de la determinaciéon de la mortalidad, es importante evaluar otras actividades del
mejillén dorado como son la movilidad, asi como estudiar si el organismo se aleja de las fuentes
de téxicos. También es importante evaluar el efecto de los productos oxidantes sobre la
adhesién del mejillén dorado y la tasa de filtracion en presencia de los molusquicidas.

Es importante realizar la comparacion con la efectividad molusquicida del cloro, el tratamiento
mas comun frente a la bioincrustacion. Conocer la efectividad molusquicida del producto
Sanurfloc Bioxi B, nos permitira evaluar su potencial aplicacion en plantas de tratamiento de
aguay todas aquellas que industrias que utilicen agua del rio contaminadas con mejillén dorado.

1.6. OBJETIVOS DEL TRABAJO

1.6.1. Objetivo general

Realizar el estudio comparativo y combinado de la efectividad molusquicida de cloro y el
producto Sanurfloc Bioxi B sobre el estadio adulto de los bivalvos incrustantes Limnoperna
fortunei (mejillén dorado).

1.6.2. Objetivos especificos
Puesta a punto de las condiciones de aclimatacidn al laboratorio de especimenes de L. fortunei.

Caracterizacion fisicoquimica, microbioldgica y bioldgica de la fuente de agua utilizada en
nuestro estudio: agua del Rio de la Plata.

Puesta a punto de técnicas de ensayo de mortalidad y ensayo de velocidad de filtracion de los
mejillones dorados.

Evaluar la efectividad molusquicida utilizando diferentes concentraciones de cloro y de
Sanurfloc Bioxi B en forma individual. Determinar las dosis dptimas de cada producto. Evaluar la
mortalidad, la movilidad, la adhesién vy la filtracién bajo los tratamientos con molusquicidas.

Evaluar la efectividad molusquicida con aplicacidn secuencial de combinaciones de la dosis
optima de cloro y de Sanurfloc Bioxi B. Evaluacion de la mortalidad, la movilidad, la adhesion y
la filtracidn bajo los tratamientos con molusquicidas.
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

2.1. OBTENCION DE LOS MEJILLONES DORADOS

Ubicacion y caracteristicas del sitio de muestreo. La obtencién de las muestras de mejillon
dorado Limnoperna fortunei se realizd en el Rio de la Plata, entre los puntos (34°47'49.9"S
57°59'31.5"W) vy (34°48'13.6"S 57°59'08.0"W) donde se ha observado su presencia
regularmente (Figura 2.1). En la zona de muestreo, la temperatura aérea mensual promedio
vario entre 20-30 °C en enero y entre 7-15 °C en julio durante el afio 2018 (Figura 2.2) mientras
gue la temperatura mensual promedio del agua fue de 24,3 °C en enero y de 11,7 °C en julio de
ese mismo afio (Figura 2.3).
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Figura 2.1. Punto de muestreo en la playa de Punta Lara sobre el Rio de la Plata. Fuente: Google Maps.
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Figura 2.2. Valores de temperatura aérea del aiio 2018, el intervalo diario de temperaturas reportadas (barras
grises) y las maximas (marcas rojas) y minimas (marcas azules) de 24 horas, colocadas arriba del promedio
diario de la maxima (linea rojo claro) y de la minima (linea azul claro), con las bandas de los percentiles 25 a
75y 10 a 90. Fuente: Aeroparque Jorge Newbery, Argentina (es.weatherspark.com).
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Figura 2.3. Temperatura del agua en superficie, datos de Ponton Interseccion ubicado en 34°41' S 57°57'W. S
Estas cifras muestran la temperatura media mensual del agua en Punta Lara. Las temperaturas medias,
minimas y maximas del agua se calculan sobre la base de los datos de los ultimos 10 afios. Fuente: Servicio
de Hidrografia Naval.

Toma de muestras y transporte. La recoleccidon de mejillones dorados se realizé en la costanera
en la playa de Punta Lara, en los momentos de marea baja. Los individuos adheridos firmemente
sobre el murallén (Figura 2.4), fueron recolectados manualmente y colocados en tanques
plasticos sumergidos en la misma agua de rio. Las muestras de mejillén dorado fueron
transportadas inmediatamente al laboratorio para su procesamiento. Se realizaron tres
muestreos:

e Primer muestreo: febrero del afio 2018.
e Segundo muestreo: abril del afio 2018.
e Tercer muestreo: junio del afio 2018.

Figura 2.4. Toma de muestra de mejillones dorados en Punta Lara, Rio de La Plata. Los mejillones dorados se
encuentran fuertemente adheridos a la estructura. Fotografias: Virginia Martinez.
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2.2. OBTENCION Y CARACTERIZACION DE AGUA DE RiO

En este trabajo se ha utilizado agua del Rio de la Plata como medio acuoso para llevar a cabo las
siguientes actividades:

e Transporte de los mejillones dorados desde el sitio de muestreo hacia el laboratorio
e Aclimatacidn de los mejillones dorados
e Puesta a punto y realizacidn de los ensayos de eficiencia de los molusquicidas.

La obtencion del agua dulce se ha realizado en el mismo sitio de muestreo de los mejillones
dorados, lugar apartado de descargas de efluentes industriales.

Para cada actividad a desarrollar se ha recogido agua fresca en bidones plasticos de 20 litros y
transportado inmediatamente al laboratorio para su analisis. Se ha utilizado este suministro de
agua, en un periodo no mayor a 8 horas desde su recoleccion. Resulta importante su
caracterizacion fisico quimica, microbioldgica y ficoldgica.

Caracterizacion. Todas las muestras de agua recibidas, fueron inmediatamente analizadas
fisicoquimicamente antes de realizar el recambio de agua de los acuarios. Los andlisis
microbioldgicos, el analisis cualitativo y cuantitativo de fitoplancton se realizaron con una
frecuencia de 15 dias. Se determinaron los siguientes parametros segun las técnicas definidas
en el Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA; AWWA; WPCF;
2012), el método utilizado se indica entre paréntesis:

2.2.1. pH (SM-4500H+ B)

El pH del agua de rio fue determinado con un peachimetro Hanna Modelo HI 8424., la calibracion
del equipo se realizé periddicamente mediante el empleo de soluciones tampdn de pH 4,02,
7,02 y 10,02 disponibles comercialmente.

2.2.2. Temperatura (SM-2550)

La temperatura del agua de rio fue determinada utilizando termdmetro incorporado al
conductimetro HACH Senslon5 51800-18, en su funcidn medidor de temperatura.

2.2.3. Color (SM-2120-C)

El color puede ser expresado como “color verdadero” o “color aparente”, este ultimo engloba
no solo el color debido a las sustancias disueltas sino también a las materias en suspensién. El
color verdadero puede determinarse en la muestra filtrada o centrifugada. Por otra parte, el
color aparente se determina sobre la muestra original. En este trabajo se determiné el color
aparente utilizando un espectrofotometro HACH DR/890, se utilizd el método 8025 que
corresponde a una adaptacion del método platino-cobalto (SM2120-C), del Standard methods
for the examination of water and wastewater. El color aparente determinado se expresé como
unidades de color.

2.2.4. Salinidad (SM-2520 B)

La salinidad es la determinacién de la masa de sales disueltas en una masa dada de solucion. La
salinidad es una escala relativa basada en solucidn de cloruro de potasio, un valor de 35 es
equivalente a 32,4356 g KCl en 1000 g de solucién a 15 °C. Su determinacién es indirecta a través
de la conductividad. En este trabajo se determind la salinidad utilizando un conductimetro HACH
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Senslon5 51800-18. El medidor calcula la salinidad en base a la Escala de salinidad practica
extendida de 1978, como se menciona en la 172 edicion de Standard Methods, 25200 B. El rango
aplicable es de 0 a 42 %o y de —2 a 35 ° C. La salinidad determinada se expresé como partes por
mil (%o).

2.2.5. Turbidez (SM-2130 B)

La turbidez del agua es producida por materias en suspensidon, como arcilla, cieno o materias
organicas e inorgdnicas finamente divididas, compuestos orgdnicos solubles coloreados,
plancton y otros microorganismos. La turbidez es una expresién de la propiedad éptica que
origina que la luz se disperse y absorba en vez de transmitirse en linea recta a través de la
muestra. En la dispersién luminosa también intervienen el tamano, la forma y el indice de
refraccion de las particulas. En este trabajo se determind la turbidez utilizando un
espectrofotometro HACH DR/890, se utilizd el método 8237. La turbidez determinada se
expreso como NTU.

2.2.6. Conductividad (SM-2510)

La conductividad es una expresiéon numérica de la capacidad de una solucién para transportar
una corriente eléctrica. Esta capacidad depende de la presencia de iones y de su concentracion
total, su movilidad, valencia y concentraciones relativas, asi como de la temperatura de la
medicion. En este trabajo se determind la conductividad utilizando un conductimetro HACH
Senslon5 51800-18. La conductividad determinada se expresé como uS/cm.

2.2.7. Metales (SM-3500 As, SM-3500 Fe, SM-3500 Mn, SM-3500 Pb, SM-3500-Cr)

Se determinaron los metales: arsénico, hierro, manganeso, plomo y cromo mediante
espectrofotometria de absorcién atomica.

2.2.8. Sdlidos disueltos totales (SM-2540 C)

El método estandar para la determinacién de TDS (Sdlidos Disueltos Totales) es evaporar la
muestra a sequedad a 180 ° C, luego pesar el residuo. Otra forma de estimar TDS es calculando
la concentracién de cloruro de sodio que tendria la misma conductividad que la muestra a la
misma temperatura. En este trabajo se determinaron los Solidos disueltos totales utilizando un
conductimetro HACH Senslon5 51800-18. El medidor reporta el valor TDS medido en mg/| de
cloruro de sodio comparando la conductividad y la temperatura de la muestra con los datos
almacenados en la memoria del medidor. Los datos se obtuvieron de Procedimientos empiricos
utilizando soluciones de cloruro de sodio.

2.2.9. Sélidos suspendidos totales (SM-2540 D)

Los sodlidos totales son los residuos de material que quedan en un recipiente después de la
evaporacién de una muestra y su consecutivo secado en estufa a temperatura definida. Los
solidos totales incluyen los sélidos suspendidos totales, o porcion de sdlidos totales retenida
por un filtro, y los sélidos disueltos totales o porcién que atraviesa el filtro. En este trabajo se
determinaron los sélidos suspendidos totales utilizando un espectrofotometro HACH DR/890,
se utilizd el método 8006. Los sélidos suspendidos totales fueron expresados como mg/I.

2.2.10. Oxigeno disuelto (SM-4500 O G)
El oxigeno disuelto fue determinado sobre la muestra de agua de rio, en forma directa, con un

electrodo de oxigeno OXYGEN METER MODELO DO-5510.
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2.2.11. Nitrégeno amoniacal

Los compuestos de amoniaco se combinan con el cloro para formar monocloramina. La
monocloramina reacciona con el salicilato para formar 5-aminosalicilato. El 5-aminosalicilato se
oxida en presencia de un catalizador de nitroprusiato de sodio para formar un compuesto de
color azul. El color azul estd enmascarado por el color amarillo del exceso de reactivo presente
para dar una solucién final de color verde. En este trabajo se determind la concentracién de
nitrégeno amoniacal utilizando un espectrofotometro HACH DR/890, se utilizd el método 8155.
La resultados se expresaron como mg/ de nitrégeno amoniacal.

2.2.12. Demanda quimica de oxigeno (SM-5220 D)

La demanda quimica de oxigeno se utiliza como una medida del equivalente de oxigeno del
contenido de materia organica de una muestra susceptible de oxidacidn por un oxidante
quimico fuerte. En este procedimiento se utilizé el kit HACH, la digestién de la muestra se realizod
con dicromato de potasio, a 150 °C durante 2 horas. La solucién del kit también contiene iones
de plata como catalizador e iones de mercurio como complejante de cloruros. Los compuestos
organicos oxidables reducen el ion dicromato produciendo una coloracion verde. Para la
determinacion de la concentracién de DQO fue empleado un espectrofotémetro HACH DR/890,
se utilizd el método 8000. La DQO se expresé como mg de O,/I.

2.2.13. Demanda bioquimica de oxigeno (SM-5210 B)

La Demanda Bioldgica de Oxigeno consiste en la determinacién de la cantidad de oxigeno
consumido, en un periodo de tiempo (generalmente 5 dias) y a una temperatura determinada
(generalmente 202C), por las bacterias al oxidar la materia organica en una muestra de agua. El
equipo DBO Logic de INGELAB, utiliza el método de determinacidn manométrico. Para la
determinacidn de DBO, se introdujeron diferentes volumenes de la muestra en sendos
reactores, se adicionaron los micronutrientes (tampdn de fosfatos, sulfato de magnesio, cloruro
de calcio, cloruro férrico y cloruro de amonio) y un inéculo microbiolégico. Se midié el consumo
de oxigeno de forma indirecta por la caida de la presion. La DQO se expresé como mg de O,/I.

2.2.14. Demanda de cloro

La demanda de cloro es la diferencia entre la cantidad de cloro afiadida al agua y la cantidad de
cloro residual libre y residual combinado que permanece al final del periodo de contacto
especificado. La demanda de cloro, se determiné analizando el cloro residual sobre soluciones
de agua de rio a las cuales se les adiciond cloro en concentraciones de 1 a 15 ppm. El tiempo de
contacto fue de 30 minutos. Se informd la demanda de cloro como aquella dosis de cloro que
alcanza el punto de quiebre (valor minimo en la curva de la Figura 2.5).
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Figura 2.5. Curva de demanda de cloro. Fuente: Ramirez Quiroz, 2005.
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2.2.15. Clorofila a (SM-10200 H)

La concentracion de pigmentos fotosintéticos se utiliza ampliamente para calcular la biomasa
del fitoplancton. Todas las plantas verdes contienen clorofila a, que constituye
aproximadamente del 1 al 2 por 100 del peso seco de las algas planctdnicas. Para la
determinacion del pigmento se filtraron 500 ml de muestra con papel de filtro Whatman GF/F.
Se colocé el filtro en un tubo Falcén de 15 ml, cubierto exteriormente con papel metalico al
abrigo delaluz, y se adiciond 5 ml de metanol. Se incubo a 4 °C durante 24 h. Se midié el extracto
en metanol a las longitudes de onda 665 y 760 nm, antes y después de acidificar con 2 gotas de
HCI 0,1 N.

Se calculd la concentracion de clorofila a:
CL a (ug/l) = 2,72* [(Abs 665 —Abs 760) - (Abs 665 acid —Abs 760 acid)]*11,62 *V

Donde V= Volumen del extracto en ml/l de agua filtrada. Para la muestra V= 5/0,5=10

2.2.16. Recuento de bacterias heterétrofas totales (SM-9215B)

Se tomd una muestra de agua de rio y se reservd refrigerada en un frasco estéril hasta su
procesamiento. El tiempo maximo recomendado entre la toma de la muestra y su estudio es de
6 horas. Para su analisis se homogenizo la muestra mediante agitacién manual. En esterilidad,
se realizaron diluciones seriadas, tomando 1 ml y diluyendo en 9 ml de agua peptona 0,1%. Las
diluciones se homogenizaron con agitador mecanico durante 15 segundos. Se sembré 1 ml de
muestra y 1 ml de cada dilucidn, en sendas placas de Petri vacias, realizando este proceso por
duplicado. Se agregd sobre cada placa el Medio Plate Count Agar PCA (composicién: 5 g/l
peptona de caseina, 2,5 g/l extracto de levadura, 1 g/l de glucosa y 14,5 g/| de agar-agar, pH 7,0
+0,1. Esterilizado por autoclave durante 15 minutos a 1212 C) previamente fundido y entibiado.
Se mezclé el medio PCA con el inéculo realizando movimientos circulares. Se dejé enfriar y
solidificar. Se incubaron las placas invertidas a 36 °C durante 48 h. Se contaron las colonias con
contador de placas, seleccionando aquellas que presentaron entre 30-300 UFC/ml.

Calculos: UFC/ml = ((N1+N2)/2)* D

Donde N1 y N2 son las colonias contadas en las cajas de la misma dilucién y D es el factor de
dilucién aplicado.

2.2.17. Coliformes fecales (SM-9225)

La determinacion de coliformes fecales se realizé mediante la técnica de nimero mds probable
(NMP) en tubo con caldo Mac Conkey (20 g/| digestidén pancreatica de gelatina, 5 g/| de bilis de
buey, 10 g/l de lactosa y 0,01 g/l de purpura de bromocresol, pH 7,3 + 0,2). Primero se realizaron
las diluciones necesarias de la muestra en agua peptonada 0,1%. Luego 1 ml de las diluciones se
inocularon en caldo Mac Conkey por triplicado con campana de Durham y se incubaron a 37 °C
durante 24-48 horas. Se repicaron los tubos positivos en caldo EC (20 g/l de triptona, 5 g/l de
lactosa; 1,5 g/| de sales biliares n2 3; 4 g/| de fostato de dipotasio; 1,5 g/l de fosfato dihidrogeno
de potasio y 5 g/l de cloruro de sodio) y se incubaron a 44 °C durante 24-48 horas. Se
cuantificaron los tubos positivos y se refirieron a la distribucion de NMP (nimero mas probable).
Los resultados se expresaron como NMP/100 ml de muestra.
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2.2.18. Recuento y analisis de fitoplancton (SM-10200 F)

Para realizar el analisis cuantitativo o recuento de fitoplancton presente en la muestra de agua
de rio, se utilizaron cdmaras de sedimentacion y microscopio invertido siguiendo el método
Utermohl de 1958.

Las muestras se homogenizaron manualmente, dando giros en forme vertical y horizontal,
durante 2 minutos. Se selecciond el volumen de la cdmara a utilizar (2, 10 y 25 ml de capacidad)
teniendo en cuenta la densidad de fitoplancton en la muestra y la cantidad de sedimento.

La camara de sedimentacion a utilizar se llend totalmente y se cubrié con la tapa de vidrio, sin
dejar burbujas de aire en el interior. Luego se la dejo reposar sobre una superficie plana y
nivelada durante 24 hs. Se realizo la observacidn al microscopio invertido. Se realizé el recuento
en al menos 30 campos y se realizd el siguiente cdlculo:

Recuento de individuos/ml (ind. /ml) = (490,625. x)/ (n A V)

Dénde: 490,625 es el area de la cdmara de sedimentacion, x es el niUmero total de individuos
contados, n es el nUmero de campos observados, A es el area del campo (Tabla 2.1), V es el
volumen de la cdmara de sedimentacion (ml).

AUMENTO DEL OBJETIVO | DIAMETRO DEL CAMPO (mm) | AREA DEL CAMPO (mm)2
4X 5 19,62500
10X 2 3,14000
20 X 1 0,78500
40X 05 0,19625
CAMARA DE SEDIMENTACION | DAMETRO (mm) AREA (mm)2
25 490,62500

Tabla 2.1. Datos de los campos del microscopio invertido

Para realizar el andlisis cualitativo, se centrifugd 10 ml de muestra, se descarté el sobrenadante
dejando 1 ml para observaciéon en fresco en microscopio invertido. Se realizé la determinacion
de los taxones en la muestra segun Bourrelly (1972).

2.3. PRODUCTOS MOLUSQUICIDAS
2.3.1 Hipoclorito de sodio
2.3.1.1 Determinacion de principio activo cloro

Se utilizo hipoclorito de sodio de concentracién de 100 g de cloro/l. La determinacién de cloro
activo en el producto se realiza a través de una volumetria. Se tomaron 2,5 ml de la solucién de
hipoclorito de sodio y se diluyé hasta 100 ml en un matraz aforado. Luego se tomaron 25 ml de
esta dilucion y se transfirieron a un Erlenmeyer de 250 ml, se adiciond aproximadamente 1 g de
cristales de ioduro de potasio y se acidificd con 4 ml de acido acético glacial. Posteriormente, se
tituld con tiosulfato de sodio 0,1 N, hasta que el color amarillo del iodo desaparecid, se adiciond
1 ml de solucién indicadora de almidén 0,5 % y se continud la titulacién hasta que el color
desaparecio.

C=(141,8xVxN)/Vm
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Donde Ces el cloro disponible en porcentaje p/v, V es el volumen de tiosulfato de sodio gastado
en ml, N es la normalidad del tiosulfato de sodio, Vm es el volumen de la muestra en mly 141,8
un factor de conversidn.

2.3.1.2 Determinacion de cloro residual

Para la determinacidn de cloro residual o cloro libre se utilizé un medidor de Turbidez y Cloro
Libre/Total (Hanna modelo HI 93414). Este método es una adaptacién del Método 330.5 de
USEPA y Método 4500-Cl G de Standard Methods. La reaccién entre el cloro y el reactivo DPD
origina una coloracidn rosa en la muestra que es detectado por el medidor. Las mediciones de
Cloro Libre o Total pueden realizarse en el rango de 0,00 a 5,00 mg/I.

2.3.2 Sanurfloc Bioxi B
2.3.2.1 Determinacion de principio activo acido peracético

El producto Sanurfloc Bioxi B, fue provisto por la empresa SABINUR SACIFIA. La determinacion
de principio activo en el producto (activo B) se realiza a través de una volumetria.

Se pesé entre 0,25 y 0,30 ml de producto en un Erlenmeyer de 250 ml, se registro el peso de la
muestra (M). Luego, se adiciond 50 ml de agua destilada y 25 ml de solucién de acido sulfurico
al 25 % p/v. Se tituld el perdéxido de hidrégeno con solucion de permanganato de potasio 0,1 M
hasta débil coloracidon rosada y se registrd el volumen gastado (mp). Luego se adiciond
aproximadamente 1 g de ioduro de potasio y se agitd hasta su disolucién (se observé un
desprendimiento gaseoso), el iodo liberado se tituld con tiosulfato de sodio 0,1 N utilizando
almiddn 0,1 % como indicador de punto final, se registré el volumen de tiosulfato (mt). Luego se
calcularon las concentraciones de

Ca (% H202) =850 mp/ M

Donde Ca es la concentracion de H,0,en % p/v, 850 es un factor de conversidén, mp es el volumen
de permanganato de potasio utilizado en ml, M es el peso de la muestra en mg.

Cp (% PA) =380 mt/ M

Donde Cp es la concentracion de 4cido peracéticoen % p/v, 380 es un factor de conversién, mt
es el volumen de tiosulfato de sodio utilizado en ml, M es el peso de la muestra en mg.

2.3.2.2. Determinacion de acido peracético residual

Para la determinacién rapida y semicuantitativa se utilizé Test Acido peracético Método
colorimétrico con tiras de ensayo MQuant™, numero de catdlogo 1.10084.0001
(http://www.merckmillipore.com/AR/es/product/Peracetic-Acid-Test, MDA CHEM-110084).

El acido peracético reacciona con una amina aromatica para formar un producto de color azul.
La concentracion de acido peracético es medida semicuantitativamente por comparacion visual
entre la zona de reaccion de la tira de ensayo con las zonas de una escala colorimétrica. El
intervalo de medida fue de 0, 5-10-20-30-50 mg/l peracético. Se introdujo la zona de reaccion
de la tira de ensayo durante 1 segundo en la muestra preparada (pH entre 2 y 10; temperatura
entre 15-25 2 C). Se dejod escurrir el exceso de liquido por el borde longitudinal de la tira sobre
un pafnuelo de papel absorbente y, después de 5 segundos, se clasificd el color de la zona de
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reaccion de acuerdo con una zona color de la etiqueta. Se leyd el correspondiente valor de
medicién en mg/| de acido peracético o el valor intermedio (figura 2.6).

f Poracetic Acid Test
Peressigsaure-Test

CEER
o y

% 5

Figura 2.6. Test de &cido peracético residual.

La demanda de oxidante (activo de Sanurfloc Bioxi B) se determind como la diferencia de la
concentracidén agregada de activo y la concentracion de activo residual luego de 1 hora de
contacto.

2.4. PROCESAMIENTO Y ACLIMATACION DEL MEJILLON DORADO AL LABORATORIO

2.4.1. Procesamiento de muestras de mejillén dorado

Una vez recibidas las muestras de mejillén dorado en el laboratorio, se separé manualmente el
agregado de mejillones que se encontraban unidos entre si mediante el hilo bisal (Figura 2.7),
este fue cortado con tijera. Se lavaron los mejillones con agua corriente sin cloro y se eliminaron
los individuos muertos.

Figura 2.7. Muestras de mejillon dorado obtenidas del Rio de la Plata y acuarios. Fotografias: Virginia Martinez.
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2.4.2. Puesta a punto y seleccién de las condiciones de ensayo de aclimatacién de los mejillones
dorados

Se realizaron experimentos preliminares con el objetivo de fijar las siguientes condiciones del
ensayo aclimatacidn. Para ello, se colocaron los mejillones en acuarios con agua de rio a 20° C
durante 2 meses. La densidad poblacion fue de 10 mejillones por acuario con una capacidad de
500 ml. El fotoperiodo fue de 8 horas de luz y 16 de oscuridad. No se proporciond ni aireacion
ni filtracién al sistema. La frecuencia del recambio del agua de rio fue de 3 veces por semana. A
tal efecto, se concurrid 3 veces por semana a Punta Lara con el fin de realizar una nueva toma
de muestra de agua de rio para el recambio correspondiente. Las muestras de agua de rio se
trasladaron inmediatamente al laboratorio. Se examinaron diariamente los acuarios,
eliminandose inmediatamente los organismos muertos. Bajo tales condiciones de aclimatacioén,
se evalué la mortalidad de los mejillones dorados de diferentes tamanos de longitud valvar,
segun la clasificacion del Montalto y Marchese (2003): juveniles < 6 mm (tamafio 1), adultos 6-
15 mm (tamafio 2) y 15-27 mm (tamafio 3). En esta puesta punto se utilizaron los mejillones
dorados obtenidos en el primer muestreo. Una vez fijadas las condiciones del ensayo, se
procedio a realizar el ensayo de aclimatacion.

2.4.3. Protocolo de aclimatacion de los mejillones dorados.

Para todos los ensayos que se indican en este trabajo, se efectud la aclimatacion al laboratorio
de la siguiente manera: se colocaron los mejillones de 6-15 mm de longitud valvar (ver 3.1), en
acuarios con agua de rio a 20 °C por al menos 4 semanas (Rajagopal, 2002). La densidad
poblacién fue de 10 mejillones por acuario con una capacidad de 500 ml. El fotoperiodo y
condiciones de aireacidén fueron similares a las descriptas en la seccién 2.4.2. Se examinaron
diariamente los acuarios, elimindndose inmediatamente los organismos muertos.

Los experimentos con los productos molusquicidas se realizaron con los organismos
sobrevivientes, luego del periodo de aclimatacidn al laboratorio.

2.5. ENSAYO DE EFECTIVIDAD MOLUSQUICIDA

En los ensayos que se describen a continuacidn se utilizaron 10 mejillones dorados de longitud
valvar entre 6-15 mm, los cuales fueron colocados en acuarios de 500 ml de capacidad. El medio
acuoso utilizado fue el agua de rio (demanda de cloro de 4+0.5 mg/l), con una frecuencia de
recambio de 3 veces por semana manteniendo la dosis de cada tratamiento diariamente. La
temperatura de trabajo fue de 20°Cy el fotoperiodo fue de 8 horas de luz y 16 de oscuridad.

2.5.1. Puesta a punto de la técnica para la determinacion de la mortalidad del mejillén dorado bajo
tratamientos con cloro

Se realizd la puesta a punto de la técnica para la determinacién de la mortalidad del mejillén
dorado. Para ello se utilizé el cloro como agente molusquicida. El criterio de mortalidad fue la
observacién de las valvas abiertas de los mejillones, sin respuesta de los tejidos expuestos al
estimulo mecanico (Rajagopal y col., 2003).

Se evaluaron las dosis de 2,5; 5 y 10 mg/| de cloro, se utilizaron 5 réplicas por cada tratamiento
y 15 réplicas para el control sin molusquicida (Tabla 2.2). El tiempo de contacto fue como
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maximo 60 dias. El porcentaje de mortalidad fue evaluado diariamente y los resultados fueron
presentados como el porcentaje de mortalidad en funcion del tiempo. Este ensayo utilizé los
mejillones dorados obtenidos en el primer muestreo.

Tratamiento Réplicas Numero de individuos
Control 15 150

2,5 mg/l de cloro 5 50

5 mg/l de cloro 5 50

10 mg/l de cloro 5 50

Total 300

Tabla 2.2. Tratamientos de cloro para la puesta a punto de la técnica de mortalidad.

2.5.2. Protocolo de mortalidad del mejillén dorado bajo tratamientos con cloro y Sanurfloc Bioxi B

En el ensayo comparativo se evaluaron los productos cloro y Sanurfloc Bioxi B, el primero como
referencia ya que es ampliamente utilizado como molusquicida. En esta etapa, se evaluaron las
dosis descriptas en la Tabla 2.3, se utilizaron 5 réplicas por cada tratamiento y para el control sin
molusquicida. El tiempo de contacto fue de 60 dias. Los resultados fueron presentados como el
porcentaje de mortalidad en funcidn del tiempo. El principio activo del producto Sanurfloc Bioxi
B se denomind activo B y se expresé en mg/I.

Tratamiento Réplicas | Nimero de individuos
Control 5 50
1,25 mg/l de cloro 5 50
2,5 mg/l de cloro 5 50
5 mg/l de cloro 5 50
0,75 mg/l de activo B 5 50
1,5 mg/l de activo B 5 50
3,75 mg/l de activo B 5 50
7,5 mg/l de activo B 5 50
15 mgl/l de activo B 5 50
30 mg/l de activo B 5 50
Total 500

Tabla 2.3. Tratamientos con cloro y principio activo de Sanurfloc Bioxi B (activo B).

En este ensayo se exploré una dosis de cloro menor que las evaluadas en la puesta a punto (1,25
mg/l) y se evalué la mortalidad en tiempos mas largos (60 dias). La finalidad de este ensayo fue
comparar el efecto del cloro y del producto Sanurfloc Bioxi B sobre mejillones dorados obtenidos
en un mismo muestreo. Es decir un grupo de individuos tomados en la misma época del afio, del
mismo sitio de muestreo y bajo las mismas condiciones fisicoquimicas del agua del rio (Segundo
muestreo: abril del afio 2018).

Para comparar los resultados se determiné la dosis letal media (DL50). DL50 es la dosis calculada
estadisticamente, de un agente quimico o fisico que se espera que mate al 50% de los
organismos de una poblacién bajo un conjunto de condiciones definidas.

Dosis Letal 50 (DL50), se calculé realizando la regresidn lineal entre el porcentaje de la
mortalidad expresado en unidades probits frente al logaritmo de la dosis para un determinado
tiempo de contacto. A partir de la regresidn lineal se calculé la dosis para un valor de probit igual
a 5. Mientras que la desviacidn estandar se calcula como:

SD = (dosis 6 probit — dosis 4 probit)/ vn
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Se determind la dosis éptima definida como: la menor dosis que permite el mayor porcentaje
de mortalidad en el menor tiempo.

2.5.3. Ensayo de combinaciones de Sanurfloc Bioxi B y cloro en forma secuencial

Una vez determinadas las dosis 6ptimas de cada producto oxidante, se realizé un nuevo ensayo
con aplicaciones secuenciales en diferentes proporciones de cada producto. Se evaluaron las
combinaciones de 75:25; 50:50, 25:75 de dosis éptima de activo de Sanurfloc Bioxi B y de dosis
Optima de cloro, aplicando en todos los casos primero el producto Sanurfloc Bioxi B y luego de
20 minutos la solucidn de cloro. Esta secuencia de oxidantes fue tomada de la aplicacidn
empirica que se realiza en plantas de tratamiento de aguas. Los controles utilizados fueron 100
% de dosis 6ptima de Sanurfloc Bioxi B, 100 % de dosis dptima de cloro y una condicién sin
dosificar molusquicidas. Cada condicidn se ensayé utilizando 5 réplicas (Tabla 2.4). El ensayo se
llevé a cabo durante 60 dias y se evaluaron diariamente los pardmetros indicados en el punto
2.6: la mortalidad, la movilidad como la capacidad de ascender sobre un sustrato, capacidad de
adherirse al sustrato, la filtracién y la velocidad de filtracion. En este ensayo se utilizaron los
mejillones dorados obtenidos en el tercer muestreo.

. . Activo de B: Numero Numero de
Tratamiento Dosis de s
cloro - individuos
réplicas
0 Sin molusquicida 0:0 5 50
1 15 mgl/l activo B 100:0 5 50
4 3,75 mg/l activo By 3,75 mg/l cloro | 25:75 5 50
5 7,5 mg/l activo B y 2,5 mg/l cloro 50:50 5 50
6 11,25 mg/l activo By 1,25 mg/l cloro | 75:25 5 50
9 5 mgl/l cloro 0:100 5 50
Total 500

Tabla 2.4. Tratamientos de Sanurfloc Bioxi B, cloro y sus combinaciones. El principio activo de Sanurfloc Bioxi
B se indica como activo B.

2.6. CRITERIOS PARA LA EVALUACION DE LA MOVILIDAD, ADHESION, FILTRACION POR LOS
PRODUCTOS OXIDANTES

Movilidad (capacidad de ascenso sobre el sustrato). Los mejillones dorados pueden ascender
sobre el sustrato mediante locomocién a través del pie, en nuestro trabajo se evalud el efecto
de los molusquicidas sobre el movimiento ascendente del mejillén dorado. El experimento
consistio en colocar especimenes del molusco en el fondo de un acuario, con una columna de
agua de 10 cm de altura y luego medir la altura alcanzada por cada individuo. No se evaluaron
otros movimientos (descenso o movimientos paralelos a la base) porque Unicamente el ascenso
resulto mas accesible de determinar en forma visual (lwasaki, 1997, 2015). El sustrato utilizado
fue el mismo vidrio del acuario, cuya columna de agua presenta una altura de 10 cm (Figura 2.8).
Inicialmente los 10 mejillones se encuentran libres sin adherirse sobre el fondo del acuario. Al
transcurrir los dias, los mejillones se adhieren a diferentes alturas. La altura denominada c (cm)
gue puede alcanzar cada mejillén varia entre 0 y 10 cm, por lo tanto cuando la altura c =0 cm
se corresponde con 0 %, si la altura ¢ =5 cm se corresponde con 50 % y cuando la altura es 10
indicamos 100 %. El promedio de c entre los 10 mejillones se denominé h y varia entre 0 y 100
%. El promedio de h entre las 3 o 5 réplicas se denomind H y se expreso en porcentaje (Tabla
2.5).
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Parametro | Definicion

c Altura de cada individuo alcanzada en los 10 cm de columna de agua , varia entre 0 y
10 cm

m Numero total de mejillones en el acuario= 10

h Promedio de ¢ entre los m mejillones, varia entre 0 y 100% y se expresa como porcentaje
h=>c

r NUmero de réplicas (3 0 5)

n NUmero de mejillones empleados por tratamiento
n=m.r

H% Promedio de h entre las réplicas r, se expresa como porcentaje

H7 % Promedio de H entre 7 dias de ensayo, se expresa como porcentaje
H7 = (3 H)/I7

Tabla 2.5.Definicion de parametros para el analisis del ascenso.

El valor de c se determind diariamente y los resultados se presentaron como H% frente al
tiempo:

Ensayo ascenso numero 1: se determiné el comportamiento del mejillén dorado en relacién al
ascenso vertical, en el primer ensayo se utilizaron un total de 150 mejillones (15 acuarios con 10
individuos cada uno). Se determind el valor de H durante 30 dias. En este ensayo se utilizaron
los mejillones dorados obtenidos en el primer muestreo.

Ensayo ascenso nimero 2: En una segunda etapa se repitid el experimento utilizando un total
de 50 mejillones (5 acuarios con 10 individuos cada uno) durante 60 dias. En este ensayo se
utilizaron los mejillones dorados obtenidos en el tercer muestreo.

Estos dos ensayos permitieron evaluar la movilidad de los mejillones muestreados en diferentes
periodos estacionales (febrero y junio).

En el caso de los tratamientos con molusquicidas, el valor de H se determind diariamente y los
resultados se presentaron como H% frente al tiempo, siempre que el nUmero de mejillones vivos
fuera constante (m constante). El promedio de H entre los 7 primeros dias de ensayo se
denomind H7% y los resultados se presentaron como H7% para cada tratamiento.

Se establecié la distribucion de los mejillones dorados, como el nimero de individuos ubicados
a 0,5y 10 cm de altura luego de 24 horas de tratamiento (Figura 2.8).

Se establecid la distribucion de los mejillones dorados entre:

1- los individuos adheridos en el fondo del acuario,
2- los individuos libres en el fondo del acuario y
3- los individuos adheridos en altura en las paredes de del acuario.
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Figura 2.8. El acuario presenta una altura de columna de agua de rio de 10 cm. Inicialmente 10 mejillones
dorados se depositan en el fondo del acuario, luego de la dosificacion del producto y diariamente durante los
60 dias de ensayo se evaluo la altura alcanzada ¢ (cm).

Capacidad de adhesién sobre el sustrato: La parte central del pie del mejillon presenta una
abertura desde la glandula bisal a través de la cual el animal segrega una sustancia filamentosa
y elastica, denominada biso, con la que se puede adherir fuertemente al sustrato. Esto es
importante en especies como el mejillén pues permite al animal sujetarse y mantener su
posicion. En este ensayo el sustrato utilizado fue el mismo vidrio del acuario. Se disefid un
experimento para evaluar la adhesividad. Se consideré que el mejillén estaba adherido cuando
luego de ejercer una agitacién mecanica sobre la solucidn acuosa, entre 150- 300 rpm durante
30 segundos, el molusco permanecia adherido al vidrio del acuario a través del biso. La agitacion
mecanica se aplicé utilizando un equipo de test de jarras (Jar test) o floculimetro (Figura 2.9). Al
aplicar una agitacion de 150 rpm, los mejillones dorados con el biso debilitado se desprenden.
Mientras que al duplicar la velocidad de agitacién los mejillones saludables unidos al vidrio
permanecian adheridos incluso si se volcaba el contenido liquido del acuario.

Figura 2.9. Equipo Jar test. . Fotografias: Virginia Martinez.

Al iniciar el ensayo todos los moluscos se encuentran libres sin adherirse y ubicados sobre el
fondo del acuario.

El cociente entre los mejillones adheridos y el nidmero total de moluscos al inicio del
experimento (n=10), se denomind a y se expresé como porcentaje. Por lo tanto, si los 10
individuos presentes en el acuario se encuentran adheridos el valor de a sera igual al 100 %. El
promedio de a entre las 5 réplicas de cada condicién se denomind A.
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El valor de A (%) se determind diariamente y los resultados se presentaron como A frente al
tiempo, durante los primeros 7 dias de experimento, donde el nimero de individuos fue
constante (n = 50) en cada condicion de tratamiento.

El promedio de A entre los 7 primeros dias de ensayo se denominé A7% y los resultados se
presentaron como A7% para cada tratamiento.

Se determiné el porcentaje de reduccion de la adhesidn para cada tratamiento en 7 dias, como:
R =100*(1- (A7%)/ (A7 % contro1))

Se evalud los valores maximos y minimos de A% en el periodo de los primeros 7 dias de
experimento.

Los pardmetros enunciados se definen en la Tabla 2.6.

Parametro | Definicion
a Porcentaje de individuos adheridos al vidrio en un acuario:
a =100 x (nimero de mejillones adheridos / niumero total de mejillones en el acuario)
M NUmero total de mejillones en el acuario
A Promedio del valor de @ entre las 5 réplicas evaluadas diariamente. A = (> a)/r
R Numero de réplicas
N NUmero total de mejillones empleados por tratamiento
n=m.r
A7 Promedio de A entre 7 dias de ensayo
A7 = (3 A7

Tabla 2.6. Definicion de parametros para la evaluacién de la adhesion a sustrato.

Filtracién: Los mejillones dorados tienen la capacidad de filtrar su alimento en las branquias,
mediante el ingreso del agua a través del sifén inhalante y eliminacién de pseudoheces a través
del sifén exhalante. Para alimentarse los moluscos deben abrir las valvas y exponer los sifones
al medio. A efectos de evaluar el efecto inhibitorio de los productos se procedid mediante
inspeccidn visual a realizar el conteo del nimero de individuos que presentaron sus sifones
expuestos al estar inmersos en el agua de rio con la respectiva dosis de molusquicida.

El cociente entre los mejillones filtrando y el nUmero total de moluscos al inicio del experimento
(n=10), se denomind p y se expresé como porcentaje. El promedio de p entre las 5 réplicas de
cada condicion se denomind F. El promedio de F entre los 7 primeros dias de ensayo se
denomind F7% y los resultados se presentaron como F7% para cada tratamiento.

Se determind el porcentaje de reduccion de la filtracidn respecto al control, para cada
tratamiento durante los primeros 7 dias, como:

R = 100*(1‘ (F7%)/ (F7 % contro|))
R se expresé en porcentaje. Luego se calculd el promedio de R entre los primeros 7 dias = R7.

Se determind el porcentaje de reduccion de la filtracidn R % minimo y maximo en el periodo de
0a 7 dias.
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Los pardmetros enunciados se definen en la Tabla 2.7.

Dado que en los ensayos el nimero de individuos por réplica disminuye debido al incremento
de la mortalidad con el tiempo de contacto, se evalué el valor promedio de F durante los 7
primeros dias del experimento (F7), periodo en el cual no se observé mortalidad bajo ninguna
condicidn. Se evalué F7 como el valor promedio de F en los primero 7 dias de experimento y se
expresd como porcentaje. En este caso el valor de F7 varid entre cero y 100%, cuando F7 es igual
a cero significa que ningun mejillén se encontré filtrando durante los 7 dias de experimento,
mientras que si el valor de F7 es 100 % significa que todos los mejillones se encontraban filtrando
durante los 7 dias de experimento.

Parametro | Definicion
p Porcentaje de individuos filtrando en un acuario
p = 100 (nimero de mejillones filtrando / nimero total de mejillones en el acuario)
m Numero total de mejillones en el acuario
F Promedio del valor de p entre las 5 réplicas evaluadas diariamente
F=2 p)r
Fo Promedio del valor de p entre las 5 réplicas evaluadas diariamente sobre el control sin
molusquicida
r Numero de réplicas
n Nimero de mejillones empleados por tratamiento
n=m.r
F7 Promedio de F entre 7 dias de ensayo
Fr=0Q F)7

Tabla 2.7. Definicion de parametros para la evaluacion de la filtracion.

El promedio de F entre los 7 primeros dias de ensayo se denomind F7% y los resultados se
presentaron como F7% para cada tratamiento. Durante los primeros 7 dias de experimento el
numero de individuos fue constante (n = 50) en cada condicidn de tratamiento. Se presentaron
los valores maximos y minimos de F% en el periodo de los primeros 7 dias de experimento. Se
determind el porcentaje de reduccidn de la filtracién para cada tratamiento en 7 dias, como:

R7 = 100*(1' (F7%)/ (F7 % control))

Se presentd la curva del porcentaje de reduccién de la filtracion frente a las dosis de
molusquicidas.

Velocidad de filtracién: La velocidad de filtracion fue medida siguiendo el método descripto por
Coughlan (1969). El método se basa en la absorcién de un colorante vital, el rojo neutro, por los
mejillones.

En el ensayo control, se aplicé 3 ppm de rojo neutro y se determind la concentracién de rojo
neutro inicial (Co) y luego la concentracién de colorante a 1, 2, 18, 24 y 96 horas (Ct). Esto
permitié poner a punto la metodologia de filtracion y comparar los resultados de velocidad de
filtracidn con los datos bibliograficos.

En los ensayos en los cuales se aplicé tratamientos con molusquicidas, se aplicé 3 ppm de rojo
neutro y se determind la concentracidn de rojo neutro inicial (Co) y luego la concentracién de
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colorante a 20, 24 y 48 horas (Ct), realizando conjuntamente un ensayo control en los mismos
tiempos.

La velocidad de filtracion fue calculada a los tiempos de contacto mediante de acuerdo a la
siguiente ecuacion de Coughlan 1969:

m = (M /nt). Log (Co/Ct)

Donde M es el volumen de la solucidén; n es el nimero de animales usados en el experimento; t
es el tiempo en horas; Co es la concentracidn inicial de colorante; Ct es la concentracién de
colorante al tiempo t; m es la velocidad de filtracion en ml.h™* por mejillon.

Curva de calibracion. Para determinar la concentracidn del colorante vital rojo neutro, se realizé
la curva de calibracion (Figura 2.10). Se prepard una solucidn patrén de 1000 mg/I de colorante
en agua destilada. Se realizaron patrones de 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0 y 2,0 mg/l y se midio la
absorbancia en espectrofotémetro a 530 nm y con un camino dptico de 1 cm. Se corrigieron las
absorbancias con un blanco de agua destilada y se realizé la curva de calibracién.

0,06
0,05
0,04
0,03

0,02 y =0,0268x-0,0003

R?=0,9934

Absorbancia corregida

0,01

0
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50

-0,01 \
Concentracion Rojo Neutro (ppm)

Figura 2.10. Curva de calibracién del rojo neutro en agua destilada con una longitud de onda de 530 nm y un
camino optico de 1 cm.

Para determinar la concentracién C se utilizo la siguiente ecuacion:
C (rojo neutro)= (A+ 0,0003)/0,0268

Donde A es la absorcion de la muestra.

2.7. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

En todos los casos, los ensayos se realizaron por triplicado (o quintuplicado) y se aplicé el andlisis
estadistico ANOVA a efectos de evaluar la existencia de diferencias significativas entre los
diferentes tratamientos empleando el programa SYSTAT 12.0 (Systat Software, Evanston, IL,
USA). Previamente al andlisis, se realizé la comprobacidn estadistica de distribucion normal de
los datos, la homogeneidad de la varianza. El test de comparacion de pares de Tukey se evalud
con nivel de significacion de 0,05.
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION
del agua del Rio de la Plata, evaluados entre los meses de julio y septiembre de 2018 (Tabla 3.1).
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El pH, los metales y la materia organica son pardmetros que pueden afectar la eficiencia de los
productos molusquicidas (capitulo 1). Se encontré que el pH del agua de rio durante el
experimento tuvo un valor promedio de 7,5 £ 0,5; con un minimo de 6,75 y un maximo de 8,67
unidades de pH. La efectividad como desinfectante del cloro disminuye a partir de pH 7,6
(Tchobanoglous y col., 2012), mientras que para el acido peracético (activo B en el producto
Sanurfloc Bioxi B) disminuye a valores de pH > a 9 (Kitis, 2004; Luukkonen y col., 2014). Por lo
tanto, el rango de pH observado en el agua de rio, no afectara la eficiencia biocida del producto
Sanurfloc Bioxi B, mientras que la eficiencia biocida del cloro sera afectada. En relacién a los
metales presenten en el agua, se encontrd valores de concentracion de hierro de 0,70 + 0,05
mg/l y de manganeso de 0,06+ 0,01 mg/I. En relacion a la materia orgénica se obtuvieron valores
de sélidos suspendidos totales en el rango de 11-24 mg/l y una DBO en el rango de 3-8 mg/I. Las
concentraciones encontradas de metales y de materia organica asi como la presencia de
nitrogeno amoniacal en el agua (0,02- 0,08 mg/l) pueden generar una demanda de cloro. La
demanda de cloro sobre el agua del Rio de la Plata, tomé un valor de 4 + 0,5 mg/l de cloro (Figura
3.1). Asimismo, la materia organica y los metales pueden generar una demanda de activo B, se
determind la demanda principio activo (activo B) de nuestro producto oxidante Sanurfloc Bioxi
B y se obtuvo una concentracién de 0,7+ 0,2 mg/| de activo B.

Kol
s U o»
L ]

L

Cloro residual (mg/1)
- N w
“voN o w !

-
[ ]

o
n

4 5 6 7 8 9 10 11
Cloro agregado (mg/1)

Figura 3.1. Demanda de cloro determinada sobre el agua del Rio de la Plata. Se observa que en el agua de rio,
el cloro residual comienza a detectarse luego de la aplicacion de 4 mg/l de cloro.

El pH, la temperatura, los metales pesados, la salinidad y el oxigeno disuelto son parametros
que pueden afectar la viabilidad del mejillon dorado (Tabla 1.1). El rango de pH del agua del Rio
de la Plata se encuentra dentro del rango aceptado (pH 6,5-8,5) para los distintos usos descriptos
por la Secretaria de Recursos Hidricos Cuenca Del Plata:

USO I: agua para consumo humano con tratamiento convencional,
USO II: agua para actividades recreativas con contacto directo,
USO Ill: agua para actividades agropecuarias USO IV: proteccién de vida acuatica).

Sélo en un muestreo de los 16 realizados se encontro un valor fuera del rango aceptado para los
usos I-11l (8,67).

La temperatura del agua del rio tuvo un valor promedio de 17 * 2,4 °C, la salinidad varié entre
0,2y 0,5 %o y el oxigeno disuelto varié entre 7-8 mg/|, valores aceptables para el desarrollo de
la vida del mejillén dorado (capitulo 1). Se encontraron valores de arsénico < 1 pg/l, de cromo <
0,012 mg/l y de plomo de 0,6 pg/l. Otros estudios informan contaminacién de metales pesados
en el agua del Rio de la Plata, con valores en el rango de 0,2- 0,9 g/l en las costas de Magdalena
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y 0,9-21 pg/l en las costas de Quilmes. Los valores descriptos de metales pesados no afectan al
asentamiento y desarrollo del mejillén dorado (Serray col., 1992; Evers y col., 1997; Bilos y col.,
1998; Villar y col., 1999; Porta, 2001; Belaich y col., 2006).

El recuento de heterétrofas totales en el agua del rio, arrojo valores entre 1,85 x10° — 8,5 x 10*
UFC/ml y se obtuvieron valores de coliformes fecales entre 3900- 93000 NMP/100ml. El
recuento de fitoplancton oscil6 entre 6,4 x10°- 147 x10° células/ml (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Recuento de fitoplancton del agua del Rio de la Plata entre los meses de julio a septiembre de 2018.
Los valores variaron entre 104-105 células/ml.

En la Figura 3.3 se observa la composicién del fitoplancton, se observa un porcentaje mayor al
90 % de Chrysophyta. En la Tabla 3.2, se presenta los taxones encontrados en el agua del Rio de
la Plata.

FITOPLANCTON Cyanobacteria

Cryptophyta

Chrysophyta

Figura 3.3. Fitoplancton presente en las muestras de agua del Rio de la Plata, entre los meses de julio y
septiembre de 2018: Chrysophyta 90,645 %, Cyanobacteria 7,40+ 2 %, Cryptophyta 1,08t 0,05 % y
Chlorophyta 0,87+0,01 %.

En el agua del Rio de la Plata se encontrd fitoplancton compuesto por especies que son
consumidas por el mejillon dorado como Monoraphydium sp., Scenedesmus sp., Selenastrum
sp., Planktothrix sp., Pseudanabaena sp. y diatomeas (Rickert y col., 2004; Pestana y col, 2009;
Frauy col., 2013).
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Fitoplancton

Chlorophyta Chlamydomonadales Sphaerocystis sp.
Chlorellales Actinastrum sp.
Oocystis sp.
Sphaeropleales Ankistrodesmus sp.
Coelastrum sp.
Desmodesmus sp.
Kirchneriella sp.
Monoraphydium sp.
Scenedesmus sp.
Selenastrum sp.

Tetraedron sp.
Trebouxiophyceae ordo incertae sedis | Crucigenia sp.
Cyanobacteria | Oscillatoriales Phormidium sp.
Planktothrix sp.
Pseudanabagena sp.
Chroococcales Chroococceus sp.
Merismopedia sp.
Nostocales Raphidiopsis sp.
Cryptophyta Cryptomonadales Cryptomonas sp.
Chroomonas sp.
Chrysophyta | Diatomeas centrales Aulacoseira granulata
Melosira sp.
Diatomeas pennadas Synedra sp.

Tabla 3.2. Taxones encontrados en el agua del Rio de la Plata entre los meses de julio y septiembre de 2018.
Clasificacién segtn Bourrelly (1972).

3.2. RESULTADOS DE LA PUESTA A PUNTO DE LA ACLIMATACION

Las muestras de moluscos recibidas en el laboratorio se componian de diferentes tallas de
mejillén dorado, en una proporcién de 40 % de < 6 mm, 40 % de 6-15 mm y 20 % de 15-27 mm
de longitud valvar. En relacién a la aclimatacion:

- En el primer grupo (< 6 mm), los mejillones lograron sobrevivir por mas de dos meses en los
acuarios, sin embargo, la observacion de actividades tales como filtracién, movilidad y adhesion
fueron dificiles de evaluar macroscépicamente, debido a su pequefo tamafio.

- En el dltimo grupo de mayor talla (15-27 mm), se observé una alta mortalidad durante la
primera semana, posiblemente debido a la alta tasa de filtracién correspondiente a organismos
de mayor tamafio, que no fue compensada con una mayor frecuencia del recambio de agua de
rio y acentuada por la ausencia de aireacidn en el sistema.

-Los organismos de talla mediana (6-15 mm) lograron sobrevivir a las condiciones de laboratorio
por mas de dos meses y por ello fueron seleccionados para los ensayos.

La aclimatacién se extendié durante 4 semanas y se obtuvo una mortalidad menor al 1%.
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3.3. EFECTO DE SANURFLOC BIOXI B Y CLORO SOBRE LA MORTALIDAD DEL MEJILLON
DORADO

3.3.1. La mortalidad del mejillén dorado bajo los tratamientos con cloro

En una primera etapa de este trabajo, se realizé la puesta a punto del ensayo de la eficiencia de
los productos molusquicidas usando cloro:

Se estudid la mortalidad del mejillén dorado a fin de establecer el rango de dosis de cloro con
eficiencia molusquicida. En esta fase exploratoria, las dosis de molusquicida utilizadas fueron
2,5; 5y 10 mg/| de cloro, aplicado como hipoclorito de sodio comercial. Los resultados de la
mortalidad a las distintas dosis evaluadas en nuestro laboratorio, luego de 30 dias de ensayo, se
presentan en la Figura 3.4. Se encontrd que todas las dosis ensayadas de cloro, no mostraron
efecto molusquicida durante los primeros 10 dias de tratamiento, permaneciendo el porcentaje
de mortalidad nulo. Tal como se observa en trabajos anteriores (Morton y col., 1976; Cataldo y
col., 2003), los tratamientos a cortos tiempos con cloro no afectaron a los moluscos,
probablemente por la capacidad de éstos de detectar el toxico en el agua y cerrar fuertemente
sus valvas, evitando asi el contacto.

El tratamiento con 2,5 mg/I de cloro no mostré eficiencia molusquicida luego de un periodo de
30 dias de contacto. Asimismo, este tratamiento no mostré diferencias significativas (p > 0,05)
con el control sin molusquicida, alcanzando este Ultimo una mortalidad menor al 10 % luego de
30 dias de ensayo. Los tratamientos con 5y 10 mg/I de cloro, alcanzaron una mortalidad del 50
% a los 20-21 dias y una mortalidad mayor al 90 % luego de 30 dias de tratamiento,
respectivamente.

La mortalidad del mejillén dorado bajo la aplicacidn de cloro, ha sido evaluada en trabajos
anteriores. En los primeros estudios encontrados en la bibliografia, Morton y col. (1976)
encontraron una mortalidad del 100 %, luego de 31 dias de exposicion con 1 mg/l de cloro a la
temperatura de 20 2 C, sin embargo en ese experimento la mortalidad del control fue del 40 %
luego de 24 dias. Posteriormente, Cataldo y col. (2003) realizaron un estudio exhaustivo de la
mortalidad del mejillon dorado en presencia del cloro, en sus experimentos utilizaron dosis de
1, 5, 10, 25, 50 y 100 mg/|, trabajando a tres temperaturas de ensayo 15, 20 y 25 2 C. La
mortalidad del control no superé el 2 % en los ensayos a las diferentes temperaturas. Nuestros
resultados son coincidentes a los encontrados en el trabajo Cataldo y col. (2003) como se
observa en la Figura 3.5. Sin embargo, existen una diferencia importante en el disefio
experimental, en nuestros experimentos se utilizd agua de rio, con una demanda de cloro de 4
+0,5 mg/l, mientas que en el trabajo de Cataldo y col. se utilizé agua corriente declorada, como
medio acuoso.

La diferencia entre el uso de agua declorada y agua de rio como medio acuoso, debe tenerse en
cuenta. El uso de agua de rio respecto al agua declorada, puede implicar un aumento de la dosis
de molusquicida, si se desea conseguir el mismo porcentaje de mortalidad (o efecto inhibitorio).
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Figura 3.4. Mortalidad de L. fortunei, bajo los tratamientos de 2,5; 5y 10 mg/l de cloro, a la temperatura de 20
°C utilizando agua de rio como medio acuoso e individuos de longitud valvar de 6-15 mm. Cada punto es un
valor promedio de 5 réplicas en el ensayo, las barras de error representan la desviacion estandar.
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Figura 3.5. Cataldo y col. 2003. Mortalidad de L. fortunei, bajo los tratamientos de 1, 5, 10, 25, 50 y 100 mg/l de
cloro, a la temperatura de 20 °C utilizando agua declorada como medio acuoso e individuos de longitud valvar
de 15- 25 mm. Cada punto es un valor promedio de 3 réplicas en el ensayo.
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Por otra parte, en el trabajo de Cataldo y col. (2003), se utilizaron mejillones dorados de 15-25
mm de longitud valvar, mientras que en nuestro estudio el tamafo fue menor (6-15 mm). Es
importante destacar que individuos de menor tamafio son mas sensibles a los tdxicos, esto es
debido a sumenor peso corporal y a la mayor tasa de filtracién en relacién al peso del individuo
qgue presentan los mejillones mas jovenes (Sylvester, 2006).

Se evidencia que las curvas de mortalidad obtenidas en el presente trabajo (Figura 3.4) y en el
trabajo de Cataldo y col. (2003), presentan resultados comparables. Los controles presentan una
mortalidad muy baja tomando valores < 10 % en nuestro estudio y < 2 % en el trabajo de los
autores, luego de 30 dias de contacto. Para las dosis evaluadas de 5 y 10 mg/| de cloro se
encontrd que el tiempo para lograr el 50 % de mortalidad es alrededor de 20 dias, mientras que
se alcanza una mortalidad mayor al 90 % luego de 25 a 30 dias. Estos resultados son coincidentes
en ambos estudios.

La evaluacién de la eficiencia molusquicida del cloro en este trabajo y la repetitividad que ha
mostrado con el trabajo de Cataldo y col. (2003) nos permitié establecer una metodologia
apropiada para la evaluacién de otros productos de interés con efectos molusquicidas.

Al finalizar esta etapa exploratoria, se determiné la dosis dptima, definida como la menor dosis
que permite el mayor porcentaje de mortalidad en el menor tiempo. En relacién al cloro se
selecciond la dosis de 5 mg/I, con la cual se alcanzé una mortalidad mayor al 90 % en 30 dias.
Mientras que en dosis menores no se alcanza el 90% de mortalidad en 30 dias. Este resultado es
el mismo encontrado por Cataldo y col. (2003).

En una segunda etapa de este trabajo, se evalud la efectividad molusquicida utilizando
diferentes concentraciones de cloro y de Sanurfloc Bioxi B en forma individual, con mejillones
dorados obtenidos en un mismo muestreo. En la Figura 3.6, se observa la mortalidad del mejillén
dorado en funcién del tiempo a las diferentes dosis de cloro, a la temperatura de trabajo de 20°C
en agua de rio. Se observa que el 50 % de mortalidad de los moluscos se alcanza a los 17 dias
con 5 mg/l de cloro, a los 29 dias con 2,5 mg/I de cloro y no alcanza el 50 % de mortalidad con
la dosis de 1,25 mg/| de cloro. Por otra parte, la mortalidad maxima se alcanza luego de 48 dias
de tratamiento, obteniendo una mortalidad de 100 % con 5 mg/I de cloro. Luego de 60 dias de
tratamiento se alcanza una mortalidad de 94 % con 2,5 mg/| de cloro y de 28 % con 1,25 mg/|
de cloro.

En esta segunda evaluacion se observa un efecto en la mortalidad del mejillon dorado bajo la
dosis de 2,5 mg/l, mientras que en la primera evaluacién no se observé un efecto marcado. En
la puesta a punto de la técnica se obtuvo una mortalidad de 10 % + 14% y en el ensayo siguiente
se obtuvo una mortalidad de 54 % + 20%, luego de 30 dias de contacto. Dado que ambos ensayos
utilizaron mejillones y agua de muestreos diferentes, la diferencia encontrada puede deberse al
estado fisioldgico de los mejillones dorados previo a su recoleccidn, y también a la calidad del
agua utilizada, que puede tomar valores diferentes de demanda de cloro.

En la Tabla 3.3 se presentan los resultados de mortalidad del cloro sobre el mejillén dorado
expresados como DL50 obtenidos en el trabajo de Cataldo y col. (2003) que empleo agua
declorada, y los resultados obtenidos en este trabajo utilizando mejillones inmersos en agua de
rio. En el presente trabajo, entre los dias 20y 21 se obtiene el valor de DL50 de 3,3 mg/I de cloro.
En el trabajo de los autores, se observa que para un mayor tiempo de contacto, 25 dias, el valor
de DL50 es menor y toma un valor de 1,2 mg/I. Esta reduccién en la dosis también se observa
en nuestros resultados tomando un valor de 2,58 mg/| de cloro en el dia 27 del experimento
(Tabla 3.3)
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Figura 3.6. Mortalidad de L. fortunei, bajo los tratamientos de 1,25; 2,5 y 5 mg/l de cloro, a la temperatura de
20 °C utilizando agua de rio como medio acuoso e individuos de longitud valvar de 6- 15 mm. Cada punto es

un valor promedio de 5 réplicas en el ensayo, las barras de error representan la desviacion estandar.

Tiempo de CLORO. Dosis letal 50 (DL50) (mg/l) a la temperatura de 20°C
contacto Cataldo y col. (2003), agua Este trabajo, agua de rio
declorada, longitud valvar 15-25 mm longitud valvar 6-15 mm
17dias | e 51+0,2
20 dias ;5 S eev——
21dias | e 3,3+0,1
25 dias 12 | e
2idias | e 2,58 +£0,09

Tabla 3.3. Comparacion de las dosis letal 50 (DL50) del mejillon doradoa la temperatura de 20°C, Cataldo y
col. (2003), y en el presente trabajo.

3.3.2. La mortalidad del mejillén dorado bajo los tratamientos con Sanurfloc Bioxi B

La mortalidad del mejillon dorado bajo los efectos del producto Sanurfloc Bioxi B o producto
similares que contengan como principio activo el acido peracético, no ha sido evaluada en
trabajos anteriores. En este trabajo se abordé el estudio de la mortalidad del molusco, utilizando
la misma metodologia empleada para la evaluacion del cloro, anteriormente descripta.

En la Figura 3.7, se observa la mortalidad del mejillon dorado en funcion del tiempo a las
distintas dosis de activo del producto Sanurfloc Bioxi B (activo B) empleadas. Durante los
primeros 10 dias de contacto no se evidencia mortalidad, a ninguna de las dosis ensayadas. Este
resultado es el mismo que el observado bajo el tratamiento con cloro (Figura 3.6). La mortalidad
del mejillon dorado bajo los tratamientos en dosis bajas (0,75 y 1,5 mg/| de activo B) de Sanurfloc

56



CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION Martinez Virginia 2021

Bioxi B no mostrd diferencias significativas con la mortalidad en el control (p > 0,05). No se
observo efectos en la mortalidad del molusco, bajo las dosis de 0,75y 1,5 mg/l de activo B luego
de 60 dias de tratamiento. Dado que la demanda de activo B fue de 0,7 mg/|, es posible que el
agua de rio consuma todo el oxidante o bien permanezca remanente una dosis muy baja de
activo B, la cual no tiene efecto sobre la mortalidad de los mejillones.

A pesar que en la Figura 3.7 la menor dosis de Sanurfloc Bioxi B a la cual se observa mortalidad
del molusco es 3,75 mg/|l de activo B, y que alcanza luego de 60 dias de aplicacion el 35% de
mortalidad. El analisis estadistico indicod que a esta dosis no existen diferencias significativas en
la mortalidad con relacién al tratamiento control (p= 0,13). Podemos definir entonces como
nivel de efecto adverso no observado (NOAEL) a la dosis de 3,75 mg/I.

Por otra parte, la mortalidad entre la dosis de 7,5 mg/l y el control sin molusquicida, luego de
30 y 60 dias, muestran diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). Podemos definir
entonces como dosis umbral, minima dosis que muestra efectos sobre la mortalidad el bivalvo,
al valor de 7,5 mg/I de activo B, entre las dosis ensayadas en este estudio. Debido a que no se
evalud la mortalidad en dosis intermedias entre 3,75y 7,5 mg/I de activo B, es posible que la
dosis umbral en 30 y 60 dias sea menor a 7,5 mg/| de activo B.

Se observé que se alcanza una mortalidad del 50 % con 30 mg/I de activo B a los 30 dias, con 15
mg/| de activo B a los 33 dias, con 7,5 mg/| de activo B a los 43 dias y no se alcanza el 50 % de
mortalidad con la dosis de 3,75 mg/I de activo B.
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Figura 3.7. Mortalidad de L. fortunei, bajo los tratamientos de 0,75;1,5; 3,75; 7,5;15 y 30 mg/l de activo B (activo
del producto Sanurfloc Bioxi B), a la temperatura de 20 °C utilizando agua de rio como medio acuoso e
individuos de longitud valvar de 6- 15 mm. Cada punto es un valor promedio de 5 réplicas en el ensayo, las
barras de error representan la desviacion estandar.
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En relacidon a los valores maximos de mortalidad, se alcanza una mortalidad del 100 % con 30
mg/| de activo B luego de 51 dias de contacto, con las dosis 15; 7,5 y 3,75 mg/I de activo B se
alcanza una mortalidad de 92 %, 66% y 34 % respectivamente, luego de 60 dias de tratamiento.
Mientras que las dosis mas bajas y el control sin molusquicida no superan el 10 % de mortalidad,
luego de 60 dias de tratamiento.

La dosis optima de este producto fue de 15 mg/| porque alcanza una mortalidad del 92% a los
60 dias.

Cabe destacar que las curvas de mortalidad del mejilldn dorado presentadas fueron realizadas
sobre agua de rio con una demanda de activo B de 0,7 mg/|, la misma agua presenta una
demanda de cloro de 4 mg/I. Por lo tanto, es probable que la dosis de Sanurfloc Bioxi B a aplicar
para obtener los mismos porcentajes de mortalidad, sea menor en aguas tales como: agua
corriente declorada, aguas tratadas mediante floculacidn-coagulacién o previamente tratadas
con cloro.

3.3.3. Comparacién de la Dosis letal 50 (DL50) de activo B (activo de Sanurfloc Bioxi B) y cloro a
distintos tiempos de contacto sobre el mejillon dorado

La dosis letal 50 (DL50) de activo B (activo de Sanurfloc Bioxi B) y de cloro, para el mejillon dorado
fue determinada para diferentes tiempos de contacto, en un rango de 17 a 60 dias. Se utilizé el
analisis probit. En la Figura 3.8 y 3.9, se observa el porcentaje de mortalidad (en unidades
probits) frente al logaritmo decimal de la dosis de cloro y activo B respectivamente, para los
tiempos de contacto de 17, 21, 27, 30, 40, 50 y 60 dias. Se observa que al aumentar el tiempo
de contacto el valor de las pendientes de las curvas de regresidn lineal se incrementan (Tabla
3.4y 3.5). El valor de DL50 se obtiene a partir de la regresion lineal determinando la dosis para
un valor de probit de 5 que corresponde a un 50 % de mortalidad. Los resultados se presentan
en laTabla 3.4 para el cloroy en la Tabla 3.5 para el activo B. Podemos observar que al aumentar
el tiempo de contacto, el valor de DL50 de activo B disminuye exponencialmente mientras que
el valor de DL50 de cloro disminuye linealmente (Tabla 3.6).

9
8 017 dias
7 [121 dias
27 dias
26
S 30 dias
&5
@40 dias
4 m 50 dias
3 W60 dias
2
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8

Log(dosis de cloro)

Figura 3.8. Curvas mortalidad de L. fortunei (probits) frente al log(dosis) de cloro para diferentes tiempos de
contacto.
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Tiempo de contacto | Regresion lineal R?
cloro

17 dias Log(dosis)=1,6444 x (probits) +3.8423 0.9992
21 dias Log(dosis)=2,6077 x (probits) +3.6523 0.9491
27 dias Log(dosis)=3,1724 x (probits) +3.6942 0.9802
30 dias Log(dosis)=3,3219 x (probits) +3.7647 0.9999
41 dias Log(dosis)=3,4840 x (probits) +3.8820 0.9560
50 dias Log(dosis)=5,1490 x (probits) +3.8010 0.9939
60 dias Log(dosis)=7,0756 x (probits) +3.7343 1,0000

Tabla 3.4. Ecuacién de regresion lineal de Curvas mortalidad de L. fortunei (probits) frente al log(dosis) de
cloro para diferentes tiempos de contacto.

A 17 dias

A 21 dias

27 dias

Probits

A 30 dias

A 40 dias

A 50 dias

0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6 A 60 dias
Log(dosis activo B)

Figura 3.9. Curvas mortalidad de L. fortunei (probits) frente al log(dosis) de activo B de Sanurfloc Bioxi B para
diferentes tiempos de contacto.

Tiempo de contacto | Regresion lineal R2
Sanurfloc Bioxi B

17 dias Log(dosis)=0.7070 x (probits) +3.2056 0.8775
21 dias Log(dosis)=0.8502 x (probits) +3.1781 0.9471
27 dias Log(dosis)=0.9635 x (probits) +3.2264 0.9588
30 dias Log(dosis)=1.7633 x (probits) +3.3527 0.9877
41 dias Log(dosis)=1.2003 x (probits) +3.2858 0.9920
50 dias Log(dosis)=2.0275 x (probits) +3.3831 0.9751
60 dias Log(dosis)=2.3210 x (probits) +3.4477 0,9455

Tabla 3.5. Ecuacién de regresion lineal de Curvas mortalidad de L. fortunei (probits) frente al log(dosis) de
activo B de Sanurfloc Bioxi B para diferentes tiempos de contacto.
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Tiempo de | Dosis letal 50 (DL50) a la temperatura de 20°C
contacto ACTIVO B (mg/l). CLORO (mg/l)
17 dias 3452+ 0,4 51%0,2

21 dias 139,0 £ 0,3 3,3+0,1

27 dias 69,3+0,31 2,58 + 0,09

30 dias 27,0+0,2 2,35+0,09

41 dias 861021 2,09+ 0,08

50 dias 6,3+0,1 1,71 £ 0,05

60 dias 4,7+0,1 1,51 0,04

Tabla 3.6. Dosis letal 50 (DL50) de L. fortunei a la temperatura de 20°C, bajo tratamiento con activo B de
Sanurfloc Bioxi B y cloro para el mejillon dorado, en agua de rio para diferentes tiempo de contacto.

Los datos de la tabla 3.6 se presentan en la Figura 3.10. El analisis de los valores experimentales
evidencia que a tiempos largos de tratamiento las dosis de activo B a aplicar se reducen a niveles
equivalentes a las dosis de cloro. Por lo tanto, es probable que la aplicacidn continua en plantas
de tratamiento a bajas dosis de Sanurfloc Bioxi B, genere una proteccidn contra la incrustacion
de los bivalvos equivalente a la proporcionada por el cloro.
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Figura 3.10. Variacion de la Dosis letal 50 (DL50) de L. fortunei frente al tiempo de contacto, bajo el tratamiento
con activo B y el cloro en agua de rio, a la temperatura de 20° C.

3.3.4. Andlisis de la mortalidad del mejillén dorado bajo la combinacién secuencial de Sanurfloc
Bioxi B y cloro.

La dosis Optima del molusquicida es la menor dosis que permite el mayor porcentaje de
mortalidad en el menor tiempo:

-Enrelacidn al cloro se selecciond la dosis de 5 mg/|, con la cual se alcanzé una mortalidad mayor
al 90 % en 30 dias en el primer ensayo y una mortalidad del 100 % a los 48 dias en el segundo
ensayo (Figura 3.6). En relacién a la dosis de 2,5 mg/I de cloro, se obtuvo diferentes resultados
entre el primer ensayo, donde no se observd un efecto molusquicida marcado y el segundo
ensayo donde se observé una mortalidad mayor al 50% a los 30 dias y una mortalidad del 94%
a los 60 dias. Por esta variabilidad, se seleccioné la dosis de 5 mg/l de cloro que tuvo un
comportamiento similar en ambos ensayos.

-En relacién al producto Sanurfloc Bioxi B se seleccioné como dosis 6ptima 15 mg/| de activo B,
con la cual se alcanzé una mortalidad del 50 % a los 31 dias de contacto y una mortalidad mayor
al 90 % en 60 dias (Figura 3.7). Por otro lado, la dosis de 30 mg/I de activo B, que alcanzd una
mortalidad del 50 % a los 30 dias de contacto y una mortalidad 100 % en 51 dias de contacto, se
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descarté como dosis dptima. Primero, porque los valores experimentales muestran que con una
dosis de 30 mg/I de activo B se alcanza el 50 % de mortalidad a los 30 dias mientras que con la
mitad de la dosis, 15 mg/I de activo B, se alcanza el 50 % de mortalidad a los 31 dias, como ambas
dosis alcanzaron un 50% de mortalidad con una minima diferencia de tiempo, se selecciond la
menor dosis. Segundo, se considerd que a tiempos largos de contacto el valor de la DL50
disminuye exponencialmente (Figura 3.10), dado que nuestro ensayo tiene una duracion de 60
dias de tratamiento, la dosis mas baja es mas conveniente. Tercero, debido al costo del producto
superior al del cloro, es importante seleccionar la menor dosis factible de aplicar. Cuarto,
siempre es conveniente utilizar la menor dosis a fin de evitar el efecto del producto sobre otras
especies y su difusién en el medio ambiente.

En la Figura 3.11, se observa la mortalidad del mejillén dorado en funcién del tiempo bajo los
distintos tratamientos empleados (Tabla 2.4). Se observa que el 50 % de mortalidad de los
moluscos se alcanza a los 21, 29 y 34 dias con los tratamientos 4, 5 y 6 (ver tabla 2.4). En relacion
a los valores maximos de mortalidad, luego de 41 dias de tratamiento se alcanzé una mortalidad
de 100 % con la combinacidn 3,75 mg/| activo B y 3,75 mg/I cloro (tratamiento 4). Luego de 42
dias de tratamiento se alcanza una mortalidad de 98 % con la combinacion de 7,5 mg/l activo B
y 2,5 mg/l cloro (tratamiento 5) que se mantiene constante hasta los 60 dias de tratamiento.
Finalmente se alcanza una mortalidad de 84 % con la combinacién de 11,25 mg/| activo By 1,25
mg/| cloro (tratamiento 6).

90
—8— 5 mg/| cloro

80
=375 mg/l activo B +

3,75 mg/I cloro
70 g

—tr—7,5 mg/| activo B +
60 2,5 mg/l cloro

—t— 11,25 mg/| activo B
50 +1,25 mg/l cloro

—@— 15 mg/| activo B

Mortalidad %

40
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Figura 3.11. Mortalidad de L. fortunei, bajo los tratamientos combinados 25:75; 50:50 y 75:25 de activo B: cloro
en dosis de 15 mg/l de activo B (activo de Sanurfloc Bioxi B) y 5 mg/l de cloro. Como control se utilizé 15 mg/l
de activo B y 5 mg/l de cloro, y una condicién sin molusquicida (control). A la temperatura de 20 °C utilizando
agua de rio como medio acuoso e individuos de longitud valvar de 6- 15 mm. Cada punto es un valor promedio
de 5 réplicas en el ensayo, las barras de error representan la desviacion estandar.

En la Figura 3.12 se presenta el tiempo requerido para alcanzar el 50% de mortalidad bajo los
diferentes tratamientos (Tabla 2.4). El cloro es el mas efectivo como molusquicida, alcanza una
mortalidad del 50%, a una dosis de 5 mg/| de cloro en 17 dias y a 2,5 mg/I de cloro en 29 dias.
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Por otra parte, la combinacion mas efectiva fue la mezcla de 3,75 mg/l de activo B + 3,75 mg/|
de cloro (tratamiento 4), que alcanza una mortalidad del 50%, en el tiempo de 21 dias. Sin
embargo, el valor DL50 de cloro para 21 dias es de 3,3 mg/|, por lo tanto el efecto observado se
debe solamente a la dosificacidn de cloro. El mismo efecto se observa al analizar los resultados
de la combinacion de 7,5 mg/l de activo B + 2,5 mg/I de cloro (tratamiento 5), con la cual se
alcanza una mortalidad del 50%, a los 29 dias, mientras que la aplicacion de 2,5 mg/| de cloro
también alcanza una mortalidad del 50%, a los 29 dias. Por lo tanto, la adicidn del producto
Sanurfloc Bioxi B a los tratamientos con cloro no disminuye el tiempo de contacto para alcanzar
el 50 % de mortalidad el mejillén dorado.

El producto Sanurfloc Bioxi B, alcanza una mortalidad del 50 %, a una dosis de activo B de 15
mg/l en 33 diasy a 7,5 mg/l en 43 dias. Mientras que la combinacién entre 11,25 mg/| de activo
B + 1,25 mg/l de cloro (tratamiento 6), alcanza una mortalidad del 50 % a los 34 dias, un tiempo
similar al obtenido bajo el tratamiento con 15 mg/I| de activo B. Debido a que no se ensayo la
mortalidad en funcion del tiempo a la dosis de 11,25 mg/| de activo B, no se conté con el dato
del tiempo requerido para alcanzar el 50 % de mortalidad. Sin embargo este valor pudo
estimarse. El valor calculado de DL50 para 36 y 37 dias es 12,5 y 10,0 mg/| de activo B de
Sanurfloc Bioxi B respectivamente, por lo tanto, para una dosis intermedia de 11,25 mg/I de
activo B, el tiempo requerido para alcanzar el 50 % de mortalidad es aproximadamente 36,5
dias.

Entonces, si para alcanzar una mortalidad del 50 % se requiere una dosis de 15 mg/I de activo B
durante 33 dias, una dosis de 11,25 mg/| de activo B durante 36,5 dias y la combinacion cuya
composicion es 11,25 mg/| de activo B + 1,25 mg/I de cloro, durante 34 dias, podemos estimar
gue la reduccién de 36,5 a 34 dias es debido a la adicién de cloro. Esta situacion, nos brinda la
ventaja de poder reducir un 25 % la aplicacion de producto Sanurfloc Bioxi B y reemplazarlo por
1,25 mg/| de cloro, mas econdmico. Mientras que en dosis de 1,25 mg/I| de cloro no se alcanza
el 50 % de mortalidad durante los 60 dias de experimento. Se observa que para 3,75 mg/| de
activo B tampoco se alcanza el 50 % de mortalidad durante los 60 dias de experimento.

Los resultados encontrados sobre la mortalidad del mejillon dorado bajo los tratamientos
combinados, muestran que a tiempos cortos, 17 a 21 dias, el efecto del cloro es predominante
frente al efecto del activo B. Mientras que a un plazo mas largo 33 a 43 dias, se observa el efecto
del activo B y se observa un posible efecto de adicién entre los dos molusquicidas.
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Figura 3.12. Tiempo para alcanzar el 50 % de mortalidad de L. fortunei, bajo los diferentes tratamientos. Las
barras blancas indican que no se alcanza el 50 % de mortalidad a los 60 dias.

3.4. EFECTOS DE SANURFLOC BIOXI B, CLORO Y SUS COMBINACIONES SOBRE LA
MOVILIDAD: CAPACIDAD DE ASCENSO SOBRE SUSTRATO

Los mejillones dorados pueden ascender sobre un sustrato vertical solamente mediante
locomocidn a través del pie (Figura 3.13), para lo cual deben abrir las valvas y exponer el pie al
medio acuoso. Uryuy col. (1996) e Iwasaki (1997) describieron el "comportamiento de escalada"
de L. fortunei como un movimiento de arrastre ascendente a lo largo de las paredes internas de
los buques experimentales (acuarios).

Figura 3.13. Pie de L. fortunei. En la izquierda se presenta el mejillon dorado exponiendo el pie adherido al
vidrio de un tubo de ensayo, a la derecha se observa el pie del mejillon dorado in vivo visto en microscopio
invertido con un aumento de 40X. Fotografia: Lic.Virginia Martinez

3.4.1. Capacidad de ascenso del mejillén dorado

En la Figura 3.14 se presentan los resultados del valor H% en funcién del tiempo para el mejillén
dorado en los ensayos de ascenso niimero 1y 2 (ver 2.6 de Materiales y métodos). Se observa
que el valor de H obtenido durante todo el experimento a 30 dias, no supero el 20 %, mientras
que en el ensayo de 60 dias, no supero el 10 %. Estos resultados muestran que los mejillones
dorados prefieren la ubicacion en el fondo del acuario frente a ubicaciones a mayor altura. No
existen diferencias significativas entre los porcentaje de ascenso de los ensayos de ascenso
numero 1y 2 (p > 0,05), por lo tanto, no existen diferencias entre el comportamiento de los
mejillones muestreados en febrero y los muestreados en junio del 2018. En el estudio de Iwasaki
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(1997), se utilizaron 200 mejillones dorados ubicados en acuarios con 10 cm de altura de
columna de agua en total oscuridad, y se encontré que el 29 % de los animales ascendieron, de
los cuales el 37 % se ubicd por debajo de la interfaz agua aire, entre los 9-10 cm de altura.
Asimismo, el autor indica que los moluscos han mostrado una geotaxis positiva en presencia de
luz. Por lo tanto, podemos concluir que la geotaxis positiva es congruente con nuestros
resultados, bajo con un fotoperiodo de 8 horas de luz y 16 de oscuridad.
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Figura 3.14. Porcentaje de ascenso H% de L. fortunei frente al tiempo, para el Ensayo ascenso numero 1 (30
dias,15 réplicas, n=150 individuos) y para el Ensayo ascenso numero 2 (60 dias, 5 réplicas, n=50 individuos),
se trabajo a la temperatura de 20 °C utilizando agua de rio como medio acuoso e individuos de longitud valvar
de 6- 15 mm. Las barras de error representan la desviacion estandar.

3.4.2. Efectos del producto Sanurfloc Bioxi B, cloro y sus combinaciones sobre la capacidad de
ascenso del meijillén dorado

Existen dos escenarios posibles frente a la aplicacion de molusquicidas sobre el medio acuoso,
por un lado los molusquicidas pueden promover la relocalizacion del mejillén dorado a otro sitio
sin el téxico, por lo tanto es de esperar que los individuos asciendan hasta la superficie del
liguido, ubicandose a la altura de 10 cm en la interfaz aire-agua. En la otra situacién posible, el
mejillén puede evitar abrir las valvas para no entrar en contacto con el molusquicida, sin exponer
pie, con lo cual no se observaria ascenso sobre el sustrato. Otra forma de corroborar la segunda
situacion, es evaluando la adhesion, para lo cual el molusco debe exponer el pie y segregar hilo
bisal, si el organismo se encuentra adherido entonces ha expuesto su pie al medio acuoso.

Se evalué el efecto de los tratamientos con Sanurfloc Bioxi B, cloro y sus combinaciones sobre
la capacidad de ascenso del mejillén dorado.

En los tratamientos con molusquicidas el nimero de individuos disminuyé debido al incremento
de la mortalidad al aumentar el tiempo de contacto, por lo tanto se evalué el valor promedio de
H durante los 7 primeros dias del experimento (H7), periodo en el cual no se observé mortalidad
bajo ningun tratamiento. Los resultados se presentan en la Figura 3.15. Ninguno de los
tratamientos con molusquicida, superé el 8 % de H promedio en 7 dias. Existen diferencias
estadisticamente significativas entre el control y los tratamientos con Sanurfloc Bioxi B (3,75
mg/|l de activo B) (p < 0,05); entre el control y las combinaciones entre Sanurfloc Bioxi B y cloro
(3,75 mg/I de activo B+ 3,75 mg/| de cloro; 7,5 mg/l de activo B + 2,5 mg/I de cloro) (p <0,05);
entre el control y cloro en dosis de 2,5 mg/l (p <0,05). Debe destacarse que los valores
alcanzados de H7 % son globalmente bajos y menores al 8 % para todos los tratamientos vy el
control.
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Capacidad de ascenso expresada como H7%
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3,75 mg/l 2,5mg/l activo B+
cloro cloro 1,25 mg/l
cloro

Figura 3.15. Capacidad de ascenso de L. fortunei, expresada como H7 (%), bajo los distintos tratamientos de
activo B, cloro y sus combinaciones. Las barras de error representan la desviacioén estandar.

Por otra parte, se ha observado que los moluscos normalmente se adhieren en dos sitios
predominantes, el vértice de union entre la pared y el fondo del acuario (0 cm) o bien justo por
debajo del nivel del agua en la interfaz aire-agua (10 cm). Se analizé la distribucién de los
mejillones a las diferentes alturas en cada tratamiento. Se ha observado que una vez que el
mejilléon dorado se ha adherido en un sitio a una determinada la altura, normalmente esta altura
se mantiene constante en el tiempo. Se observé que cuando los moluscos son depositados en
el acuario, entre un 80-100 % se encuentran adheridos dentro de las 24 horas. Dado que la
relocalizacidén parece ser poco frecuente, se evalué la variacién de la altura de los mejillones
bajo cada tratamiento luego de 24 horas.

En la Tabla 3.7, se presentan los resultados de la distribucién del nimero n de los mejillones
dorados por altura alcanzada (0, 5 y 10 cm), bajo los diferentes tratamientos aplicados luego de
24 horas de contacto, bajo 8 horas de iluminacién y 16 horas de oscuridad desde la dosificacidn.
Se presenta el porcentaje de individuos presentes en el fondo del acuario y el porcentaje de
individuos adheridos.

Se observa que el porcentaje de individuos presentes en fondo del acuario es alto, y varia entre
92y 100 % en los diferentes tratamientos aplicados. Mientras que la cantidad de individuos que
ascienden por encima de los 5 cm no superan en ningun caso el 8 %. No se observé una relacidn
con el aumento de la dosis de molusquicida. Por lo tanto, podemos sugerir que los moluscos no
se relocalizan incluso bajo condiciones hostiles para el desarrollo de la vida. Sin embargo, el
estudio de la quimiotaxis bajo este disefio experimental es dificil, dado que el acuario es
dosificado con el molusquicida que inmediatamente se disuelve y genera una solucion
homogénea sobre toda la columna de agua. Un disefio experimental mds conveniente, debe
tener un gradiente de concentracion sobre el cual pueda evaluarse una direccionalidad del
movimiento del mejillén dorado.

Enla Figura 3.16, se presentan los resultados de las distribuciones entre los individuos adheridos
en el fondo del acuario, los individuos libres en el fondo del acuario y los individuos adheridos
en altura en las paredes de del acuario. En la figura 3.17, se observa que la proporcion de
individuos libres en el fondo fue mayor bajo el tratamiento de 5 mg/| de cloro en relacion al
control (p <0,05) mientras que no se observan diferencias significativas entre el control y los
demas tratamientos (p> 0,05).
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Numero de individuos por . .
N° . altura luego de 24 horas | Porcentajede | Porcentaje de
Trat Tratamiento 10em | 5em 0em ind. en el fondo | ind. adheridos
' del acuario al acuario
C-30 | Control (n=150) 24 5 121 81 % 100 %
C-0 | Control (n=50) 0 0 50 100 % 88 %
1(*) | 15 mg/l activo B 0 0 50 100 % 80 %
2(*) | 7,5mg/l activo B 0 0 50 100 % 68 %
3(*) | 3,75 mgll activo B 3-4 0-2 46-47 92-94 % 76 %
3,75 mg/l activo By 0 0
4 3.75 mgl cloro 4 0 46 92 % 70 %
5 7,5mg/l activoBy 2,5 1 9 47 949% 88 %
mg/l cloro
6 11,25 mg/l activo B y 1 0 49 98 % 82 %
1,25 mgl/l cloro
7 | 1,25 mg/l cloro 0 0 50 100 % 88 %
8(*) | 2,5mgl/l cloro 0-2 0-2 46-50 92-100 % 72 %
9(*) | 5mgll cloro 0 0 50 100 % 50 %

Tabla 3.7. Distribucion del niimero de L. fortunei (n=50) por altura alcanzada (0, 5y 10 cm), bajo los diferentes
tratamientos aplicados luego de 24 horas de contacto, bajo 8 horas de iluminacién y 16 horas de oscuridad
desde la dosificacion. C-30 corresponde al primer ensayo control de 30 dias de duracion (15 réplicas, n=150
individuos) y C0 corresponde al segundo ensayo control de 60 dias de duracion (5 réplicas, n=50 individuos).
(*) Datos obtenidos en dos ensayos diferentes.

50
Pt
30
20
1
0

Control 15mg/l 7,5mg/l 3,75 mg/l 3,75 mg/l 7,5mg/l 11,25 1,25mg/l 2,5mg/l 5mg/l
(n=50) activoB activoB activoB activoBy activoBy mg/l cloro cloro cloro
3,75 mg/l 2,5mg/l activoBy
cloro cloro 1,25 mg/l
cloro

o

o

B ind adheridos al fondo Oind libres en el fondo M ind adheridos en altura

Figura 3.16. Distribucion de L. fortunei (n=50) en tres grupos: 1- individuos adheridos en el fondo del acuario,
2- individuos libres en el fondo del acuario y 3- individuos adheridos en altura en las paredes del acuario,
luego de 24 hs de tratamiento.
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% individuos libres en el fondo del acuario (24 hs)
100

80
60

 caBaacacml

CONTROL 15mg/l 7,5mg/l 3,75mg/l 3,75 mg/l 7,5mg/l 11,25 mg/l 1,25 mg/l 2,5mg/l 5 mg/l

o

activoB activoB activoB activoB+ activoB+ activoB+ cloro cloro cloro
3,75 mg/l 2,5mg/l 1,25 mg/I
cloro cloro cloro

Figura 3.17. Porcentaje de individuos libres de L. fortunei en el fondo del acuario bajo cada tratamiento, luego
de 24 hs de contacto, las barras de error representan la desviacion estandar. Diferencia significativa entre el
control y 5 mg/l de cloro (p=0,0396).

3.5. EFECTOS DE SANURFLOC BIOXI B, CLORO Y SUS COMBINACIONES SOBRE LA
CAPACIDAD DE ADHESION AL SUSTRATO DEL MEJILLON DORADO

La remocion del mejillén dorado por afectacion de la adhesién del biso puede ser una estrategia
efectiva para el control de la bioincrustacion (Li y col., 2019). Se evalud el efecto de los
tratamientos con Sanurfloc Bioxi B, cloro y sus combinaciones sobre la capacidad de adhesién
del mejillon dorado (Figura 3.18). En los tratamientos con molusquicidas el nimero de
individuos disminuyé debido al incremento de la mortalidad, al aumentar el tiempo de contacto.
Por lo tanto, se evalud el valor promedio de A durante los 7 primeros dias del experimento (A7),
periodo en el cual no se observé mortalidad bajo ninguna condicidn.

e

Figura 3.18. Hilo bisal de de L. fortunei, se observan los hilos bisales y las placas unidas al vidrio. Fotografia:
Lic. Virginia Martinez

En la Figura 3.19; se presentan los resultados del porcentaje de adhesion promedio (A%) frente
al tiempo, bajo los tratamientos con cloro. Se observa que las dosis de 2,5 y 5 mg/| de cloro
presentan menor adhesion del mejillon dorado al vidrio respecto al control (p < 0,05). En la
Figura 3.20; se presentan los resultados para el porcentaje de adhesion promedio A% frente al
tiempo, bajo los tratamientos de Sanurfloc Bioxi B (expresado como activo B), se observa que
las dosis de 7,5 y 15 mg/l de activo B presentan menor adhesion del mejillén dorado al vidrio
respecto al control (p < 0,05).
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Figura 3.19. Porcentaje de adhesion promedio A de L. fortunei frente al tiempo, bajo los tratamientos de cloro
en los 7 primeros dias de ensayo, las barras de error representan la desviacion estandar.
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70
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50 —&=7,5 mg/l activo B
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—@— 15 mg/| activo B
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0 1 2 3 4 5 6 7
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Figura 3.20. Porcentaje de adhesion promedio A de L. fortunei frente al tiempo, bajo los tratamientos de activo
B en los 7 primeros dias de ensayo, las barras de error representan la desviacioén estandar.

110 —>¢=— CONTROL
100
90 .
— ——3,75 mg/| activo B
80 + 3,75 mg/l cloro
X
:t 70
60 —t—7,5 mg/| activo B +
2,5 mg/| cloro
50 g
40 —— 11,25 mg/| activo
30 B+ 1,25 mg/l
0 1 2 3 4 5 6 7 cloro
Tiempo (dias)

Figura 3.21. Porcentaje de adhesion promedio A de L. fortunei frente al tiempo, bajo los tratamientos
combinados de activo B y cloro, en los 7 primeros dias de ensayo, las barras de error representan la
desviacion estandar.
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En la Figura 3.21; se presentan los resultados para el porcentaje de adhesién promedio A frente
al tiempo, bajo los tratamientos combinados de Sanurfloc Bioxi B (expresado como activo B) con
cloro, se observa que las dosis combinada de 3,75 de activo B + 3,75 mg/| de cloro presenta
menor adhesién del mejilléon dorado al vidrio respecto al control (p < 0,05).

Por otra parte, se evalué A7 como el valor promedio de A en los primero 7 dias de experimento
y se expresé como porcentaje. En este caso el valor de A7 varia entre cero y 100 %, cuando A7
es igual a cero significa que ningun mejillén se encontré adherido durante los 7 dias de
experimento, mientras que si el valor de A7 es 100 % significa que todos los mejillones se
encontraban adheridos en los 7 dias de experimento.

Los resultados de A7 se presentan en la Figura 3.22. Durante el periodo evaluado se observé que
el 89 % de los individuos se encontraban adheridos en el control. Los porcentajes de reduccion
de A7 respecto al control, bajo los diferentes tratamientos se resumen en la Tabla 3.8.

% individuos adheridos A7% (promedio 7 dias)

89 87
35 81 3 83
80 1
75
70
65
60
55
> -

CONTROL 15mg/l 7,5mg/l 3,75mg/l 3,75 mg/l 7,5mg/l 11,25 mg/l 1,25 mg/l 2,5mg/l 5 mg/l

activo activo activo activo+ activo+ activo+ cloro cloro cloro
3,75 mg/l 2,5mg/l 1,25 mg/
cloro cloro cloro

Figura 3.22. Adhesion de L. fortunei expresado como A7 (%). (Porcentaje de individuos adheridos promedio
entre 5 réplicas y 7 dias de experimento, las barras de error representan la desviacion estandar).

El tratamiento con 1,25 mg/| de cloro, no mostré efectos negativos sobre la adhesién. A dosis
mayores, los tratamientos con cloro mostraron una disminucion de la adhesién respecto al
control sin tratamiento, encontrandose una diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05)
bajo los tratamientos 2,5 y 5 mg/| de cloro, reduciendo los valores de adhesién enun 11y 42 %
respectivamente.

El tratamiento con 3,75 mg/| de activo B, no mostré efectos negativos sobre la adhesion. A dosis
mayores, los tratamientos con Sanurfloc Bioxi B mostraron una disminucién de la adhesién
respecto al control sin tratamiento, encontrandose una diferencia significativa (p < 0,05) bajo
los tratamientos de 7,5 y 15 mg/I de activo B, reduciendo los valores de adhesiéon entre un 8-16
%.

El tratamiento 3,75 mg/| de activo By 3,75 mg/l de cloro, mostré una disminucién de la adhesion
respecto al control sin tratamiento, encontrandose una diferencia significativa entre ambos (p
< 0,05), reduciendo los valores de adhesion en un 16 % bajo el tratamiento. Las demads
combinaciones de tratamientos (7,5 mg/I de activo By 2,5 mg/I de cloro; y 11,25 mg/| de activo
B y 1,25 mg/l de cloro) no mostraron diferencias significativas con los valores de adhesién
encontrados en el control (p > 0,05).
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Reduccion del Reduccion del
N° Trat Tratamiento achesion rospacto | achesion respect
al control al control (min-max)
1 15 mg/l activo B 9+4%(*) 2-13%
2 7,5 mg/l activo B 17+£8% (%) 7-26%
3 3,75 mg/l activo B 711 % 0-24%
4 3,75 mg/l activo B'y 3,75 mgll cloro 17+£3% (%) 13-20 %
5 7,5 mg/l activo B y 2,5 mg/l cloro 2+2% 0-5%
6 (1:|10,r205 mg/l activo B'y 1,25 mg/| 7439 2-11%
7 1,25 mgl/l cloro 1£6% 0-7%
8 2,5 mg/l cloro 12+£5% (%) 5-19%
9 5 mg/l cloro 42+4% (*) 36- 48 %

Tabla 3.8. Reduccion de A7 en relacion al control. (¥) = Se observan efectos significativos (p < 0,05).

La dosis mas efectiva que inhibe la adhesion del mejilléon dorado al vidrio, fue de 5 mg/I de cloro.
Los tratamientos con Sanurfloc Bioxi B muestran un efecto en la reduccion de la adhesion entre
un 9-17 % a las dosis de 7,5 y 15 mg/| de activo B, en este mismo rango de accidon se encuentra
la reduccién de la adhesién del 12 % con la dosis de 2,5 mg/l de cloro y de 17 % con la
combinacion de 3,75 mg/| activo B y 3,75 mg/Il de cloro. Las demas combinaciones de Sanurfloc
Bioxi B y cloro, asi como la dosis de 3,75 mg/I de activo B no mostraron efectos significativos
sobre la reduccion de la adhesion (p > 0,05).

En el estudio realizado por Li (2019), se evalud el efecto de cuatro oxidantes quimicos
(hipoclorito de sodio, permanganato de potasio, peréxido de hidrogeno y cloramina T) sobre la
adhesidn a través del biso del mejillén dorado, se utilizaron individuos de longitud valvar de 2 =
0,3 cm. Sus experimentos incluyeron: 1- la evaluacion de produccién de bisos, determinando el
numero y longitud de los mismos; 2- la evaluacidon de la perdida de los hilos bisales; 3- la
resistencia, que fue evaluada determinando la fuerza necesaria para romper el hilo bisal; 4- la
extensibilidad, que se determind evaluado el sitio de ruptura o quiebre luego de aplicar una
fuerza y 5- la disolucién de los bisos en presencia de los oxidantes. El hipoclorito de sodio en
dosis de 0,5 mg/I de cloro aplicado sobre agua corriente declorada a una temperatura de trabajo
de 19 £ 1 °C, luego de 7 dias, mostrd un 8.6 % de mortalidad, un 69 % de reduccién de nimero
de hilos bisales, un 58 % de reduccién de la longitud de los hilos bisales, 75,9 % de incremento
en la perdida de hilo bisal, un 70 % de disminucién de la fuerza de ruptura y alcanza un 21 % de
disolucién en relacién al control.

Mientras que en el trabajo de Li, se utilizé agua declorada, en nuestro experimento se trabajo
utilizando agua de rio con una demanda de cloro de 4 mg/l. En ambos trabajos se utilizé una
temperatura similar, 19 y 20 °C. Los mejillones dorados utilizados por la autora tuvieron una
longitud valvar de 20 mm, mientras que en nuestro experimento se utilizé una talla menor (6-
15 mm de longitud valvar). Segun los resultados de la autora se encuentra un 70 % de reduccion
de aquellos pardmetros relevantes para la adhesion a la dosis de 0,5 mg/I de cloro. En nuestro
estudio se observé mas de un 40 % de reduccion de la adhesidn, a la dosis de 5 mg/| de cloro. Si
consideramos demanda de cloro del agua de rio de 4 mg/l obtenemos que el cloro residual de 1
mg/| ejerce ese efecto de reduccidn sobre la adhesion.
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Es interesante observar que la diferencia encontrada en el porcentaje de adhesién promedio A,
tiene lugar desde el dia cero del experimento (Figura 3.19). Se ha observado que normalmente
una vez adherido al sustrato en una determinada altura, ésta no se modifica por otra altura por
relocalizacién y la altura inicial permanece constate en el tiempo.

Es de destacar, que no se ha observado ningun mejillén filtrando el medio acuoso sin estar
adherido al sustrato. A continuacidon se evaluara el efecto del producto Sanurfloc Bioxi B, cloro
y sus combinaciones sobre la filtracidon del mejillén dorado.

3.6. EFECTO DE SANURFLOC BIOXI B, CLORO Y SUS COMBINACIONES SOBRE LA FILTRACION
DEL MEJILLON DORADO

3.6.1. Analisis de los efectos de Sanurfloc Bioxi B y cloro y sus combinaciones sobre la filtracién
mediante inspeccidn visual de la exposicién de los sifones al medio

La filtracion es una forma de alimentaciéon sobre la base de las particulas que estan en
suspension en la columna de agua. Dado que normalmente las particulas con valor alimentario
se encuentran en baja concentracién, los organismos filtradores estan obligados a procesar
grandes voliumenes de agua para obtener suficiente alimento (Jgrgensen, 1990). En este trabajo
se evalud la capacidad de filtracién del mejillon dorado. Se consideré que el mejillén se
encontraba filtrando cuando presentaba sus valvas entreabiertas, exponiendo sus sifones
(Figura 3.23), a la vez que se observaba ingreso y salida de material a través de los sifones
inhalantes y exhalantes. En este estudio, se evalué mediante inspeccién visual, el efecto
inhibitorio de los productos Sanurfloc Bioxi B, cloro y sus combinaciones, sobre la capacidad de
filtracidn de los moluscos.

o | | 1 @

B st 4

Figura 3.23. Sifones del mejillon dorado. En la izquierda se presenta el mejillon dorado exponiendo los sifones
en un tubo de ensayo, a la derecha se observa los sifones del mejillon dorado in vivo visto en microscopio
invertido con un aumento 40X. Fotografias: Virginia Martinez.

En los tratamientos molusquicidas el nimero de individuos disminuyé debido al incremento de
la mortalidad, al aumentar el tiempo de contacto. Por lo tanto, se evalud el valor promedio de F
durante los 7 primeros dias del experimento (F7), periodo en el cual no se observé mortalidad
bajo ninguna condicidn.

Los resultados se presentan en la Figura 3.24. Durante el periodo evaluado de 7 dias, se observé
que el 64 % de los individuos se encontraban filtrando en el control, mientras que la filtracidn
bajo todos los tratamientos con molusquicidas, fue menor, entre 0y 14,33 %. El andlisis de datos

71



CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION Martinez Virginia 2021

arrojo como resultados que las diferentes dosis de Sanurfloc Bioxi B, cloro y sus mezclas no son
significativamente diferentes entre ellas (p > 0,05).

% individuos filtrando (promedio 7 dias)

100,00
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00

20,00 — gp7 1433 12|67
10,00 E i 0,00 0,00 0,00 1,33 0,00
0,00 e

CONTROL 15mg/l 7,5mg/l 3,75 mg/l 3,75 mg/l 7,5mg/l 11,25 1,25 mg/l 2,5 mg/l 5 mg/l
activoB activoB activoB activoB +activoB+ mg/l cloro cloro cloro
3,75 mg/l 2,5 mg/l activo B +
cloro cloro 1,25 mg/l
cloro

Figura 3.24. Filtracion expresado como F (%). (Porcentaje de individuos de mejilién dorado filtrando, promedio
entre 5 réplicas y 7 dias de experimento, las barras de error representan la desviacion estandar).

El porcentaje de reduccion de la filtracidn respecto al control R7 (promedio de R durante los
primeros 7 dias), el porcentaje de reduccion de la filtracion minimo y maximo en el periodo de
0 a 7 dias, para cada tratamiento se presentan en la Tabla 3.9.

Porcentaje de Porcentaje de
reduccion de la reduccion de la
N° Trat. Tratamiento filtracion respecto al | filtracion respecto al
control, promedio control

entre 7 dias. R7 (min.-max.)

1 15 mg/l activo B 90 +25% 39-100 %

2 7,5 mg/l activo B 85+ 24 % 54 -100 %

3 3,75 mg/l activo B 75+ 38 % 14-100 %

4 3,75 mg/l activo B'y 3,75 mgll cloro 100+ 0,0 % 100 %

5 7,5 mg/l activo B 'y 2,5 mg/l cloro 100 £ 0,0 % 100 %

6 11,25 mgl/l activo B y 1,25 mg/l 100 +0,0 % 100 %

cloro

7 1,25 mg/l cloro 80+ 32 % 39-100 %

8 2,5 mgl/l cloro 98+4% 39-100 %

9 5 mg/l cloro 100 £ 0,0 % 100 %

Tabla 3.9. Reduccion de F7 en relacion al control y valores maximos y minimos durante el periodo de 0-7 dias
de tratamiento.

Los tratamientos mas efectivos que obtuvieron una reduccion de la filtracion respecto al control,
R7 % (promedio entre 7 dias), de 100 + 0,0 %, fueron los tratamientos de 5 mg/| de cloro y las
combinaciones de Sanurfloc Bioxi B y cloro (tratamientos 4, 5y 6). En segundo lugar, la dosis de
2,5 mg/| de cloro obtuvo un valor de reducciéon R7% de 98 + 4 %, siendo el segundo tratamiento
mas efectivo. En tercer lugar, los tratamientos con 3,75; 7,5 y 15 mg/| de activo B, produjeron
una reduccidn en la filtracién de 75, 85 y 90 % respectivamente, sin embargo estos resultados
presentaron gran dispersion y la desviacién estandar varidé entre 24 y 38 %. Finalmente, el
tratamiento con 1,25 mg/I cloro, produjo una reduccién en la filtraciéon de 80 + 32 %.
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En la Figura 3.25 se presenta los porcentajes de reduccion de la filtracién respecto al control, en
funcién de las dosis empleadas de ambos productos. Se observa que el cloro alcanza el 100 %
de reduccién a dosis menores que las del producto Sanurfloc Bioxi B (activo B). Mientras que el
50 % de reduccion de la filtraciéon se alcanza con 0,75 mg/l de cloro y 2,25 mg/| de activo B.

100 —i
90
80
70
60
50

40
30 —— R7% Cloro

20 —@— R7% activo B
10
0

Reduccién de la filtraciéon R7%

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Dosis (mg/l)

Figura 3.25. Reduccion de la filtracion expresado como R7 (%) bajo las diferentes dosis de Sanurfloc Bioxi B
(activo B) y cloro (, las barras de error representan la desviacion estandar).

La inspeccidn visual nos permitioé observar la apertura de las valvas, la exposicion de los sifones
inhalantes y exhalantes al medio acuoso y el flujo del agua debido a la filtracién. Sin embargo,
no puede evaluarse por este método si la dosificacién de productos molusquicidas afecta la
velocidad de filtracién. Para determinar los efectos sobre la tasa de filtracién se utiliza un
método que consiste en evaluar de la concentracién de un colorante vital, el rojo neutro,
presente en el medio acuoso y que es filtrado por el mejilléon dorado. De esta manera es posible
determinar la disminucién de la concentracion del colorante durante un determinado periodo
de tiempo.

3.6.2. Analisis de los efectos de Sanurfloc Bioxi B, cloro y sus combinaciones sobre la tasa de
filtracién de colorante rojo neutro

En este trabajo se utilizo el rojo neutro como colorante vital, este reactivo es de facil disolucion
y alcanza instantdneamente una solucion homogénea que se mantiene a una concentracién
constante durante un periodo mayor a 96 horas. La concentracion del colorante en la solucidn
puede ser facilmente determinada a través de espectrofotometriay ser evaluada a los diferentes
tiempos de muestreo.

El colorante es removido de la solucién luego de ser filtrado por el molusco, e incorporado a las
heces del animal que al ser excretadas sedimentan y no se diluyen en la soluciéon de estudio
(Figura 3.26).

El producto Sanurfloc Bioxi B no afecta al colorante, la soluciéon de rojo neutro mantiene su
concentracién y color luego de la aplicacién de producto. Sin embargo, se encontré que el cloro
puede afectar el color de la solucién del colorante tipicamente rojo, tornandolo anaranjado. Esto
es debido al incremento de pH en dosis altas de cloro, ya que el rojo neutro presenta unintervalo
de viraje a un valor de pH entre 6,8—8,4. Debido a esto se trabajé a pH menores a 8 y para todos
los tratamientos se realizd paralelamente una solucién de colorante y producto sin moluscos,
como control de absorbancia a los diferentes tiempos.
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Figura 3.26. (1) Mejillones sumergidos en agua de rio con 3 mg/l colorante vital rojo neutro, el color del agua
es transparente y presenta pseudeheces rojizas en el fondo. (2) agua de rio con 3 mg/l colorante vital rojo
neutro, se observa el color del rojo neutro (3) Mejillones sumergidos en agua de rio el color del agua es
transparente y presenta pseudeheces en el fondo. Luego de 24 horas de aplicacion.

Se observd una caida de la tasa de filtracién a lo largo del tiempo para el control (Figura 3.27).
Los valores obtenidos fueron de 1,25 ml/h. por individuo luego de 1 h de incorporado el
colorante rojo neutro, y de 0,3 ml/h. por individuo luego de 18 hs de incorporado el colorante
rojo neutro.

1,40

c Velocidad
:g 1,20 TIEMPO (h) de filtracién
S 100 (ml/h. ind.)
= O
o £ 0,80 1,0 1,25
T
- = 0,60 2,0 1,11
S E
5 040 18,0 0,30
o) 0,20
> 24,0 0,23
0,00
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0  100,0 96,0 0,07

Tiempo (horas)

Figura 3.27. Evolucion en el tiempo de la velocidad de filtracion de L. fortunei (expresada como ml filtrados
durante 1 hora por un individuo (ml/h. ind). El medio acuoso fue una solucion de agua de rio con 3 mg/l de
rojo neutro.

Existen diferentes métodos para determinar la tasa de filtracion de los moluscos. Una de las
técnicas de laboratorio consiste en el uso de particulas en suspensién (algas). Esta técnica se
realiza incorporando un cultivo de células algales al medio acuoso donde se ubica un individuo
de mejillén dorado, luego se realiza un recuento en cdmara de sedimentacion en el microscopio
invertido al comienzo y al final del tiempo de evaluacién. Se determina la velocidad de filtracion
calculando el cociente entre la diferencia de concentracién de las algas y la diferencia del tiempo
entre los dos muestreos. Sin embargo, esta técnica presenta varias dificultades para su
ejecucion, primero es dificil mantener una solucidn homogénea de las células que tienden a
sedimentar o a flotar. Para lograr una suspension homogénea debe agitarse constantemente la
solucidén, lo cual puede perturbar a los moluscos que reaccionan cerrando las valvas e
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interrumpiendo la filtracidn. Por otra parte, puede incrementarse el recuento de células algales
debido a la reproduccidn, si se utilizan tiempos de evaluacion muy extensos.

En nuestro estudio, la incorporacidn de productos oxidantes sobre células algales, puede
incrementar la demanda de oxidante. Ademas, el cultivo puede ser susceptible a la oxidacion,
los productos pueden destruir las células, obteniendo un recuento menor que conlleva a una
estimacion erronea de una tasa de filtracidon mas alta. Por todos estos motivos, se utilizé la
técnica que consiste en el uso de un colorante vital, que al ser filtrado por el mejillén es
eliminado de la solucién, disminuyendo su concentracién.

Los estudios realizados por Sylvester (2006), con cultivo de células algales a tiempos cortos,
muestran que el mejillén dorado puede filtrar entre 125 y 350 ml de agua por hora con valores
extremos de 45 a 514 ml/h. En esos estudios, se evalud la tasa de filtracion, computando los
tiempos de filtracién desde el momento de la exposiciéon de los sifones, y descontando los
momentos que el mejilldn cerraba las valvas. En nuestro trabajo no se considerd esta diferencia
para determinar el tiempo, lo cual puede conllevar a valores calculados mas bajos en las tasas
de filtracidon en nuestros resultados.

Por otra parte, mientras que en nuestro experimento la talla de los moluscos fue de 6 a 15 mm,
los moluscos utilizados en el trabajo de Sylvester (2006) tenian una talla de 15 mm de longitud
valvar. Debido a que la tasa de filtracion del mejillén dorado, aumenta con el incremento de la
talla del organismo, es de esperar encontrar valores mas bajos en las tasas de filtracion.

Otros autores (Zihon-Lukanina y col., 1990; Riisgard, 2001) que trabajaron previamente en la
filtracion por bivalvos han notado que el uso de volimenes pequenos o tiempos de filtracién
largos pueden dar lugar a subestimacién de la tasas debido a refiltrado del agua. En el trabajo
de Sylvester (2006) y en nuestro trabajo el volumen utilizado fue de 0,4 y 0,5 litros
respectivamente. El tiempo de evaluacidn en el trabajo del autor fue de 30 minutos y en nuestro
trabajo fue 1 hora. Sin embargo, para el calculo de la tasa de filtracion en el trabajo del autor,
se descontd del tiempo ensayado los periodos en que las valvas estuvieron cerradas. Por otra
parte, la tasa de filtracion de L. fortunei se han estimado en varios estudios, pero el rango de los
valores informados es muy grande: 0,2 a 725 ml/h.ind. (Pestana y col., 2009; Gazulha 2010 y
2012; Gazulha y col. 2012a y 2012b), 0 0.1 a 29.5 ml/mg de tejido seco (Sylvester y col., 2005;
Cataldo y col., 2012b).

Para la determinacion del efecto inhibitorio de los productos oxidantes sobre la velocidad de
filtracion del mejilldn dorado, se determind la velocidad de filtracion bajo los diferentes
tratamientos con Sanurfloc Bioxi B, cloro y sus combinaciones. Debido a dificultades
experimentales, los tiempos a los que se realizé la evaluacion de la velocidad de filtracién para
los tratamientos fueron de 20, 24 y 48 hs desde la incorporacion de los productos molusquicidas
y del colorante. Se observé que la velocidad de filtracion fue < 0,06 ml/h.ind. bajo todos los
tratamientos con molusquicidas. Mientras que para el control sin molusquicida la velocidad de
filtracion tomo un valor de 0,4 ml/h.ind. luego de 20 horas (Figura 3.28).
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Figura 3.28. Velocidad de filtracion de L. fortunei bajo los diferentes tratamientos con cloro, activo B y sus
combinaciones.

3.7. COMPARACION DE EFECTOS DE SANURFLOC BIOXI B, CLORO Y SUS COMBINACIONES
SOBRE LA MORTALIDAD, MOVILIDAD, ADHESION Y FILTRACION DEL MEJILLON DORADO

En la Tabla 3.10, se resumen los resultados obtenidos a lo largo del trabajo, para los distintos
tratamientos y su efecto sobre la mortalidad, la movilidad, la adhesidn y la filtracion.

MORTALIDAD MOVILIDAD ADHESION FILTRACION
TRATAMIENTO | Tiempo para alcanzar | Porcentaje de ind. " .
el 50 % de mortalidad | enelfondodel | heodcciondela | Reduccion dela
: . adhesién filtracién
(dias) acuario
15 mg/l activo B 33 100 % 9+4% (") 90 +25%
7,5 mg/l activo B 43 100 % 1728 % (%) 85+24 %
3,75 mg/l activo B > 60 92-94 % T£11% 75+ 38 %
3,75 mg/l activo B 0 o/ (% 0
y 3,75 mg/l cloro 21 92 % 17 % 3 %(*) 100+ 0,0 %
7,5mg/l activoBy 0 0 0
2.5 g/l cloro 29 94 % 2%2% 100 £ 0,0 %
11,25 mg/l activo 0 0 0
By 1,25 mg/l cloro 34 98 % 7£3% 100 £ 0,0 %
1,25 mgll cloro > 60 100 % 126 % 80£32%
2,5 mgll cloro 29 92-100% 1225% (%) 98+4%
5 mg/l cloro 17 100 % 42 + 4 %(*) 100 £ 0,0 %

Tabla 3.10. Resumen de resultados obtenidos. Verde= opcién mas favorable, Azul= se observa efecto, Negro=

no se observa efecto. (*) el efecto es significativo (p < 0,05).
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CAPITULO 4. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

4.1. SINTESIS: MORTALIDAD DEL MEJILLON DORADO BAJO LOS TRATAMIENTOS CON
SANURFLOC BIOXI B, CLORO Y SUS COMBINACIONES

En este trabajo se logré poner a punto una técnica para el estudio de la mortalidad del mejilléon
dorado adulto bajo tratamientos con productos molusquicidas.

La mortalidad del mejillén dorado fue realizada en un medio acuoso complejo como es el agua
de Rio de la Plata, cuyos parametros fisicoquimicos y microbiolégicos fueron controlados
periddicamente. Se utilizd mejillones dorados de 6-15 mm de longitud valvar, a la temperatura
de 202 C.

Respecto a la mortalidad producida por el cloro, se encontraron los siguientes valores de DL50
de5,1+0,2;3,3+0,1y2,58 +0,09 mg/l luego de 17, 21 y 27 dias de exposicion.

A tiempos mas prologados los valores de DL50 fueron de 2,09+0,08; 1,71+0,05 y 1,51+0,04 mg/|
de cloro luego de 41, 50 y 60 dias de exposicion.

En relacion a la mortalidad bajo los tratamientos con el producto Sanurfloc Bioxi B, los valores
de DL50 fueron 345 0,4, 139 £ 0,31y 27 £ 0,2 mg/l luego de 17, 21 y 30 dias de exposicidn
respectivamente.

El valor de DL50 disminuye exponencialmente con el tiempo de contacto, alcanzando valores
8,6+0,2;6,3+0,1;4,7 £0,1 mg/l de activo de Sanurfloc Bioxi B, a los 41, 50 y 60 dias de tiempo
de contacto.

En todos los tiempos ensayos, los valores de DL50 obtenidos con la aplicacion de cloro fueron
menores que los obtenidos aplicando el activo de Sanurfloc Bioxi B.

La dosis 6ptima del cloro fue de 5 mg/| porque se alcanza una mortalidad mayor al 90 % en 30
dias.

La dosis 6ptima del Sanurfloc Bioxi B fue de 15 mg/I porque se alcanza una mortalidad del 92%
alos 60 dias.

En relacion a las combinaciones secuenciales del producto Sanurfloc Bioxi B y cloro, se analizd
el tiempo de contacto necesario para alcanzar el 50% de mortalidad. Se observé que para
tiempos cortos de contacto (17 a 29 dias), las combinaciones ensayadas (3,75 mg/| de cloro +
3,75 mg/| de Sanurfloc Bioxi B; 2,5 mg/l de cloro + 7,5 mg/l de Sanurfloc Bioxi B) el efecto
predominante correspondié al cloro, y que la adicidon del Sanurfloc Bioxi B no contribuyo al en
el incremento de la mortalidad producida por el cloro.

La combinacion de 11,25 mg/l activo de Sanurfloc Bioxi B + 1,25 mg/| cloro, alcanzé el 50 % de
mortalidad a los 34 dias resultando ser la de eleccién ya que permite reducir la dosis de cada
uno de los molusquicidas en relacién a su aplicacién en forma individual
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Se destaca la capacidad de los mejillones dorados de detectar los productos oxidantes en el agua
y cerrar fuertemente su valvas durante un periodo de hasta 3 semanas, lo cual puede modificar
sensiblemente los tiempos de contacto con los molusquicidas necesarios para alcanzar el 50 %
de la mortalidad.

Por lo tanto, a tiempos largos de contacto o aplicacidn continua de molusquicidas, es posible
combinar los productos reduciendo las dosis de ambos, lo cual permite reducir el costo de la
aplicacién del molusquicida, reducir la aplicacién de cloro, y reducir la aplicacion de productos
gue pueden afectar el medioambiente.

4.2. SINTESIS: EFECTOS DE SANURFLOC BIOXI B, CLORO Y SUS COMBINACIONES SOBRE LA
MOVILIDAD, LA ADHESION Y LA TASA DE FILTRACION DEL MEJILLON DORADO

En relacién a la movilidad de los mejillones dorados se observd geotaxis positiva. En el
tratamiento control los moluscos se disponian en el fondo del acuario entre un 80 — 100% de los
individuos ensayados. Este comportamiento, no se modificd en presencia de los molusquicidas
Sanurfloc Bioxi B, cloro, y sus combinaciones, luego de 24 horas y 7 dias de tiempo de contacto.

En relacion a la adhesidn, se observd que en ausencia de molusquicidas casi un 90% de los
mejillones se encontraron adheridos al vidrio del acuario. La aplicacién de productos
molusquicidas mostré una reduccién de la adhesién.

Dosis de cloro de 2,5 y 5,0 mg/l mostraron una reduccién de la adhesion del 12 y el 42 %,
mientras que dosis de 7,5y 15 mg/I de activo de Sanurfloc Bioxi B la reducciéon de la adhesion
fue del 9y el 17 % respectivamente.

La combinacién secuencial de 3,75 mg/| de activo de Sanurfloc Bioxi B y 3,75 mg/| de cloro,
produjo una reduccién de la adhesion del 17%. Mientras que las demdas combinaciones de
Sanurfloc Bioxi B y cloro, asi como la dosis de 3,75 mg/I de activo de Sanurfloc Bioxi By 1,25 mg/I
de cloro, no mostraron efectos significativos sobre la reduccidn de la adhesién. El cloro fue el
producto mas eficiente en relacion a la reduccion de la adhesion.

En relacién a la tasa de filtracidn del mejilléon dorado, la aplicacidon cloro en dosis de 1,25; 2,5y
5 mg/l mostré una reduccién de la actividad de filtracion del 80, 98 y 100 % respectivamente,
mientras que para dosis de 3,75; 7,5 y 15 mg/| de activo de Sanurfloc Bioxi B la reduccién de la
filtracidn fue del 75, 85 y 90%. La combinacién secuencial en todas las dosis ensayadas de
Sanurfloc Bioxi B y cloro, produjeron una reduccién de la filtracién del 100%. Ambos productos
resultan efectivos para la reduccién de la filtracion.

4.3. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La determinacion de la demanda de cloro y de activo Sanurfloc Bioxi B del agua del Rio de la
Plata permitio realizar las correcciones requeridas en la dosificacion. En todos los casos la
demanda de cloro fue mayor que la correspondiente al activo Sanurfloc Bioxi B.

La dosis de 5 mg/I cloro resulto ser la mas efectiva debido a que produce la mayor mortalidad,
mayor reduccién de la adhesién y mayor reduccion de la filtracion del mejillén dorado en
relacion a las dosis mds bajas ensayadas de cloro, las dosis de Sanurfloc Bioxi B y sus
combinaciones.

Si bien el cloro resulto ser un molusquicida mas eficiente, utilizando un menor tiempo de
contacto y una menor dosis, la abrupta mortalidad de grandes cantidades de moluscos podria
generar una gran cantidad de contaminacidn sobre el agua, disminuyendo su calidad. Es
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importante destacar que el cloro genera trihalometanos y halogenuros organicos cancerigenos
cuando es aplicado sobre agua. Por su parte, el producto Sanurfloc Bioxi B no genera ese tipo
de compuestos. Por lo tanto, el producto Sanurfloc Bioxi B es una opcién valida para tiempos
largos de contacto o aplicacién continua.

La dosis de 15 mg/| de activo de Sanurfloc Bioxi B tiene efecto sobre la mortalidad del mejillén
dorado adulto en tiempos de contacto largos, también reduce la adhesidn del mejillén dorado
al vidrio y presenta una gran reduccion de la actividad de filtracion.

Sanurfloc Bioxi B podria eventualmente considerarse como una estrategia para el control de la
problematica de incrustaciones debidas al mejillon dorado, en sistemas confinados como agua
de lastre, agua de sistemas de enfriamiento, planta de tratamientos de efluentes, etc.
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