BIBLIOTECA CENTRAL LUIS F LELOIR

BibliOteca Digital BIBLIOTECA CENTRAL]EJLOIR

F c E N - U B A FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES UBA

Tesis Doctoral

Alternativas ambientalmente
inocuas (no quimicas) para el
control del mejillén incrustante
Limnoperna fortunei en
instalaciones industriales

Perepelizin, Pablo Victor

201

Este documento forma parte de la coleccidon de tesis doctorales y de maestria de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilizaciéon debe ser
acompafiada por la cita bibliografica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Citatipo APA:

Perepelizin, Pablo Victor. (2011). Alternativas ambientalmente inocuas (no quimicas) para el
control del mejillén incrustante Limnoperna fortunei en instalaciones industriales. Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires.

Citatipo Chicago:

Perepelizin, Pablo Victor. "Alternativas ambientalmente inocuas (no quimicas) para el control
del mejillén incrustante Limnoperna fortunei en instalaciones industriales". Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires. 2011.

EXACTAS:

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

UBA

Universidad de Buenos Aires

Direccidn: Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar

Intendente Giiiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293



http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar

«DE » g,
W uE;yo
L
FACULTAD .
DE
%
w

o
&

&
F  CIENCIAS EXACTAS
= ¥ NATURALES

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Departamento de Ecologia, Genética y Evolucion

Alternativas ambientalmente inocuas (no quimicas)
para el control del m ejillén incrustante Limnoperna

fortunei en instalaciones industriales

Tesis presentada para optar al titulo de Doctor de la Universidad de

Buenos Aires en el area: CIENCIAS BIOLOGICAS

Pablo Victor Perepelizin

Director de tesis y Consejero de estudios: Demetrio Boltovskoy

Lugar de trabajo: Departamento de Ecologia, Genética y Evolucion,
FCEyN de la UBA.

Museo Argentino de Ciencias Naturales
“Bernardino Rivadavia”

Buenos Aires, 2011



A mi familia y a Luciana, que siempre han estado conmigo



INDICE GENERAL

indice general

Yo |- (o [T o 1 .41 T=T o) 0 PP SPPR 5......
RESUIMEIN .. ettt e et e e et e ettt e e e et e e e et e e e et e e enna e aeenaeenes 6
Y 011 =T od F PRSPPI 7
Capitulo 1. INtrOAUCCION .......eviiiceee e e e e e e e e e aaaas 2 N
Introduccion y dispersion del mejillén doradémnoperna fortunel.................cooce. 8
Caracteristicas bioldgicas y ecologicad genoperna fortunedle importancia para su
control en instalacines INAUSTIAIES ...t 11
Impactos y consecuencias del ingresdidenoperna fortuneen el ecosistemay en las
INSEAlACIONES NUIMABNAS.......uuiiiiiiiiiiiiiii et e e e e e e e e e e e e e e e s beeeees 15
Impactos de.imnoperna fortunesobre el eCOSIStEMA ............uuuuiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeee 15
Impactos de.imnoperna fortunesobre las instalaciones humanas.............cccccceevvnenns 18
Métodos de control de moluscos bivalwmgasores en instalemes industriales.......... 22
Tratamientos con agregado de compuestos quimicos al agua..............evveeeeiiiieeeeeeeeeennn. 23
Tratamientos N0 qUIMICOS de CONLIOL..........cooiiiiiiieeer e 28
(@] ][] 110 PO PP PPPPPPPPPP PR 33
(0= 101111 ] (o T2 Y o o) (- VPP 35
g oo [ Totod o] o TP 35
MaterialeS Y MELOUOS .......ccoe i e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeraa e e eeeas 36
TS U 7= T [0 1 PR 38
[ EST o1 1S3 o o PP PPPPPPPRPPRP 41
Efectos de la anoxia sobre [0S MOlUSCOS INCIUSTANTES ..........covvviiiiiieiiiiiieeii 41
La anoxia como método de camitde bioINCruStaCiONES .........cvvevvviiiieeeeeeeeiiiiiiiiiens 42

Implicancias de los resultados en el potencial de dispersibmaeperna fortunei44

3



INDICE GENERAL

Capitulo 3. Temperatura letal ..o e e e e e e e 46
] 10T [T o3 T o ISP 46
MatErialeS Y MELOUOS ... ..ueiiiiiiiiiiiiiiie ettt et e e e e e e et e e e e et e e aaaeaeeaaeeeasaaannnnnnnernenes 48
Recoleccion de MEJIIONES..........oooieeiiiecci e 48
Temperatura letal QQUAA.............uueiiiiii e a e e e e aaes 48
Temperatura [etal CrONICA. ... .....iiiii e e e e e e e e e e e e aaaeeeees 51

ST U 7= To [0 1 PR 53
Temperatura letal QQUAA............uueeiii e 53
Temperatura [etal CrONMICA..........cciiiii i e e e e e e e eaes 56

[ ETo U L3 o o PP PPPPPPPPRPPPPPR 60
Respuesta de los mejilloneag altas temperaturas ..........cccceeeeeneeeeeeeeeeeeeevviiiieeeenn 60
Comparacion de los resultadammtros molusCoS INVASOIES............eevveeeeeieeeeeeeeeeennn, 61
Las altas temperaturas como métodaal@rol de incrustzones bioldgicas............. 63

Capitulo 4. RAdIiaCiON UV .......coii i e e e e e e e e e e e e e e e aaaraeeeaaaaa 69
INEFOTUCCION ...ttt ettt et e e e e e e e e e e e e e e s s s abbbbbenee e e e 69
MaterialeS Y METOUOS ......uuieiieiiiiiiiii e e e e e e s e e e e e e e e nnnbeeeeas 71
ST U 7= To [0 1 PP 75
[ Yo U L3 o o PP PPPPPPPPRPPPPPR 78

Efectos de la luz UV sobre la mortalidad y movilidad de las larvas................cccccuuneee. 78
Dosis letales de radiacion UV en larvas Veligeras ...........ooovvvvvvvvviiiiiiiiee e eeeeeeeeeeeeninnnns 79
La radiacion UV comanétodo de CONLIOl........ceeviiieeeeeeeeeeee e 80

(0] o Tod 1§ ] T0] 1= T J SRS 85

BIDlOQIafia......cco i e a e e e e e e e e aaa————— 90

Y 01 Lo o =PRSS 108

L@ =T {110 1P 126



AGRADECIMIENTOS

Agradecimientos

Quiero agradecer en primer lugar a Demetrio Boltovskoy, quien hizo posible la
realizacion de esta tesis. Trabajar junto &uélverdaderamente grato y constructivo. Sus
criticas y consejos fueron en todo momedignos de una persona generosa y de gran

experiencia.

Agradezco también al resto del grupamestigacion de la Universidad de Buenos
Aires y compafieros del Museo Argentino @encias Naturales: Aurora Matsubara con
quien pasamos largas horas y tuve el m@id de contar con su apoyo y conocimiento
tanto en lo relacionado al trabajo como epdosonal. Silvia Watanabe y Violeta Totah con
quienes he compartido incontables gratoementos. También agradezco a Esteban
Paolucci, Francisco Sylvester, Daniel CatalPaula Sardifia y Erik Thuesen de quienes
recibi constante apoyo y compainiia.

Agradezco a mi familia y a Luciana qoe han seguido en todo este proceso y de
qguienes recibo constante afecto; y a Hor&iiolli, compafnero desde siempre, que me
ayudo con la logistica y toma de muestrada Reserva Ecologia Costanera Sur.

Finalmente extiendo este agradecimiento a las personas y entidades que permitieron
a través de fondos y recursos realizar estgajo, a la Universidad d&uenos Aires, a la
Agencia Nacional de Promocion Cientifiga Tecnoldgica y al Consejo Nacional de

Investigaciones Cientificas y Técniapge contribuyeron con becas y subsidios.



RESUMEN

Alternativas ambientalmente inocuas (no quimicas) para el
control del mejillén incrustante Limnoperna fortune en

instalaciones industriales

El mejillon doradoLimnoperna fortunei,proveniente del sudeste Asiatico, es
causante de incrustaciones redes de agua sin tratamienid.uso de sustancias toxicas
para su control (principalmente cloro) eselstrategia mas empleada, pero debido a sus
efectos adversos sobre el ambiente el dsaodxicos tiene numerosas limitaciones. Se
investigaron alternativas sumso de toxicos para el cortrde la especie examinando su
tolerancia a condiciones dmoxia, altas temperaturasrgdiacion UV. La supervivencia
bajo anoxia se estimd con mejillones pequefios (6-7 mm) y grandes (20-21 mm) a 20 y
27°C. La especie sobrevivio entre 10,229,3 dias, dependiendo de las tallas y
aclimataciones. La tolerancia a las altas teatpesis se realizé a diferentes ritmos de
calentamiento del agua: 1°C/5, 1539 min con aclimataciones a 12, 23 y 28°C
(temperatura letal aguda, TLA); y a siete tengpuras constante34, 36, 38, 40-43°C a 12
y 28°C (temperatura letal crénica, TLCypn mejillones pequefios y grandes. En
condiciones de TLA los animales mueren a los 43,5-51°C. En los ensayos de TLC la
muerte se produce luego de 0,7-644,3 hs, intipatemente de las tallas y aclimataciones
(excepto a 34 y 36°C). La resistencia &ulaUV (254 nm) se evalu6 con veligeras a dosis
de entre 95 y 226 mWs/émen primavera y verano. La mortalidad ocurre 72 hs después de
la exposicién a 226 (pnavera) y 156 mWs/ch{verano). Los resultados indican que, a
pesar de queimnoperna fortunees una especie muy resigsreéstos métodos constituyen
excelentes alternativas al uso de téxicossparbajos costos, facilidad de implementacion e

inocuidad ambiental.

Palabras claves: mejillén asiatico, incrustacionegecnologias limpias, tratamiento

térmico, eliminacién de oxigeno, esterilizacion con UV.
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ABSTRACT

Environmentally friendly alternat ives (non-chemical) for the
control of the fouling musselLimnoperna fortunei in industrial

installations

The golden mussdlimnoperna fortuneinative from Southeast Asia, is causing
fouling of industrial raw water systems. Thesus toxics (mainly clorine) for its control
is the most common strategy, but due to itgirenmental impacts its use is limited. We
investigated toxic-free alternags for the control of the sgies through the study of its
tolerance to anoxic conditions, high temperatures and UV radiation. Tolerance under
anoxia was tested with small (6-7 mm) and large mussels (20-21 mm) at 20 and 27°C. The
species survived between 10.2 and 29.3 days, depending on size and acclimation.
Resistance to high temperatures was estimatedifferent water &ating rates: 1°C/5, 15
and 30 min, with acclimations to 12, 23 and@&acute upper lethal temperature, AULT),
and seven constant temperatures: 34, 36, 38340 to 12 and 28°C (chronic upper lethal
temperature, CULT) with small and large s$sals. Death occurred at 43.5 to 51°C for
AULT, and after 0.7 to 644.3 hours for CULTgexdless of size and acclimation (except
for trials at 34 and 36°C, CULT). The toleranto UV (254 nm) radiation was tested with
veligers at doses between 95 and 226 mWsforspring and summer. Mortality was
reached 72 hours after expostwe226 (spring) and 156 mWs/értsummer). Our results
indicate that, althoughimnoperna fortuneis a very resilient gies, these methods are
excellent control alternatives the use of toxics. Their advantages include low costs, ease

of implementation, and environmental safety.

Keywords: Asian mussel, biofouling, cleanedhnologies, heat treatment, oxygen

deprivation, UV sterilization.



INTRODUCCION

Capitulo 1. Introduccion

Introduccién y dispersion del mejillén dorado, Limnoperna fortunel

El mejillon dorado,Limnoperna fortune{Dunker 1857, Figura I-1), es un mitilido
nativo de las aguas continentales del sudeste asiatiooptemaose en rios y lagos de
China, Tailandia, Corea, Laos, Camboyéetnam e Indonesia (Morton 1979, Ricciardi
1998). Entre los afios 1965 y 1990 ha sidot@moionadamente introducido en Hong Kong,
Corea, Japon y Taiwan (Morton 1979, Rérdi 1998, Magara edl. 1999). Aunque la
principal via de ingreso de la especie a lti®ssique invade es el agua de lastre de los
buques oceanicos (Darrigran 208dJtovskoy et al. 2006), sughersion puede producirse
también por otros medios, como por ejemplo a través de los sistemas de abastecimiento de
agua (Morton 197Ricciardi 1998).

En nuestro continente, lapexie fue detectada por primesez a lo largo de la costa
del estuario del Rio de IBlata (aproximadamente 35°S) Amgentina en el afio 1991
(Pastorino et al. 1993). A partir @dli, la especie sdispersé rapidamente hacia el norte y
oeste a un rango de mas de 240 km porll@dando a densidades de 200.000 mejillones
por metro cuadrado (Boltovskoy et al. 2006). Actualmdritenopernaesta presente en al
menos cinco paises de Sudamérica (Aigan Uruguay, Paraguay, Bolivia y Brasil),
siendo su limite norte de distribucion los estados de Matto Grosso do Sul (region de El
Pantanal), San Pablo y Minas Gerais, easBr(Darrigran 2002Boltovskoy et al. 2006,
Oliveira et al. 2006) a distaras de mas de 3000 km de su pute entrada original (Figura
[-2).



INTRODUCCION

Figura I-1. Mejillon dorado Limnoperna fortuney aspecto de las colonias asentadas sobre una embarcacion.

s et X, . & 1A ‘

La répida dispersion de. fortunei se relaciona con caracisticas propias de la
especie como un ciclo de vida corto, una rapéda de crecimientp un estadio larval de
dispersion planctonico. El preso de invasion aguas arriba de su punto de introduccion es
mediado por el hombre por ejemplo por éfiito fluvial, debido a que el mejillén puede
transportarse adherido al casco de los baycpssteriormente establecerse a través de la
propagacion de sus larvas.t&cde proporciona lgoosibilidad de colonizar localidades
situadas en tramos superiores de la cuantas que otras que se encuentran aguas abajo.
Este proceso de dispersion a “saltos” (Bedkoy et al. 2006) depeaduertemente de la
intensidad del trafico fluvial, acelerandel proceso al aumentar el numero de
embarcaciones. Esta influencia de la w@e#on sobre la propagacion del animal se
observa, por ejemplo, comparando la velocidadcolonizacion del rio Parané (principal
via de navegacion de la cuerts Plata) y del Uruguay (practimente sin trafico fluvial),
siendo para el primer caso 1€ces mayor que para el segundo.
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Por otro lado, el transportanto de adultos como de larvas el agua de lastre de

los barcos transoceanicos es un mecanismo clave para su dispersion a escala global.

Ademas, la tolerancia de los adultos adksecacion facilita su transporte por tierra

adheridos al casco de botes y otras embamneasj posibilitando la colonizacion de nuevas

cuencas (Montalto y Ezcurra de Drago 2D&rigran et al. 2008Boltovskoy et al. 2006).

Figura I-2. Rango de expansion en América del $aralidades y afios en los que se deteattnoperna
fortunei por primera vez. En el recuadestad ampliada la zona del Embalse de Salto Grande donde se
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INTRODUCCION

Caracteristicas bioldgicas y ecolbégicas demnoperna fortunei de importancia

para su control en instalaciones industriales

Limnoperna fortuneposee caracteristicas biol6giaes importancia que deben ser
tenidas en cuenta al disefestrategias para su control, incluyendo su alta fecundidad
(Karatayev et al. 2007a),rleas de pequefio tamafio 85-400 um (Cataldo et al. 2005),
periodo de reproduccion extendido 6-10 mese$ial(Figura I-3, Boltovskoy et al. 2009) y
una fase larval de vida libre relativamerdega (entre 10 y 20 dias, dependiendo de la
temperatura del agua; Choikim 1985, Cataldo et al. 2005Ademas,L. fortuneitiene
limites de tolerancia ambiental muy amplisgportando valores de salinidad de hasta 23%o
(de manera intermitente, Sylvester et al. etnja bajos niveles de pfhasta 5,5 oxigeno
disuelto (0,5 mg/L) y calcio (B1g/L) (Karatayev et al. 2007a).

Por otro lado, debido a suigen subtropical y tropical,. fortuneies un bivalvo que
posee una gran tolerancia & laltas temperaturas (ver Capitulo 3, Temperatura letal),
pudiendo desarrollarse en aguas que supesaBO%C durante 7 meses al afio, y con picos
frecuentes de mas de 33°C (Oliveira et al. 20EDmejillén dorado tolera ademas niveles
muy altos de contaminacién (Zn, Cr, Cu,nbe (a) pyreno, PCBs, etc.), inclusive
superiores a los limites considerados peligrpsma los organismos acuaticos y que afectan
a otras especies de bivalvos introdieos (Cataldo et al. 2001a, b).

Estas caracteristicas hacenLdéortuneiuna especie con muchas probabilidades de
colonizar el hemisferio norte en un futysodximo, incluyendo regiones no aptas para el
desarrollo de otras especies de molusceasiores, como por ejemplo los dreisénidos
(Darrigran y Damborenea 2011, Perepelizin y Boltovskoy 2011).

11



INTRODUCCION

Figura I-3. Densidades larvales démnoperna fortuneen relacién a la temperatura del agua y la época del

afio en 5 sitios de la cuenca del Plata. Rio de la Plata (34;338524,50), Atucha (33°57,%; 59°12,%0),

Itaipu (25°24,55; 54°35,40), Delta (33°23,%; 58°35,70), Salto Grande (31°18%& 57°56,30), Embalse

de Rio Tercero (32°138, 64°26.8VN). El area gris indica los periodos gue las densidades de larvas son
menores al 10% del total del sitio. El &rea de rayas cruzadas muestra los periodos de reposo reproductivo de
verano en Salto Grande (Boltovskoy et al. 2009).
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INTRODUCCION

Debido a que el ingreso démnoperna fortuneen Sudamérica es relativamente
reciente, mucha de la informacion de baseresesta especie deriva de la experiencia
ganada en Europa y Norteamérica sobreasotespecies de bivas introducidos,
particularmente la almeja asiati€arbicula fluminea(Muller 1774) y el “mejillon” cebra
Dreissena polymorphgPallas 1771). Estasspecies de bivalvos de agua dulce han
colonizado varios continentes y desde hacepgese estan investigando sus impactos tanto
sobre el ambiente como sobre la industrialuyendo la forma de mitigar sus efectos sobre
las instalaciones humanas (e.g., Dohertyl.€1986, Matthews y McMahon 1994, Maclsaac
1996, Karatayev et al. 2002).

La almeja asiaticaCorbicula fluminea nativa del sudeste asiatico, Australia y
Africa ha invadido los cuerpos de agua duleeAmérica del Norte, América del Sury
Europa en los ultimos 60 afios (McMahon 1999). En la actualidad se encuentra en 36
estados norteamericanos, incluyendo Hawai, yoele y centro de México. En Europa se
encuentra en 12 paises de la region eemtcluyendo el Reindnido (Howlett y Baker
1999, DAISIE 2008a). En Sudamérica, fue intradacen la costa del Rio de la Plata
presumiblemente a comienzos de la década7@e(ltuarte 1981). En la actualidad se
encuentra en los principales rios de l&mma del Plata, abarcando al menos 5 paises,
llegando en el extremo sur deéstribucion al Rio Coloraden la Patagonia argentina. A
diferencia dd_. fortunej C. flumineaes una especie infaunal, solitaria, que se introduce en
los sedimentos, llegando ocasionalmente a dor@xtensos bancos. La fertilizacion ocurre
dentro de la cavidad suprabcmial de la almeja y las laas son incubadas en los tubos
branquiales hasta su desawotlompleto, liberandose una vgae han llegado al estadio
juvenil (McMahon 1983). A pesar de los dafieportados en las regiones invadidas (e.g.,
taponamiento de cafos, canales de riego,rgsonstalaciones), b&a el momento en
nuestro pais no se han documentado inconviessenayores causados por esta especie. Sin
embargo, el rapido incremento en la abundaydestribucion de la almeja en Brasil causé
inconvenientes en plantas de generacién de energia de las ciudades de Rio de Janeiro,

Parana Panema y Minas Geraiseeafio 2000 (Zampatti y Darrigran 2001).

13



INTRODUCCION

La otra especie de molusco invasor con claras similituded_cdortunei es el
“mejillon” cebra,Dreissena polymorphg&ste animal, nativo de la cuenca del Mar Caspio,
se ha expandido a través de Europa porc#osles construidos anéiles del siglo XVIII
para vincular el Mar Negrg el Caspio con el BélticKaratayev et al. 2003). A mediados
de los afios ‘80, la especie fue encontradaNorteamérica en la regién de los Grandes
Lagos. En la actualidad, su distribucidontnia en expansion tanto en Europa, donde
actualmente se encuentra en 23 paises degian central del continente incluyendo a
Irlanda (Minchin 2000, DAISIE 2008b); como &lorteamérica, donde ya esta presente en
27 estados y en las provincias de Quep Ontario en Canada (USGS 2011).

L. fortunei comparte muchas caracteristicas €&npolymorpha Ambas especies
son filtradoras y tienen un modo de vida emif@, se fijan sobre sustrato duro por medio
de un biso y tienden a agruparse emogigls ocupando hendiduras, cavidades y otros
lugares protegidos bta varias decenas de metrospiefundidad (Griffiths et al. 1991,
Uryu et al. 1996, Boltovskoy y Cataldo 1999, Dgwan y Mansur 2006). Ademas, ambas
poseen un ciclo de vida corto, elevadas gada crecimiento y una rapida dispersion
facilitada por estadios haales planctonicos (Morto973, Cataldo y Boltovskoy 2000,
Karatayev et al. 2007a, b).

Sin embargo, la utilizaciéon de. polymorphacomo modelo del comportamiento y
la ecologia dé.. fortuneitiene sus limitaciones porque arabespecies presentan también
diferencias muy importantes. Por ejemdb, polymorphatiene un periodo reproductivo
mucho mas breve (3-5 meses al afio)lguertunei(hasta 9 meses, Karatayev et al. 2007a,
Boltovskoy et al. 2009). Los limites de tolecea ambiental del “mejillén” cebra son
mucho mas estrechos que los del mejillénador (e.g., salinidad 6%.; pH 7,3; oxigeno
disuelto 1,8 mg/L, calcio diglto 25 mg/L; Karatayev et al. 2007a). En cuanto a la
exposicion cronica y aguda a las altas temperatDrgsolymorphatolera también valores
mucho menores qué. fortunei (ver Capitulo 3, Temperatura letal). Finalmente, su
resistencia a la presencia de contamirgatambién es inferior. A diferencia defortuneij
D. polymorphaha desaparecido de varios lagos gsréle Europa debido a la polucién,

habiendo recolonizado algunos de ellos Unicameetgo de una considerable mejora en la
14



INTRODUCCION

calidad del agu@aratayev et al. 2007alstas diferencias hacen defortuneiun invasor
mas agresivo quie. polymorphaPerepelizin y Boltovskoy 2011).

Impactos y consecuencias del ingreso demnoperna fortunei en el ecosistemay

en las instalaciones humanas

Mientras que practicamente tadi@s impactos provocados gamnoperna fortunei
en los sistemas industriales que utilizajuas “contaminadas” con el bivalvo para sus
procesos han sido negativos (Cataldo et2@D3, Perepelizin y Boltovskoy 2011), sus
efectos potenciales y conocidos sobre el stasia son mas dificilete calificar. Algunos
de ellos son claramente negativos desgmieto de vista del aproglamiento del recurso

hidrico por parte del hombre, pero hay stque podrian ser neutros y algunos positivos.

Impactos de.imnoperna fortunesobre el ecosistema

Reciclado de nutrientes y clareado del agua

La presencia dé. fortunei en el ecosistema determina cambios en la tasa de
reciclado de nutrientes, aumentando los n&&le amonio, nitratos y fosfatos debido al
consumo, digestion y oxidacion biolégica de mateorganico particulado en los cuerpos

de agua (e.g., Cataldo et al. en prensa a, b).

La retencion del material particulado saspensién y su deptisen el fondo en
forma de heces y pseudoheces rodeadasuparcubierta mucostene un efecto muy
importante sobre la transparencia del aguatéBskoy et al. 2009, Catib et al. en prensa
a, b). En el Embalse de Rio Tercero, Cérdoba, por ejemplo, varias propiedades del agua
cambiaron luego de la invasion del moludedransparencia aumentd entre 1,5y 2,4 veces

y la cantidad de material particulado smspension disminuyé entre el 28 y el 42%. La
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clorofila a y la produccion primaria bruta emgn entre en un 59 y un 65% (Boltovskoy et
al. 2009).

El clareado de la columna de aguax¢ieademas un efecto importante sobre las
plantas sumergidas, ya que les permite solhrewvimayores profundidades, mientras que la
eliminacion del fitoplancton aumenta lasponibilidad de nutriges (principalmente
fosfatos y nitratos) para su desarrollo. Hetedmeno ha sido reportado en el Embalse de
Rio Tercero, donde desde la aparicion Ldefortunei aumenté sensiblemente el area
ocupada por plantas sumergidd&doflea callitrichoide} (Boltovskoy et al. 2009). Un
efecto semejante se ha observado también ggparifiton del embalse de Salto Grande,

Entre Rios (Argentina) — Salto (UrugydZataldo et al. en prensa b).

Impacto sobre las comunidades bentdnicéess algas generadoras de floraciones

Practicamente todos los invertebradobg@zhaeta, Nematoda, Rotifera, Copepoda,
Gastropoda, Hirudinea, Chironadae, larvas nauplii) son maumerosos (27 a 100% de
aumento) en las zonas ocupadaslpdortuneique en los sectores desprovistos del bivalvo
(Darrigran et al. 1998, Sylvester et al. 2007a, Sardifial. 2008). Estos resultados
confirman quel. fortuneiaumenta tanto el numero de taxones como la densidad de los
animales acompafiantes por aumentar lpodgikilidad de materia organica (debido a la
acumulacion de heces y pseudoheces) y poroi@grion y el aumento de la complejidad

estructural del sustrato que representa una colonia de mejillones.

En presencia dd.. fortunei se ha observado también un aumento en las
proporciones de las células y el tamafio de las coloniaslid®cystis spp., un alga
causante de fuertes floraciones estivales (Cattléd en prensa b). Este fendmeno parece
responder a la mayor disponibilidad de nutrisitesobre todo a los caiob en la relacion
N:P debidos a la mineralizacién por parteé ohejillon, lo que favoece a las cianofitas
menos dependientes del N. El aumento de lasa®oloniales, por otfaarte, se debe a la
mayor presion de filtracion de. fortunei sobre las particulas mas chicas aumentando la

proporcion de las mayores, es decir de ldsnias; como asi también a la produccion, por
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parte del animal, de mensajeros migos (Lirling y van Donk 1997, Lirling 1999,
Vanderploeg et aR002).

Oferta de alimento para peces

L. fortuneirepresenta una nueva y abundante fudetalimento para al menos 16
especies de peces del Parand y Rio de la Plata, incluyendo arrRaelaxiofas
granulosus Oxydoras kne)i bogas I(eporinus obtusidens carpas Cyprinus carpig,
bagres amarillosRimelodus maculatys viejas de agualfricaria Loricaria vetula y
Loricaria Loricaria nudiventri3 y otras (Montalto et al1999, Ferriz et al 2000,
Penchaszadeh et.a2000, Cataldo et al. 20Q2Algunas especies, comBterodoras
granulosusy Leporinus obtusidensse alimentan preferentemente de este recurso sobre
todo en el verano cuando hasta el 100% dejemplares analizados tienen sus estbmagos
colmados por restos del bivalvo (Ferriz et28l00, Penchaszadeh et2000, Cataldo et al
2002). Ademas, la transferencia de matesiganica de la columna de agua a los
sedimentos enriquece la fuente de alimentmsi@eces iliéfagos, los mas importantes de la
cuenca (e.g., el sdbaRyochilodus lineatusepresenta mas del 6d%biomasa de peces de
la cuenca; Sverlij et d41993).

No sélo los peces adultos se benefician de la presentiafdgunei las larvas y
juveniles planctivoros de varias especiegpdees consumen también altas cantidades de
larvas veligeras de. fortunei Paolucci et al. (2007, 2010a, é)contraron que de los 25
taxones de peces registradd8 tenian veligeras de fortuneien su tracto digestivo,
representando cerca del 90% id&bplancton colectado en estos ambientes. Los resultados
indican también qué. fortuneifue seleccionada positivamerger varias de las especies
mas abundantes, corRo lineatusy protolarvas de pimelodinos.

Ademas de los peces, se ha sugeridohgqyeespecies de mamiferos acuaticos, aves
y numerosos invertebrados (crustaceosjdiireos, gasteropodos) que pueden consumir 0
predar sobré&. fortunei(Darrigran et al. 1998, Sxester et al. 2007a, b).
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Otros impactos del mejillén dorado incluyés,colonizacion total o parcial de las
valvas de otros moluscofrincipalmente unidnidos, agune también corbiculidos y
algunos gasterdpodos), accion que restringmeulidad afectando su desarrollo (Mansur
et al 2003); y la introduccién dgematodes parasitos geces ciprinidos donde fortunei
actia como hospedador intermeitigOgawa et al. 2004).

Impactos de.imnoperna fortunesobre las instalaciones humanas

A diferencia de sus influencias sebel ecosistema, aparentemente no todas
negativas, el impacto sobre las actividadesianas trae inconvenientes muy importantes.
El taponamiento de filtros y rejas de tonwes agua, cafios, intercambiadores de calor,
condensadores y otros equipogresentan las dificultades maomunes para las industrias
y plantas de generacion de energia que utiiara sin tratamiento déos y lagos en sus
procesos, en especial para refrigeraciondl@atet al. 2003). Las incrustaciones causadas
por los mejillones reducen el diametro efextile las cafierias llendo a un aumento de la
rugosidad de la superficie interna. Esto tram@aonsecuencia dificultades en el flujo de la

corriente y un incremento de la cai@n de los cafios de acero y hierro.

El sistema de refrigeracion de las plantatustriales tiene la finalidad de disipar el
calor de los condensadores al ambiente.eErcaso de las plantas termoeléctricas y
nucleares, los condensadores reciben el vdpoagua utilizado para la generacién de
energia proveniente de las turbinas. Los sistemas de refrigeracion pueden ser de ciclo
abierto, ciclo cerrado, o mixtos. Ea Figura I-4 se representm diagrama de flujo de un
sistema de refrigeracion que permite operartodas las alternativas. Los sistemas de ciclo
abierto son comunes tanto en plantas que usan agua dulce como salada; en cambio, los
sistemas de ciclo cerrado son mas comunegslamas que utilizaagua dulce (Neitzel y
Johnson 1988). En los sistemas de ciclo awieftagua es bombeadiel cuerpo de agua,
pasa por los condensadoresuggo es descargada nuevarseah el ambiente. Por otro
lado, los sistemas de ciclo calo incluyen torres o piletas @afriamiento donde el agua
de refrigeracion circula de los condensadomla las torres parluego volver a los
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condensadores sin ser liberaalaambiente. El agua de repmén del ciclo lo provee, en

ambos casos, el cuerpo de agtimees de la toma de agua.

Figura I-4. Diagrama de flujo de un sistema de refrigeracion industrial con toma de agua con opcion de ciclo
abierto y cerrado (Neitzel y Johnson 1988).

Torre de
Refrigeracion de ciclo enfriamiento
cerrado mediente torres \ /1

v

Estacion
de bombeo

Torre de
enfriamiento

Condensador

L 4

Condensador

|
| |
I |
lt |
|
| O O | Descarga al
Estructura de | | gelzcs)rr?g cuerpo de agua
toma de agua : ia <P
(Fig. I-6) i
| ] . | Refrigeracion
I Filtros maviles : da cicla abiarte
|

Cuerpo de agua

Ademas de los condensadores, otro mpomente del sistema de refrigeracién que
suele ser fuertemente afectado por las incrustesibildgicas es la gctura de toma de
agua (Figura I-5). La figura 1-6 muestra un corte de una estacion de toma de agua industrial
tipica (los detalles pueden variar segus tandiciones ambientalerequerimientos de
corrientes y criterios ddisefio). La mayoria de las plantasan la estructura de toma de

agua para la ubicaciéon de las bombas del dguzrculacion, de seicios y del sistema de
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incendios. Para evitar el ingreso de objetosppdrian obturar la estructura, la instalacion
cuenta en su frente con rejas que retiezlementos no deseados de gran tamafo, como
residuos flotantes, peces, troncos de arboles, etc. Cuando las rejas comienzan a obturarse se
procede a su limpieza mediante rastrillos mecanicos. Una segunda barrera, los filtros
moviles, retiene los objetos de menor tamafitoERitros generalmente estan provistos de
mallas de 4 a 13 mm. Por ultimo, a la saliddadebombas del agua de servicio (ubicadas

fuera de la estacién de bombeo), el agua pasa a travésagedile retienen particulas de

entre 1,6 a 3 mm de diametro. Por consiguidnitalvos pequefios pden prosperar dentro

de la estacion o ingresar como larvas msecciones del sistema (Neitzel y Johnson
1988).

Figura I-5. Obstruccion de las rejas de la estacién de toma de agua de la central atdbmica de Atucha | causada
por Limnoperna fortunei Rejas limpias (izquierda), rejas con incrustacionesL ddortunei luego de
aproximadamente 9 meses (derecha).
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Figura I-6. Corte de una estructura tipica de toma de agua situada en un cuerpo de agua (Neitzel y Johnson
1988).
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En las instalaciones industriales, eljifft@ dorado entra en forma de larva. Los
organismos listos para fijarse al sustratovflarpediveligeras) tiem una talla de 200-300
um, y en consecuencia atraviesan facilmente la mayoria de los filtros. En el area del
Parana-Rio de la Plata, Ipsriodos de reproducciéon de lgpesie abarcan &0 meses al
afio y las densidades larvales ascienoeasionalmente a mas de 33.000 ing.4iendo en
muchos casos el componente mas impaetatdl zooplancton (Darrigran et al. 2003,
Boltovskoy et al. 2009). Una vezgresadas al sistema estas d&rge adhierea cualquier
tipo de superficie dura interna, como cafosrgal, intercambiadores de calor, bombas,
valvulas, etc. Tanto en Asia como emd8meérica, muchas pl@s de generacion de
energia, nucleares, termo e hidroeléctricas tg$atie tratamiento y padtilizacion de agua,
destilerias y refinerias hasufrido problemas de pérdidie presién y taponamiento de
componentes causados por el mejillén @datet al. 1999, Matsui et al. 2001, McNeill
2001, Nagaya et al. 2001, Goto 2002, Matsui et al. 2002, Darrigran 2010). En nuestro pais,
algunos ejemplos de plantas afectadas imclug las centrales nucleares Atucha | y

Embalse, las refinerias Shell CAPSA y ES3® hidroeléctrica de Salto Grande, entre
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otras. Si bien los problemas no llegan a inlitablas instalaciones, muchas (incluyendo las
plantas atdmicas) han sufrido paradas no progdas y han tenido que adoptar rutinas de
mantenimiento adicionales con el fin de controlar a las bioincrustaciones y mitigar el

problema.

Métodos de control de moluscos bivalvaavasores en instalaimnes industriales

Tabla I-1. Métodos propuestos para el controlmtErustaciones causadas por moluscos.

Métodos quimicos  Eliminacion de larvas y/o Agentes oxidantes Cloro Hipoclorito de sodio
adultos Diéxido de cloro
Cloro gaseoso
Cloraminas
Ozono
Bromo Bromuro de sodio

Cloruro de bromo
Bromo activado
Permanganato de potasio
Peroxido de hidrogeno
Agentes no oxidantes ~ Amonios cuaternariosy  Calgon H-130M

policuaternarios Macrotrol 9210
Bulab 6002
Spectrus
VeliGON
Niclosamidas Bayluscide
Hidrocarburos Bulab 6009
aromaticos Mexel 432
Evac
Sales de potasio Hidréxido de potasio

Fosfato de potasio
Cloruro de potasio

Capsulas BioBullet
Metales Cobre
Aluminio

Hidréxido de aluminio
Sulfato de cobre
Métodos no quimicos Remocion manual y/o
mecanica
Altas temperaturas
Desecacion
Anoxia
Prevencion del ingreso Pinturas antiincrustantes
ylo asentamiento de Velocidad de corriente
larvas Filtros fijos y moviles
Corrientes eléctricas
Acustica
Luz UV
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El objetivo de las técnicade control de incrustamies bioldgicas causadas por
moluscos en plantas industriales se basénatar la propagacion de estos organismos a
niveles seguros y aceptables para el normalidaamiento de la planta. Existen diferentes
técnicas, que pueden dividirse en doandes grupos: métodos quimicos y métodos no
quimicos de control (Tabla I-1).

Tratamientos con agregado de compuestos quimicos al agua

En la actualidad, el uso de toxicos patacontrol de molusis incrustantes en
instalaciones industriales es la estrategia whfundida. El objetivade los tratamientos
quimicos es escoger el toxico mas efectivoaa®on rapida, y con menores impactos sobre
los demas organismos y el ambiente en génlesamayor ventaja de estos métodos es su
eficiencia y la sencillez de smplementacion. La dificultad esta dada principalmente por
las regulaciones y limitaciones referentes adéscarga de compuestos toxicos en el
ambiente, asi como los costos involucraddsbido a su impacto, daregulaciones sobre
estos productos son cada vez mas estrigt@s consecuencia su aplicabilidad cada vez
mas limitada (Mackie y Claudi 2010). El ude quimicos a su vez puede categorizarse en
agentes oxidantes y agentesoxidantes (Tabla I-1).

Agenteoxidantes

Entre los agentes oxidantes de uso dhifi;ndido se encuentran el cloro, ozono,
bromo, permanganato de potasio y peroxidchidiedgeno. En términos generales, todos
estos compuestos tienen un modo de accion similar basado en la oxidacion de la materia
organica que conlleva efectasicos y letales para los omjamos (Sprecher y Getsinger
2000). Entre éstos, el cloro es el de usas difundido por su efectividad y costos.
Generalmente el cloro es inyectado en lacg&@tade toma de agua en forma gaseosa o de
soluciones de hipoclorito hasta que los wedoresiduales alcanzarslaiveles requeridos.
También puede incorporarse cloro al sistar@avés de cloramidas, compuestos que se
forman cuando el cloro libre disponiblel@Cl y OCI) reacciona con componentes que

contienen nitrégeno como el amonio y los aminoacidos. Para ello se inyecta junto con las
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soluciones de cloro amonio ggso o hidréxido de amonibas dosis de cloro residual
necesarias para alcanzar 100% de mortalidaicivale 0,1 a 0,5 ppm para el “mejillon”
cebray entre 0,5 a 1,0 ppm para la almejdiagidurante un periodo de aplicacion de 2 a 4
semanas durante la época reproductivalifig y Johnson 1985, Sprecher y Getsinger
2000). Sin embargo, para el control del m&ijilldorado el cloro tiene una efectividad
limitada (Cataldo et al. 2003). Una de las detjas mas importantetel cloro es que su

uso en aguas sin tratamiento produce trihatamos y halogenurosg#micos cancerigenos
(THMs). Por este motivo, en la mayoria de fmises su dosificacién esta estrictamente
regulada. En los Estados Unidos, por ejemplo, la Agencia de Protecciéon Ambiental
(USEPA, segun sus siglas en inglés) limitad&scarga de cloro libre disponible a una
concentracion maxima de 0,2 ppm durante ufode de 2 hs diarig$Sprecher y Getsinger
2000). Finalmente, el cloro es altamente corrosivo, de manera que afecta seriamente los

componentes metdlicos de las instalaciones.

El ozono es un agente biocida ampliamente conocido en la industria del agua que ha
ganado popularidad a nivel mundial por sacéd antiviral y antibacteriano. Al ser una
molécula relativamente inestable, el ozos® disipa rapidamente asegurando valores
residuales muy bajos o nulos en la deggary por ende bajo impacto ambiental.
Actualmente es utilizado con éxito en plantahistriales norteamericanas y europeas en el
control de larvas y adultos de moluscos inEmtes marinos y degaa dulce incluyendo al
mejillon azulMutilus edulis la almeja asiatica y los dreisdos (Lewis et al. 1993, Verelst
et al. 1999). Las concentraciones utilizadasavede 0,25 a 0,5 ppm; superando en eficacia
al cloro (Lewis et al. 1993). El ozono tambiga sido utilizado con buenos resultados en el
control del mejillén doradd.imnoperna fortuneia concentracionede 0,3 ppm (Rothe
2007). Entre sus desventajas, el ozono pumdlaesultar efectivo para el control de
mejillones establecidos aguas abajo del sistema de refrigeracion o para los sistemas que
superan los 20 minutos de tiempo de retencion (Mackie y Claudi 2010), ademas de su alto

costo inicial y dificultades en su mantenimiento.

Los compuestos de bromo pueden ser utilizados como bromo activado, cloruro de

bromo, bromuro de sodio y mezclas comerciales de bromo y cloro o bromo y otros
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quimicos (e.g., Actibrome de Nalco Chemicals y BromiCide de Great Lakes Chemical
Corp.). Los compuestos de bromo son mas efexi valores de pH del agua superiores a
8,0 (Fellers et al. 1988). La informacién refaeeal uso del bromo ow agente de control

no es tan extensa y su efectividad comparada con el cloro ha dado resultados
contradictorios (Howe etl. 1993, Bidwell et al. 1999).

El permanganato de potasio es otrodakite quimico utilizado comunmente en las
plantas potabilizadoras municipsleon fines sanitarios o pagminar THMs presentes en
solucién. Algunos estudios y experienciascaepo indican que elompuesto puede ser
utilizado para el control del “mejillon” cebra, pero con menos efectividad que el cloro. Las
concentraciones de aplicacién varian entre 0,25 a 2,0 ppm (Fraleigh et al. 1993, San
Giacomo y Wymer 1997). Sin embargo, su utilizacion mas alla de la industria
potabilizadora parece limitada (Mackie y Claudi 2010).

El peroxido de hidrégeno désecuentemente utilizado ow alguicida o biocida en
sistemas pequefios, como los depdsitos déastible gastado dedacentrales nucleares.
Para el control del “mejillén” cebra son nemeas concentraciones relativamente altas del
compuesto; entre 5,4 y 40 ppm, disminuyenddueacion del tratamiento al aumentar la
concentracion del toxico (Martin et al. 199BaKlerks et al. 1993, Pdte y Miller 2000).
Como el peréxido de hidrégeras mas costoso que el cloro, el compuesto parece no ser
econdmicamente aplicable esteimas que manejan grandedivatnes de agua (Mackie y
Claudi 2010).

Agentesio oxidantes

Entre los téxicos no oxidantes existma gran diversidad de formulaciones
industriales (principalmente amonios @ra@rios, niclosamidas e hidrocarburos
aromaticos) para el control deoluscos incrustantes, digglos en especial para el
“mejillén” cebra. La quimica y actividad de estos formulados difiere de los agentes
oxidantes ofreciendo una gama distinta decagiones potenciales (Sprecher y Getsinger

2000).
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Amonioscuaternariosy policuaternarios y niclosamidas

Dentro de los formulados basados eromims cuaternarios y policuaternarios, los
mas utilizados son el Spectrus CT1300 defilma General Electric (anteriormente
conocido como ClamTrol), VeliGON TL-M Calgon H-130M deCalgon Corp., Bulab
6002 de Buckman Laboratories y Macrof210 de Nalco Chemical Corp. Entre los
compuestos basados en niclosamidas esta el formulado Bayluscide (de Bayer). Estos
productos son de rapida accion y son diidos por los mejillones causantes de
incrustaciones sin ser detectados. Actlsmbre las membranas interfiriendo con la
respiracion. Otros compuestos, como el VeliGON, tienen efectos coagulantes evitando el
asentamiento y la adhesién de los bivalvos. Pueden aplicarse en tratamientos de corto
tiempo, intermitentes y continuos a déetes dosis deperatido del grado de

incrustaciones del sistergadel tiempo de retencion.

Tanto los formulados basados en amonios cuaternarios como en niclosamidas son
téxicos para el hombre y otras formas d#ayiincluyendo peces e imebrados, por lo que
su descarga en cuerpos de agua y su utiimaen plantas de agyetable esta regulada.
Otros inconvenientes relacionados con su uso son los elevados costos y las complicaciones
de su manejo y dosificacion (e.g., algunasmpuestos deben ser activados para su

aplicacién y desactivadosguio a su descarga).

Cataldo et al. (2003) analizaron éaboratorio la tolerancia de. fortuneia 3
moluscicidas no oxidantes: Spectrus CT18CamTrol), Calgon H-130M y Bayluscide
concluyendo que a pesar de daespecie detecta la presencia de los toxicos en el medio
cerrando fuertemente sus valvas (en contrajgosia lo sefialado para otras especies de
moluscos incrustantes), éstos compuesms nocivos para el animal, aunque menos
efectivos que par®. polymorpha ElI mejillon dorado resulté 10 veces mas tolerante a
Spectrus y 40 veces mas tolerante a Baylusgige el “mejillon” cebra; los pocos datos
disponibles para Calgon H130M indican sésncias similares. Darrigran y Damborenea

(2001) concluyen a través deperiencias emaboratorio qud.. fortuneies2,5 veces mas
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resistente al Bulab 6002 qu2 polymorpha logrando valores de 100% de mortalidad
Gnicamente a altas concentraciones (20 jpego de 120 hs de exposicion). Asimismo,
Darrigran et al. (2007) estiman en laboratdaiaconcentracion letal media de Bulab 6002
para larvas dé&. fortuneientre 4,6 y 9,6 ppm para 24 tie exposicion, concluyendo que
seria un efectivo biocida al inmovilizarsloorganismos a condeaciones de 1 ppm,

evitando asi su adhesion.

Hidrocarburosaromaticos

Los formulados basados en hidrocarbuamsmaticos han sido utilizados en la
industria como biocidas deschace muchos afios. Son corrosivos para las membranas y
forman peliculas protectoras que se adhiedemterior de los componentes del sistema
previniendo la proliferacion des organismos causantes de incrustaciones. Ademas, los
mejillones no detectan estos compuestos por lo que no cierran sus valvas. Entre los
formulados mas utilizados se encuentran el Bulab 6009 de Buckman Laboratories, Mexel
432 de RTK Technologies, Inc. y Evac de Cal@mp. La toxicidad destos compuestos
para el control de mejillones varia segun su concentracion y tiempo de exposicion,
determindndose dosis que van de 0,3 a 12 ppm. Estos compuestos son altamente toxicos
para los peces y otros organismos, por lo sweiso y descarga se encuentra regulado

(Sprecher y Getsinger 2000).

Sales de potasio, capsulas y metales

Los componentes de potasio son selectivos y altamente toxicos para los mejillones,
incluyendo al “mejillén” cebra. Estos compuestmtian interfiriendo en la integridad de
las membranas y la respiracion, sin afectar a los peces (Waller et al. 1993). Sin embargo,
resultan muy perjudiciales para las poblaegde mejillones nativos (Sprecher y Getsinger
2000). Su suministro en sistemas abiertosrsades es a través deluciones concentradas
de fosfato o cloruro de potasio o a trawis soluciones de hidroxido de potasio para
sistemas semiestaticos como el de protead@mcendios. La dosificacién varia entre 30 y
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313 ppm para la prevencion y control del €jitidn” cebra a diferentes tiempos de

tratamiento (Sprecher y Getsinger 2000).

Aldridge et al. (2006han desarrollado un método doneleprincipio activo que
provoca la muerte de los animales intanges es encapsuladen una cubierta
“comestible”. Estas particulas tienen el déra de las cominmente consumidas por los
dreisénidos (aproximadamente 20 um). Debido a la presencia del recubrimiento, los
animales filtran las particulas del agua sin detectar el toxico. El compuesto es
comercializado bajo el nombre de Bidt de la firma BioBullets Ltd.

El uso de metales como método de cdrdie® organismos incrustantes se centra
basicamente en el uso de iones de cobré(Gualuminio (Al) o hidréxido de aluminio
(Al.OH3). La presencia en exceso de iones deecehrel agua es letal para un gran nimero
de organismos acuaticos y es usado como ocoeide de pinturas aimicrustantes marinas
desde hace muchos afios. El aluminio acdmo floculante y fomador de peliculas
protectoras sobre lasuperficies, evitando edsentamiento de $oanimales. McMahon y
Tsou (1990) observaron que el i6n cobrevpca 100% de mortalidad en larvas de
“mejillon” cebra a una concentracion de 5 ppm por 24 hs. Existen formulados comerciales
que utilizan mezclas de éstos principiastivos, entre ellos MacroTech de la firma
MacroTech Inc. También se ha utilizado cométodo de control soluciones de sulfato de
cobre con resultados aceptables (Macki€lgudi 2010). La dosificacion de iones cobre
varia de 5 a 10 ppb sobre los niveles ambientddebido a la altdoxicidad de estos
compuestos su utilizacion esta regulada (€&I§EPA fija niveles maximos de cobre en el

ambiente de 1,3 ppb).

Tratamientos no quimicos de control

Remocién manual y/o mecanica

Entre los métodos sin utilizacion de qmmestos quimicos uno de los mas usados es

la remocién manual y/o mecanica. Estos prooeshtos permiten eliminar las poblaciones
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de moluscos de estructuras externas, cafgriabos de intercambiadores de calor en un
tiempo corto repitiendo el proceso periodicameRi@ra ello se utilizan palas, raspadores,
cepillos adaptados al diametro de las tdseny agua a presiomntre otros (Torbin y
Mussalli 1980, Daling y Johnson 83, Neitzel y Johnson 1988). Has tuberias de menor
diametro se utilizan microesferas suspendidas en el liquido que, al circular con el agua,
golpean las paredes internadaéuberia desprendiendo lasnastaciones. Ocasionalmente
estos métodos se combinan con otras técnigas ebuso de cloro y tratamientos térmicos
para disminuir la frecuencie los trabajos de mantenimie (Daling y Johnson 1985). Sin
embargo, estas operaciones suelen ser costosas, operativamente complejas y no siempre
aplicables debido al dificil acceso a los lugacelonizados por los moluscos (Daling y
Johnson 1985, Neitzel y Johnson 1988).

Manipulacion de la tempatura, desecacién y anoxia

La utilizacion de agua caliente es untoa® efectivo de control de organismos
incrustantes. Los tratamientdé&rmicos agudos y cronicae vienen implementando en
instalaciones industriales ddorteamérica y Europa desde hace muchos afios. Los niveles
de temperatura y duracion de los tratamientos pueden combinarse de diferentes formas (ver
Capitulo 3, Temperatura letal); por ejemplpara el control de dreissénidos pueden
utilizarse temperaturas de 8por 48 hs o de 40°C por 1 fMackie y Claudi 2010). Las
temperaturas de trabajo y la duracion debtra¢énto dependen ademés de otras variables,
incluyendo la diferencia entre la temperaturaagkcacion y la de toma de agua, el tiempo
en el que se incrementa la temperaturagplaca del afio. Entre lasiripales ventajas del
método se encuentran su simplicidad, los $ajustos y el escaso impacto ambiental. Los
tratamientos térmicos también pueden comuse con otros métodos, como el uso de
quimicos. Su principal limitacion es quequéeren un disefio o adecuacion de la planta

particulares para su implementacion.

La desecacion involucra drenar el st de refrigeracion para exponer a los
mejillones al aire. Los tiempos de mortalidad varian segun la temperatura y la humedad

ambiente. Para el “mejillon” cebra, se obtuvievatores de 100% de mortalidad al cabo de
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2,1 a 26,6 dias (McMahon y Payne 1992)fortunei sobrevive de 3 a 5 dias a 25°C y
valores medios de humedad ambiente (a similares condiciones experimdhtales
polymorphasobrevive 3,3 dias), y& 7 dias a humedad de satién (Montalto y Ezcurra
de Drago 2003, Darrigran et al. 2004). Debidta aetencién de humedad dentro de los
sistemas industriales elqmeso requiere una exposicipnolongada. Una alternativa es

acelerar la desecacion mediante la inyecd®aire caliente (Mackie y Claudi 2010).

La anoxia como estrategia de cohtes una alternatav simple, econdémica y
ambientalmente amigable. La implementadi@h método se logra terrumpiendo el flujo
de agua dentro del sistema de refrigenadisin vaciarlo) durante un periodo de tiempo
suficiente para que los organismos corsanel oxigeno disponible. El proceso puede
acelerarse mediante la iny&nt de eliminadores de oxigeno como el metabisulfito de
sodio (utilizando cloruro de cobalto como atetador), o mediante el burbujeo de acido
sulfhidrico. Los tiempos de aplicacién depenfigrtemente de la temperatura, obteniendo
100% de mortalidad paia. polymorphaen 4 dias a 25°C, mientras dqudortuneies mas

resistente (ver Cafulo 2, Anoxia).

Cubiertas y pinturas antiincrustites y velocidad de la corriente

Las pinturas antiincrustées se han utilizado histéamente para evitar el
asentamiento de mejillones incrustantes y otros organismos en los cascos de los buques, y
mas tarde en sistemas industriales deigeracion. Estos productocontienen cobre,
aleaciones de cobre y niquel, materiales mogeetalicos u otros componentes toxicos para
los animales incrustantes. Entre los mas utilizagosncuentran el éxido de tributil-estafio,
el 6xido de cobre, el acetato ttdenil-hierro, el fluoruro deributil-estafio y el fluoruro de
trifenil-estafio. Comunmente sglican en condensadoresupts de intercambiadores de
calor. Su ventaja es que permiten trataccamente la superficie donde se adhieren los
animales, y no todo el volumen de aguautante. Sin embargo, también tienen numerosas
desventajas, incluyendo la necesidad de renovarlas periédicamente (frecuentemente en
areas inaccesibles), y su alto costo. Adeniddas las pinturas antiincrustantes liberan

toxicos al agua, de modo que su uso estédctamente regulad®aling y Johnson 1985,
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Neitzel y Johnson 1988). Para el controLdéortunej Caprari y Lecot (2002) han probado

distintos tipos de pinturaon diferentes resultados.

Otra alternativa es el uso de mateasalcon propiedades antiadherentes. Se ha
observado que los mejillones, incluyendoiranoperna fortuneise adhieren fuertemente a
superficies polares o rugosas como el vidri@idéalra caliza y el ace al carbono; mientras
gue su adhesion es débil en gstipees no polares o lisas conta silicona, el Teflon y el
aluminio (Ohkawa et al. 1999, Nt et al. 2001, Matsui etl. 2002, Mackie y Claudi
2010).

El asentamiento de las larvas planctonicas esta limitado a areas con velocidades de
corriente moderadas; con corrientis mas de 1,5 m/s las larvas @e polymorphano
pueden asentarse en los sistemas de eefitgpn (Jenner et al. 1998, Mackie y Claudi
2010). ParalL. fortuneila velocidad critica esta eh3 m/s (Matsui et al. 2002). En
consecuencia, el manejo de las velocidadédlgie puede ser utiliado para mitigar la
infestacion con bivalvos. Sin embargo, mpgcas plantas industriales se encuentran
disefiadas para operar a velocidades de otgrigmitantes para el asentamiento de las
larvas (Mackie y Claudi 2010).

Filtros fijos y moviles

Antes de su ingreso a laapta, el agua sin tratamienpuede ser filtrada mediante
filtros fijos y/o moviles o sistemas vortexcgntripetos. Sin embargo, la mayoria de los
disefios son efectivos para rete particulas de hasta Op@n (Neitzel et al. 1984), de
manera que no impiden el ingreso de lagda de moluscos iige 0,01 y 0,03 mm). Los
filtros mas finos son menos eficientes, sobomtouando se trata de volumenes elevados y
aguas turbias (como las de los rios de lanca del Plata), y resultan mas costosos en

términos de la energia adicional necesaria papulsar el agua @rbin y Mussalli 1980).
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Corrientes eléctricas, acustica y luz UV

Las corrientes eléctricas pueden utilizapgga prevenir el ingreso de larvas de
moluscos a los sistemas de refrigeraci@meando un campo eléctrico sobre las superficies
para prevenir el asentamiento de animales incrustantes. Pueden utilizarse valores altos de
intensidad de corriente yiempos de exposicion breves, o tiempos de exposicion
prolongados e intensidades menores. Estudtalizados efaboratorio sobrd.. fortunei
indican que campos eléctricos de mad@#&//cm a 25 pulsaciones por segundo, y 60 V/cm
a 6 pulsos/s son efectivos para “aturdir’” al@was veligeras del animal (Satuito et al.
2000). Sin embargo, los extensos tiemposxigosicion necesarios y la magnitud de la
energia requerida hacen a éste método irtipadte en la mayoriale las industrias
(Mackie y Claudi 2010).

La utilizacion del sonido como téca de control, aunque frecuentemente
mencionada, produjo hasta la fecha resultadwgradictorios. Su uso para prevenir el
asentamiento de larvas de mejillones incrustantes se basa en la aplicacion de shocks de
presién bajo el agua suficientemente fuertes cpara provocar el ciex de las valvas de
las veligeras y asi prevenir su asentamienttm fisede lograrse mediante el uso de arcos
eléctricos de alto voltaje pasando a tradésdos electrodos afdientes frecuencias y

aceleraciones (Mackie y Claudi 2010).

El uso de la luz ultravioleta como agebiocida es conocidp utilizado desde hace
muchos afios, principalmente en la industtéd agua potable y leecreacion. Para los
bivalvos de agua dulce son efectivos lopeetros de luz UVb y UVc (Mackie y Claudi
2010; Capitulo 4, Radiacion UV). La implementacion del método consiste en exponer el
agua de ingreso del sistema de refrigeracida radiacién y de esta forma inactivar las
larvas causantes de incrustaes. Es un método simple, relativamente econdémico, facil de
operar y mantener y ambientalmente inocuas principales desventajas radican en la
absorcion de la radiacién porrmdel material suspendido, baja selectividad, y las altas

dosis requeridas para el control de rsohs (ver Capitulo 4, Radiacion UV).
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La informacién referente a métodos de control del mejillon dorado es aun
relativamente escasa, debido principalmente a que la expansion del animal fuera de su
rango nativo es un fendmeno reciente. Sin egiyaa rapida dispersion de la especie
asociada a la necesidad de limitglr uso de tecnologias deontrol ambientalmente
agresivas, determina la necesidad de rdetar nuevas alternativas de rapida
implementacion, de relacion codbeneficio aceptable y andmtalmente inocuas. Entre
estas alternativas, la eliminacion del oxigenmx#a) de los sistemas de refrigeracion, la
manipulacion de la temperatura y la radiaclUV se presentan como opciones viables al
uso de toxicos (Daling y Johnson 1985, Neitzel y Johnson 1988, McMahon 1990). La
aplicacion de estas alternativas requiererméxion detallada de condiciones y tiempos de
aplicacion orientada especificamenteLa fortunei El propdésito de este trabajo es,
precisamente, el estudio de la manipulaciéciictamente factible de estas variables en

condiciones de planta con el file controlar las incrustacionesldennoperna fortunei.

Objetivos

Los objetivos de la presente tesis sbrdesarrollo de informacion acerca de los
limites de tolerancia del molusco invas@mnoperna fortunea factores de estrés fisico-
qguimicos: anoxia, temperaturargdiaciéon UV. El ewmdio se centra ela implementaciéon
de estrategias de control en instalaciones indiss como una alteativa efectiva, simple,
econdémica y ambientalmente inocua al usotd@dcos. Por otrgparte, los resultados
obtenidos contribuyen al conocimiento figigico y ecolégico de la especie aportando
informacion valiosa para la interpretacion sies patrones de diditicion actual y futura.
Los objetivos especificos son:

e Estimar la resistencia del mejillon dorddmnoperna fortunea la anoxia.

e Estimar la resistencia del mejillon doraldionnoperna fortunea altas temperaturas

en dos escenarios aplicables en la industria:
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0 Temperatura Letal Aguda (TLA) eruncion de distintos valores de
aclimatacion y tasas de incremento.
o0 Temperatura Letal Cronica (TLC) para diferentes temperaturas de aclimatacion.

e Estimar la supervivencia de las larvasLd®mnoperna fortunea la exposicion a la
radiacion UV.
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Capitulo 2. Anoxia

Introduccion

En el proceso respiratorio, el oxigeno es utilizado como ultimo aceptor de
electrones, siendo el metabolismo aerdbleo principal fuente de energia de los
organismos. Los animales responden a condisiale bajas concentraciones de oxigeno en
el medio (hipoxia o anoxiajeduciendo su consumo. En losoluscos bivalvos, este
proceso se mantiene hasta un valor criticeateentracion del gas en el agua por debajo
del cual la disminucion de la produccion eleergia por via aerd@a se compensa con un
incremento en la actividad maddlica anaerdbica (Raer et al. 1985). Si la situacién se
agudiza o se prolonga por periodos masnexte la provision denergia anaerdbica
incrementa la degradacién de tejido, agotando las reservas enerdetitasconducir a la

muerte del animal.

Las tasas respiratorias s bivalvos de agua dulcenan marcadamente segun la
época del afio. La hipoxia m@ia tienen consecuencias sngraves durante los meses
calidos, cuando el consumo de oxigeno pued2 ae30 veces mayor que en los meses mas
frios (McMahon 1991).

La eliminacién del oxigeno disuelto déovs sistemas de refrigeracion de plantas
industriales es un método de control no toxafectivo para mitigar los efectos de las
incrustaciones biolégicas (Daling Johnson 1985, Smithson 1986, Neitzel y Johnson
1988). En los sectores afectados, como tomagyda o0 condensadores, es factible generar
condiciones de anoximediante la inyeccién de elinsdores de oxigeno no toxicos, o
simplemente cerrando las porciones del sistemaip@eriodo suficiente como para que el
consumo de oxigeno por parte del materialdgico y los desechos metabdlicos reduzcan

sus concentraciones a niveles letgiasa los organismos incrustantes.
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A pesar de las ventajas de este métodie gu demostrada eficacia para combatir
moluscos de agua dulce conyeissenapolymorphay Corbicula fluminea(Mikheev
1964, Matthews y McMahon 1994, McMahon et al. 1995a, Johnson y McMahon 1998),
este es el primer estudio de ldetancia a la anoxia del mejillon doradémnoperna

fortunet

El objetivo de este dbajo es estimar las tasas de supervivencihidaoperna
fortunei expuesto a condiciones dmoxia. La investigacidraporta datos sobre los
requerimientos minimos de oxigeno y lodowves criticos de privacion de oxigeno a
diferentes tallas y regimenes térmicos. Estsiltados son aplicables en el disefio de
estrategias de control y en éxologia de la invasion de &specie en relacién con su
dispersiéon hacia el norte de Sudamérica ehiemtes hipdxicos de aguas ricas en materia
organica presentes en las cuerdglsAmazonas y el Orinoco (Junk 1997).

Materiales y métodos

Los mejillones utilizados en los expaantos fueron colectados de poblaciones
naturales provenientes de la Reserva Ecoto@iostanera Sur (34°36’S, 58°20'W) durante
los meses de Junio y Noviembre d2007. Los animales fueron trasportados
inmediatamente al laboratoridonde fueron lavados y traestlos a acuarios de 20 L
conteniendo agua de red declorada y aireaaiden temperatura decoleccion (14,0°C y
21,5°C para junio y noviembre, respectivamgerbairante la aclimatacion, la temperatura
de los acuarios se llevé a la de los experimeatasa tasa de incremento de 1°C/dia. Todos
los experimentos bajo condiciones de anoxia comenzaron 40 dias o antes de la fecha de
recoleccion de las muestras. Los mejillohgsron alimentados diariamente con alimento
comercial para alevinos (“Vitafish baby”, 448foteinas, 13% lipidos, 15% minerales, 5%

calcio, 2% fosfatos) a una concextiion de 0,02 g por litro por dia.
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Luego de cumplirse el tiempo de acliawbn, los animales se separaron en dos
grupos, uno de 20£3 mm (grandes) y el otrd 2 mm de largo (pequefios) y se ubicaron
en cajas de Petri de 9 0 6 cm de didmetroiertas con una malla plastica de nylon de 1
mm para prevenir escapes. Luego de 24ddexaminaron nuevamente las cajas y los
mejillones que no estaban firmemente adheridoeapiente se descartaron. Los restantes
animales se trasladaron a los recipientes experimentales, consistentes en contenedores
plasticos de 4 L con 3 L de agda red declorada. El oxige disuelto de las cAmaras se
eliminé mediante burbujeo continuo dirégeno gaseoso (Maews y McMahon 1994).
Las experiencias se realizarpor triplicado més un controldal: 12 experiencias). El
control mantuvo condiciones idénticas a las expentales, pero con burbujeo constante de
aire (en lugar de nitrégeno). En cada recipiente experimental se introdujo una caja de Petri
con 36-47 (media: 43) animales. Los experirasrge realizaron a dos temperaturas: 20 y
27°C. Estas temperaturas corresponden aeslmedios de primavera (aproximadamente
20°C) y maxima de verano (aproximadamente 2d@&Ja baja cuenca del Parana-Rio de la
Plata. Debido a que la tolerancia a la anaepende fuertemente de la temperatura, los
tratamientos de control mediante la eliagion de oxigeno son mas eficientes durante los
periodos de primavera y verano. Durante elstarso de las experiencias se mantuvieron
los niveles de oxigeno disuelto por dehago0,16 + 0,02 mg/L (1,8 +0,3% y 2,2 + 0,3% de

saturacion a 20 y 27°C, respectivamente).

Durante las exposiciones, los animalesrdm alimentados diariamente con alimento
para alevinos. Para evitar el desarrollo de bacterias, hongos y algas el medio experimental
se renovo cada 24 hs con agua limpia 1 hs degpriduministrado el alimento. El agua de
recambio fue previamente aclimatada a la teatpest del experimento y desoxigenada (por
burbujeo de nitrogeno, para los tratamientosjireada (para los controles). El oxigeno
disuelto se midi6 2 veces al dia antes gpdés del recambio del medio para asegurar
condiciones experimentales estables ynbgéneas. También se tomaron mediciones
diarias de temperatura y pH. Todas lasditienes se realizaron mediante un sensor
multiparamétrico de laboratorio érca HACH, modelo sensION 156) de
pH/conductividad/oxigeno dislte (precision nominal: oxigendisuelto +1 %; pH +0,002;

temperatura £0,3°C).
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Los experimentos continuaron hasta &ogel 100% de mortidad en todas las
réplicas. Fueron considerados vivos aquellos mejillones que cerraban sus valvas frente a un
suave estimulo en la region de las abertaifanales por medio dena aguja de diseccion
(McMahon et al. 1995a), o aquadl que, estando cerradoserejan esfuerzo muscular
evitando su apertura por partdel operador (lwaki 1997). La identificacion de los
animales muertos se realiz6 en una cams@parada manteniendo las condiciones de anoxia

u oxigenacion (control).

Se calcularon los tiempos requeridogapabtener 100% de mortalidad en las
réplicas (SM100) y el tiempo medio de mued los animales en cada caja de Petri.
Ademas, se estimaron los valores de LT50 cehtmpo requerido para obtener la muerte
del 50% de los animales mediante el mod&lobit (BenchMark Dose Software, version
1.4.1c). Se contrastaron los valores de mortaletdre tallas y entre tratamientos mediante
el modelo de ANOVA de bloques. Los datus fueron transformados y los controles no

fueron incluidos en los analisis estadisticos.

Resultados

Los tiempos de supervivencia individual de los 520 mejillones experimentales
usados variaron de 1 a 31 dias. A 27°C,ezhpio de supervivencia para ambas tallas fue
menor; mientras que a 20°C, los mejilloqe=gquefios murieron antes que los adultos
(Figura 1l-1). En los controles la mortalidaee siempre de 0%. En términos generales, la
tasa de mortalidad en las camaras experimenfak baja hasta la muerte del 10% de los
mejillones. A partir de alli, la tasa com#na aumentar a un ritnmas o menos constante
hasta llegar al 90% de mortalidad, dondeevamente decrece a niveles bajos hasta
completar el 100% de maiidad (Figura II-1).
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Figura Il-1. Tasas de mortalidad de mejillones pequefios y grandasmdeperna fortunebajo condiciones

de anoxia. Cada curva representa la media de 3 réplicas. Las barras de error indican los desvios estandar. Se
obtuvieron diferencias significativas (p<0,004; ANOVA de bloques) entre las tasas de mortalidad de
mejillones grandes y pequefios a 20°C.

=@=pequefios a 202C =¢= grandes a 202C

=@=pequeiios a 272C =g grandes a 272C

Mortalidad (%)

100

Dias

A 20°C los mejillones sobrevivieron entre 3 y 31 dias. Los mejillones grandes
sobrevivieron entre 6 y 31 dias con un tienggomortalidad media de 18,5+1,1 dias +
desviacion estandar, resultando mas rmesiss a la anoxia que los pequefios que
sobrevivieron entre 3 y 22 digwedia: 10,510,8 dias). A 279Gs resultados fueron algo
diferentes: los tiempos de supervivencie acortaron 2 a 3 veces, y también se
homogeneiz6 notablemente el tiempo de tolerancia entre tallas, mejillones grandes: 1 a 12
dias, media: 5,4+0,5 dias; pequefios: 1 a &8, dhedia: 5,5+0,5 dias. Muchas de estas

diferencias resultaron estadisticameesignificativas (Tabla II-1).

Comparando las tasas de mortalidad ddges) tanto los mejillones pequefios como
los grandes murieron significativamentesmapido a 27 que a 20°C (ANOVA, mejillones
pequefios, p<0,020, grandes p<0,001). Por do, a 20°C los mejillones pequefios
sobrevivieron menos tiempgue los grandes (ANOVA, [©004). En cambio, a 27°C el

tiempo de mortalidad entre mejillones pefp®e y grandes no fue significativa (ANOVA,
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p>0,223). El 100% de mortalidad en cada réplieao particularmente relevante a los fines

del control, varié entre 8 (mejillones pequefios a 27°C) y 31 dias (mejillones grandes a

20°C, Tabla II-1).

La Tabla II-1 resume los resultados ebitlos expresados en valores de SM100 y

LT50 para cada tratamiento. Los valoresSéi#100 a 20°C resultaron menores que aquellos

a 27°C para ambas tallas (ANOVA de wia, p<0,001). Ademas, las diferencias de

SM100 entre tallas resultarorgsificativamente diferentea 20°C (ANOVA de una via,

p<0,001), pero no a 27°C (ANOVA de una via, p>0,371).

Tabla II-1. Datos generales de los tiempos de supervivendizndgoperna fortuneexpuestos a condiciones
de anoxia. LT50: tiempo requerido para obtener la muerte del 50% de los animales (modelo Probit).
*Diferencias significativas entre tempéuras (ANOVA de una via, p<0,00IDiferencias significativas

entre tallas (ANOVA de una via, p<0,001).

Talla de los me]lliones y resuliados experimentales T:;nperatura ( cz)_r
Pequefios (T2 mm)
Ndmero de mejillones 137 130
Tiempo de 100% mortalidad en cada replica (dfas) 19,21, 22 11, 11,13
Tiempo de supervivencia individual {dias) 3a22 1a13
Tlempo medlo de supervivencla (d/as) 10,5 55
Tlempo medio de 100% mortalidad (dfas) 20,7 1,6°
LTS0 {d/as) 8,5 47
Grandes {203 mm)
Ndmero de mejillones 126 127
Tiempo de 100% mortalidad en cada replica (dfas) 27,30, 31 8, 11,12
Tiempo de supervivencia individual {dias) Gaadil 1a12
Tiempo medio de supervivencia (dias) 1857 54
Tiempo medio de 100% mortalidad (d/as) 29,3 10,2
LT50 (d/as) 18,0 47
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Discusion

Efectos de la anoxia sobre los moluscos incrustantes

Tal como se esperaba de trabajos peegabre tasas metabdlicas de moluscos, la
reduccion en la disponibilidad de oxigeno disues mas critica a temperaturas mas altas
(Johnson y McMahon 1998), seguramente debido a que el consumo por parte del animal es
mayor. En moluscos de agua dulce la tdeaconsumo de oxigeno esta directamente
relacionada con la temperatwambiental del agua, siendo en verano hasta 30 veces mayor
que en invierno (Burky 1983, Hornbaek al. 1983, Sprung 1995a, Johnson y McMahon
1998). Pard.. fortunej los valores medios indican que#&°C la muerte de los mejillones
se produce entre aproximadamente 2 (pequefios) y 4 (grandes) veces mas rapido que a
20°C. Por otro lado, la asociénientre la talla de los animalgda tolerancia a la anoxia
parece menos directa. A temperaturas mendeeg5°C, los rangos de supervivencia del
“mejillén” cebraDreissena polymorphanvasor en Europa y N@américa; y de la almeja
asiatica Corbicula fluminea invasora en Europa, Sudérica y Norteamérica, bajo
condiciones de anoxia son independiente la talla (M#@hews y McMahon 1994,
McMahon et al. 1995a). Si bien Mikheel964) concluyé que laillas pequefas de.
polymorphason més sensibles a las condiciopeslongadas de anoxia que las tallas
mayores, es muy probable que estos resultasinwieran sesgados por el sistema cerrado
usado por el autor, en el cual el agua de tratamiento no era reemplazada a lo largo del
transcurso de los experimentos (Johnsdvicilahon, 1998). Nuestros resultados indican
que la talla afecta la tolerancia de fortuneia la anoxia a temperaturas de primavera
(20°C), pero no a las temperatsimas altas del verano (27°C).

A pesar de que la comparacién de la toleranci. dertuneia la anoxia con la de
otros moluscos invasores de agua dulcecesplicada por las diferencias entre los
regimenes térmicos experimentales zaitios, los datos obtenidos sugieren lgu®rtunei
es mucho mas resistente a la anoxialQupolymorpha pero algo menos tolerante qQe

fluminea ParaD. polymorphase reportaron valores medios de mortalidad de 17,8 dias a
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15°C y 3,5 dias a 25°C (bU: 3,5 dias, SM100: 10,2 djadatthews y McMahon 1994,
McMahon et al. 1995a). Estos tiempos de supencia son considerablemente menores
que los observados pakrafortunei(Tabla 1l-1). Por otro ladl bajo similares condiciones
experimentales, los tiempos de supervivencia Qe fluminea fueron notablemente
superiores: 35 dias a 15°C ydias a 25°C (LT50: 15,3 di&8M100: 25,3 dias) (Matthews
y McMahon 1994).

La anoxia como método de control de bioincrustaciones

La exposicion a condiciones de anoxia es un metodo no quimico y ambientalmente
inocuo de control de moluscos incrustantes de agua dulce (Daling y Johnson 1985, Neitzel
y Johnson 1988, McMahon 1990). La eliminacidael oxigeno en las tuberias de
conduccion de agua sin tratamiento puede lograrse deteniendo la circulacion y
manteniéndola estancada y sin movimiento poosalias (Power 1982kllo se consigue
parando las bombas del sistema de tomaglea o aislando secciones restringidas del
sistema mediante valvulas (y, en caso derseesario, redirigiendo el flujo por vias
alternativas). Esto genera condicionesat®xia en el conducto debido al consumo de
oxigeno por parte de la materia organica presami agua y en las gles internas de la
caferia, asfixiando a los moluscos causad&gfcrustaciones @ing y Johnson 1985).

Esta estrategia es de facil implemerdacicuando las instalaciones disponen de
redundancias en los sistemas de toma y bombeo de agua. En estos casos, mientras un
circuito se encuentra en funcionamientopb se detiene y se sella por el tiempo que
demande el tratamiento. Una vez finalizado reggite la operacion con el otro circuito
(Mackie y Claudi 2010). Esta estrategia delvegetirse con la periodicidad necesaria para
evitar el desarrollo de organismos de un @zl que generen obstruccion en los tubos de
los intercambiadores de calor y demas ponentes del sistema. Para el cash.dertunei,

el tamafio maximo recomendable oscila dddor de los 5 mm. Esta seria una talla
relativamente inocua para los componernde$ sistema de refrigeracion, para lo cual
deberian implementarse 3-5 controles por @éniendo en cuenta la tasa de crecimiento,
aproximadamente 20 mm/afio, Boltovskoy y @htal 999, y los periodos de reproduccion

del animal, 6-10 meses al afio, Boltovskoy et al. 2009).
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Para acelerar el proceso de generacidagsieondiciones de anoxia e incrementar la
efectividad del método puedenregarse al agua sustancipge aceleren la eliminacion del
oxigeno disuelto, como el nabisulfito de sodio (N&5,0s) o0 el sulfuro de hidrogeno
gaseoso (kS) (Smithson 1986, O'Neill 1995,). Estosmpuestos no son téxicos y pueden
neutralizarse con la reaireacion. La presedeiaxigeno oxida estas sustancias a sulfatos
no toxicos que pueden ser descargadoanaddiente sin limitaciones (Daling y Johnson
1985). Normalmente se utilizdoruro de cobalto (Cog) como catalizador. En estos casos
se requieren puertos de inyeccion y distribogjue permitan la aplicacién de los quimicos
uniformemente dentro del sistema. La dosifiéace realiza cuando la toma de agua ya se
encuentra detenida (Daling y Johnson 1985). El mismo mecanismo también es utilizado

para reairear las instalaciones al finalieatratamiento (Nézel y Johnson 1988).

Este método tiene varias ventajas fremtgtras técnicas, incluyendo su simplicidad
y bajo costo. Una de las consecuencias mas perjudiciales de la propagacion de mejillones
incrustantes de agua dulce del mundo es eleato en el uso de moluscicidas para el
control de sus incrustaciones en las instatees industriales, aumentando los niveles de
biocidas en el ambiente @thews y McMahon 1994). La creaite presion de regulaciones
de su uso orientadas a la proteccion anthierequiere el desarrollde tecnologias de
control ecolégicamente inocuas, entre las s eliminaciéon debxigeno es una de las
mas promisorias (Matthews y McMahon 1994ps resultados de esta investigacion
indican que la anoxia puede ser utilizaano un método efectivo de control pdra
fortunei en industrias y plantas generadorasedergia. La eliminacion del oxigeno como
método de control es mas efectiva durdote meses de verano cuando las aguas del
Parana-Rio de la Plata superan los 27°C. irppéeatura del agua en el bajo Parand varia
entre cerca de 10°C en agosto a mas de @i%hero/febrero, con valores sobre los 20°C
durante cerca de la mitad del afio. Bajtagsondiciones, el 100%e mortalidad de..
fortunei podria obtenerse en poco mas de una selffaida 11-1). Los tiempos reales de
mortalidad total en cafierias cerradas podsiEmalin mas rapidos que los observados en
condiciones de laboratorio debido a los efechdversos de la acumulaciéon de amonio y

otros desechos metabdlicos (Sprung 1995b). &Hakinorte de la cuenca, en Paraguay y
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Brasil, donde los picos de temperatura es/guperan los 30°C ¢Bovskoy et al. 20086,

Oliveira et al. 2010), la matidad seria aun mas rapida.

Durante los experimentos realizados ad#servd que la exposicion a la anoxia
debilita progresivamente los filamentos dedldode los mejillones. Esto fue particularmente
notorio en los animales mas pequefios, doales a veces terminaron completamente
desprendidos del sustrato (los mejillones dedontroles siempre llegaron al final de las
experiencias firmemente adheridos a sugatest). Un comportamiento similar se observo
enD. polymorphabajo condiciones denaxia este bivalvo deja deoducir filamentos del
biso y va perdiendo adherencia prograsente (Matthews y McMahon 1994). El
desprendimiento del biso es probablementereaecion de evasién frena la situacion de
estrés. En términos del uso de la anoxia cestoategia de control, este comportamiento
puede representar una ventaja extra debido a que, luego del tratamiento, los mejillones
(tanto aun vivos como los muertos) podriger removidos mas facilmente luego de

reanudar la circulacion normal de agua.

Hay que mencionar que la implemendacidel método frecuentemente genera un
incremento importante de los niveles de baat reductoras de walze, las cuales son
responsables de algunos tiposoderosion microbiana. Por k@anto, una reduccion de los
niveles de oxigeno dentro dsistema podria aumentar los problemas generados por la

corrosion de tuberias y equipos (Mackie y Claudi 2010).

Implicancias de los resultados ehpotencial de dispersion de fortunei

Las implicancias de los resultados obtenidos no solo se limitan a estrategias para el
control deL. fortunej sino también involucran el potencd# dispersién di&a especie a lo

largo del continentamericano y a otras pas del planeta.

La mayoria de los cuerpos de agua a lo largo de los cursos medio y alto de los rios
Parand y Uruguay se encuentran bien oxigenadoante todo el afio, pero la alta cuenca

del Paraguay y los rios Amazang Orinoco albergan areas temporal o permanentemente
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anoxicas (Junk 1997). Los periodos de bajecentracion de oxigeno estan generalmente
asociados con las crecidas psbordamiento lateral de ldss que cubren la llanura de
inundacién causando descomposicion masiva d®mfaasa vegetal cubtarpor el agua. La

mayor parte de la regién del Pantanal esta sujeta a esta dinamica y los periodos de baja
concentracion de oxigeno o “dequada” hato sieportados como causantes de mortandad
masiva de peces y moluscos, incluyendo fortunei(Calheiros y Hamilton 1998, Oliveira

et al. 2006).

En las cuencas del Amazonas y Orinocpresentan dos tipos de cuerpos de agua:
1) aguas blancas: turbias, ricas en minersdidos suspendidos, con pH cercano al neutro
y altos niveles de oxigeno dedto; y 2) aguas negras: tramspntes de color rojo-marrén,
con altas cargas de sustancias humicas) bajos niveles deminerales y sélidos
suspendidos, bajo pH y bajos valores de madgdisuelto (Furch y Junk 1997). Las aguas
blancas son muy adecuadas para los moluscas)ggeaguas negras pueden plantear serios
problemas como resultado de sus bajos nivadesxigeno disuelto y su acidez. En efecto,
si bien los moluscos en general estan ausenses muy escasos en los ambientes de aguas
negras del Amazonas central (JunlRobertson 1997), el hecho de duefortunei sea
capaz de sobrevivir hasta un mes en condicidaeeanoxia (Tabla II-1) representa una clara
ventaja para sobreviviestos periodos de condicionadversas facilitando su expansion
hacia el norte. Su alta tolerancia ajakaconcentraciones de oxigeno es también
parcialmente responsable de su habilidath palonizar areasltamente contaminadas
como las costas del estuario del Rio de &aP& lo largo de la ciudad de Buenos Aires
(Boltovskoy et al. 2006).

Debido a qud.. fortunei comparte muchas caractéidas biolégicas y ecoldgicas
conD. polymorphaes comun trazar paralelos entrebas(Karatayev et al. 2007a). Estos
resultados confirman que el mejillén dorado posee rangos de tolerancia ambiental mas

amplios y, por consiguiente, seria un invasor mas agresivo.quaymorpha
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Capitulo 3. Temperatura letal

Introduccion

El tratamiento térmico ha probado semynefectivo en el control de mejillones y
dreisénidos incrustantes (Claudi y Mackie 1994). Se trata deé@odo que ha ganado
importancia por no requerir el uso de quirsiceer econémico y tener efectos ambientales
nulos o infimos. Su implementacion pardrakjillén” cebra dio excelentes resultados en
numerosas plantas de generacion de enetgérica europeas y norteamericanas (Jenner
1982, Claudi y Mackie 1994Rajagopal et al. 1997).

El tratamiento térmico puede implentarse de dos maneras diferentes,
involucrando la tolerancia térmica aguda otdérancia cronica. Ldolerancia térmica
aguda es la temperatura necesaria para zHicda muerte de los mejillones cuando se
aumenta a un ritmo establecidbos resultados de éstmétodo se expresan como
temperaturas letales (por ejemplo, la tempesahecesaria para matar al 50 o al 100% de
los animales, LT50 y SM100, respectivamentejugrtion de un rango de calentamiento y
de una temperatura de aclimatacion (tempesade partida) especificos (Stirling 1982,
McMahon y Ussery 1995). Por otro lado, la talecia térmica cronica consiste en la
exposicion de los animales a una temperatarstante por un periodo de tiempo suficiente
para alcanzar el 100% de mdidad. Los resultados de este método se expresan en tiempos
letales, incluyendo el tiempo requerido paratanal 50% de los animales (LT50), el
tiempo de supervivencia medio, y el tiempo necesario para alcanzar el 100% de mortalidad
(SM100) a una temperatura le¢specifica (McMahon et al. 1995b).

Estas diferencias en los problos de tratamiento térnaigpara la determinacion de
las temperaturas letales aguda y cronicaetie por objeto simular ajustadamente las
posibilidades y condiciones real de operacion en planta. Eh ambito industrial, los
tratamientos térmicos de control de umstaciones biologicas ilitan generalmente
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temperaturas superiores a los valores nosndéd agua de proceso mediante el lavado
térmico, la recirculacion de efluentes térmidesdescarga, o la ingeion de vapor o agua
caliente (McMahon y Ussery 1995). En estas operaciones, la velocidad a la cual la
temperatura del agua aument&lsuser un factor limitante, rtieo por el cual resulta de

gran importancia definir la mortalidad defortuneia diferentes tasas de incremento de la
temperatura (en las experienctestemperatura letal aguda)atternativamente, considerar

el efecto de las altaemperaturas en aquellas plantas stdales donde laisponibilidad

de agua caliente permite circular el liquido calentado en forma ininterrumpida durante los

periodos necesarios (experienaasemperatura letal crénica).

ParalL. fortunej existe un solo trabajo experimental sobre su tolerancia térmica.
Montalto y Marchese (2003) dezaron ensayos de laboratosgaluando los efectos del pH
(5 y 10) y la temperatura (5 y 35°C) dm supervivencia del mejillon. El disefio
experimental de este estudio no estuvo enfoehdesarrollo de medidas de control, por lo
cual su uso para éste propos® muy limitado. A pesar deslmumerosas ventajas de los
tratamientos térmicos para el control de istaciones bioldgicas, rexisten estudios sobre

las temperaturas letales parmnoperna fortunei

El objetivo del presente estudio es determinar las temperaturas letales para
mejillones pequerios y grandeslddortuneisometidos a diferentes tasas de aumento de la
temperatura (temperatura letal aguda), y exlaosicion a temperatas elevadas en forma
constante (temperatura letal crénica). Limimacién obtenida es analizada en funcion de
su utilidad para el disefio de estrategide control econdémicas y ambientalmente

amigables.
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Materiales y métodos

Recoleccion de mejillones

Los mejillones utilizados en los experimentos fueron colectados manualmente de
poblaciones naturales ubicadsgbre la costa del Rio da Plata (Reserva Ecoldgica
Costanera Sur; 34°36'S, 58°20'W) en diasntirea baja. Se tomaron muestras en varias
ocasiones entre los meses de septiembre del 2008 y octubre del 2009. Los mejillones fueron
transportados inmediatamente luego detmleccion al laboratoridonde fueron lavados y
transferidos a acuarios de 20 litros con agueededeclorada (por burbujeo de aire durante

24 hs) y con aireacion a la temaera de recoleccion del rio.

Temperatura letal aguda

Los experimentos de temperatura leigida (TLA) consisti@n en exponer grupos
de mejillones pequeiios (6x2 mm de largo) y grandes (202 mm) a distintos ritmos de
incremento de temperatura (1°C cadal5,y 30 minutos), comenzando a partir de 3
temperaturas iniciales diferentes (12, 23 YO8 hasta obtener 100% de mortalidad en
todas las réplicas. Se realizaron en t&#élexperiencias y 6oatroles utilizando 1275

mejillones experimentales.

La aclimatacion de los animales desdéelaperatura del riol8,5 a 28,0°C) a las
temperaturas de inicio de las experiendid®, 23 y 28°C) se realizaron a un ritmo de
1°C/dia. Los mejillones fueron alimentados diariamente con alimento comercial para
alevinos (“Vitafish baby”, 44% proteina§3% lipidos, 15% minerales, 5% calcio, 2%
fosfatos) a una concentraci@e 0,02 g por litro por digkl agua en los acuarios fue
renovada cada 3 dias para los mejillones quelsmataron a 23 y 28°@,cada 7 dias para
aguellos que se aclimataron a 12°C. Las expaasrse realizaron procurando mantener lo
mas bajas posible las diferenciasrema temperatura de recoleccirsituy la temperatura

de partida de los ensayos (aclimatacioRpr lo tanto, aquellos experimentos que
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comenzaron a 23 y 28°C se realizaron emgvera-verano con mejillones colectados a 19-
28°C, y aquellos que comenzaron a 12°C aBzezon durante el invierno con animales
colectados a 13,5-15,5°C. Las tengperas de partida se seleg@ron teniendo en cuenta

los valores de temperatura derano (28°C), primavera/otofi@3°C) e inviemo (12°C) en

el bajo delta del Rio Parana. Los experimentos comenzaron en todos los casos a menos de

40 dias de recoleccion de las muestras.

Luego de cumplirse el tiempo de acliazEbn, se separaron grupos de mejillones de
aproximadamente 20 individuos de 62 mmgfpeios) y 202 mm (grandes) de largo y se
colocaron en cajas de Petri de 9 cm de diéon(1 grupo en cada caja), cubiertas con una
malla de nylon de 1 mm para prevenir essapese devolvieron a los acuarios para ser
utilizados con posterioridad das experiencias. Luego de B4, las cajas dPetri fueron
examinadas y los mejillones no firmemente adheridos entre si o al contenedor fueron
eliminados. Antes de comenzar los expentos se retiraron las mallas de nylon. Se
utilizaron unicamente mejillones bien adheridos con su biso debido a que los animales
sueltos o flojos pueden ser menos resisgeateeondiciones de estrés (McMahon et al.
1993).

Cada caja de Petri se colocé en un recipiente experimental consistente en un
recipiente plastico con 3 L de agua de redatadia. Cada recipiente plastico se coloco a su
vez en un bafio termostatico de 8 L de capadjoiatision + 0,1°C) ge cubri6 el conjunto
con una tapa plastica perforada. El aguaekmafio termostatico y en los recipientes
experimentales fue activamente mezclada por burbujeo de aire para asegurar una
distribucion homogénea de la teengtura. El incremento de la temperatura en el bafio se
comenz6 30 minutos después del acondicionamida los animales. El funcionamiento
del bafio se program6 aumentando la temperat@®antervalos de aremento diferentes:
1°C cada 5 minutos, 1°C cada 15 minutos, ycEda 30. Estos ritmos fueron seleccionados
teniendo en cuenta lposibilidad de operacion de chas plantas industriales en los

sistemas de refrigeracion con agssstratamiento (McMahon y Ussery 1995).
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Durante el curso de las experiengigse duraron de 1,7 a 15,5 hs), los mejillones
no fueron alimentados. La temperatura del agabhoxigeno disuelto fueron monitoreados
permanentemente con un sensor multiparamétrico (pH, conductividad y oxigeno disuelto)
HACH modelo senslON 156 (precisibn nonmlinaxigeno disueltot1%; temperatura
+0,3°C). A partir del momento eque los animales comenzaron a morir (1 a 6 hs luego del
comienzo de la experiencia), los mejillsnenuertos fueron identificados y quitados a
intervalos regulare€s-15 min). La temperatura sigugumentandose al rango establecido
hasta obtener la muerte de todos loswviddios. Los mejillones se consideraron vivos
cuando cerraban sus valvas al ser estimuladagemente con una aguja de diseccion entre
las valvas en la region de las aberturas posés de manto (McMahon et al. 1995a), o si,
estando cerrados, ejercian esfuerzo musaydando su apertura por parte del operador
(lwasaki 1997). Al final de cada experimenios mejillones utilizados se colocaron a
temperatura ambiente y luego de 12 hs se ¢@\estear la viabilidad de cada organismo.

Ademas de la mortalidad, se determind la temperatura a la cual se observo el mayor
namero de animales con evidencia de activifiladdora (manifestada por los bordes del
manto de los orificios anal y branquialtexdidos mas alld dddorde de las valvas)
(‘temperatura preferida de filtrado’ — TPF)Jayméaxima temperatura a la cual se observo
alguna evidencia de filtracion (‘maxima teemptura de filtrado'— MTF). Para este

propésito, los mejillones se evaluaron visualmenigervalos regulares de (5-30 minutos).

Se utilizé6 el modelo de ANOVA de 3 faces para contrastar la temperatura de
mortalidad media (TMM), la temperatura requerida para matar al 50% de los mejillones
(LT50) y la temperatura necesaria para obtener la muerte del 100% de los animales
(SM100) para cada talla y temperatura ddiger(aclimatacion). Los valores de LT50 se
obtuvieron mediante el uso del modelo RrgBenchMark Dose Software, versién 1.4.1c,
USEPA). Los contrastes d&PF fueron calculados mediante el modelo ANCOVA,
utilizando como covariable la proporcion de mejillones filtrando. Los valores de MTF
fueron obtenidos mediante el modelo de ANOWA 3 factores segip por la prueba a
posterioride Tukey para cada temperatura de aeion e intervalo de incremento. Los

50



TEMPERATURA LETAL

datos no fueron transformados y los cdesono fueron incluidos en los analisis

estadisticos.

Temperatura letal cronica

Para las experiencias de temperatura letal cronica (TLC), los mejillones fueron
aclimatados a 12 y 28°C a un ritmo de 1°C ghar Estas temperaturas representan los
valores de verano (28°C) ge invierno (12°C) del bajalelta del rio Parand. Los
experimentos a las diferentes temperaturapatéda fueron programados de tal manera
que se minimizara la diferencemtre éstas y las de recoleccidnsitu. Los ensayos que
comenzaron a 28°C fueron realizados con mejillones colectados en primavera-verano a 19-
27°C, mientras que los que comenzaron a 1I2én llevados a cabo durante el invierno
con animales colectados a 13,5-15,5°C. Derdat aclimatacion, los animales fueron
alimentados diariamente con alimento comercial para alevinos. El agua de los acuarios de
aclimatacion se renovo cada 3 dias pararesgllones aclimatados a 28°C y cada 7 dias

para aquellos aclimatados a 12°C.

Luego de la aclimatacién, grupos decgmadamente 20 animales de 7+2 mm
(pequefos) y 21+2 mm (grande largo fueron separadoscglocados en cajas de Petri
de 9 cm de diametro cubiertas con undlande nylon de 1 mm. Posteriormente fueron
devueltos al acuario y luego de 24 hs, las cajas de Petri fueron examinadas y los mejillones
que estaban sueltos o flojos fueron eliminados. Luego, cada caja de Petri se coloc6 en un
recipiente experimental. Este consistio enrereptaculo plastico con 3 L de agua de red

declorada, activamente aireada y cubieotauna tapa (de igual material) perforada.

Se evalu6 la temperatura letal cronica He fortunei a 7 temperaturas
experimentales: 34, 36, 38, 40, 41, 42 y 43°C. Regaexperiencias de hasta 24 hs de
duracion (temperaturas de tratamiento d#eeB8 y 43°C), las camas experimentales
fueron sumergidas en un bafio de inmersiotedgeratura contradia (precision + 0,1°C)
de 8 L de capacidad. Para el resto deelggserimentos (experiencias de mas de 24 hs,

temperaturas experimentales de 34 y 36f&),recipientes se colocaron en una camara
51



TEMPERATURA LETAL

incubadora termoregulada (precisién + 0,1°T)dos los ensayos fueron realizados por
triplicado (n = 1700, para un total de 84 expecias) mas un control por cada temperatura
de tratamiento y talla de los mejillones (htroles en total). Estos ultimos fueron sujetos
a las mismas condiciones experimentalesuaber el mismo periodo de tiempo (0,7 a 644,3

hs), pero sin incrementar la temperatura inicial.

Con el fin de evitar el shock térmicen todos los experimentos se elevd la
temperatura de inicio (aclimatacion) hastdacéemperatura de teahiento a un rango de
0,1°C por minuto (McMahon et al. 1995b). Ademgstos incrementos son los factibles en
la mayoria de las plantas generadoras de electricidad (Jenner 1982, Whitehouse et al. 1985).
Una vez alcanzada la temperatura experimental, ésta se mantuvo constante (momento en
gue comenzo el registro del tiempo de supemnia) durante el resto de la experiencia
hasta alcanzar el 100% de mortalidad en ttakaséplicas. En los ensayos de menos de 24
hs, los mejillones no fueron alimentados; erresito de los casos, los animales fueron
alimentados diariamente. La temperaturaatgla y el oxigeno disuelto se monitorearon
permanentemente mediante un equipo multiparamétrico (pH, conductividad, oxigeno
disuelto) HACH, modelo senslION 156 (pi@on nominal: oxigem disuelto + 19%;

temperatura £ 0,3°C).

A partir del momento en que los aniesmlcomenzaron a morir (0,2 hs a 3 dias,
dependiendo de la temperatura de tratamietde)mejillones sin vida se identificaron y se
removieron a intervalos de tiempo regular&8-30 minutos para 38 a 43°C; 1,5 hs a 2
veces por dia para 36°C y diariamente a 3A%@inal de cada experimento, los mejillones
utilizados se mantuvieron a temperatura antbigor 12 hs y su vitalidad fue nuevamente

evaluada para detectar potehes casos de recuperacion.

Se utilizd el modelo de ANOVA de J¥ias para contrastar el tiempo de
supervivencia medio (TSM), y 8émpo requerido para matars y 100% de los animales
(LT50 y SM100, respectivamente) para cddha y temperatura de aclimatacion. Los
valores de LT50 se obtuvieron medianteusb del modelo Probit (BenchMark Dose
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Software, version 1.4.1c). Los datos no @mertransformados y los controles no se

incluyeron en los andlisis estadisticos.

Resultados

La recuperacién de mejillones considerados muertos luego de los ensayos fue muy
rara y siempre estuvo por debajo del 5%td&al de cada grupo perimental. Por otro
lado, la mortalidad en los controles fue sieenghel 0% (TLA), o por debajo del 5% (TLC).

Temperatura letal aguda

Las temperaturas individuales de mortadicde los mejillonesariaron entre 38 y
51°C. ElI modelo ANOVA indic6 que los difertes ritmos de calentamiento afectaron
significativamente (p<0,000) los valsrede LT50, TMM y SM100. Los ritmos de
incremento de temperatura mas lentos estomietara y significativamente asociados con
las temperaturas letales menores. Disminuyendo el rango de calentamiento del agua de 1°C
cada 5 min a 1°C cada 30 min llevo a una caidd®@een los valores de LT50, de 4°C en
TMM y de 5°C en SM100. Por otro ladonta la talla de los mejillones como la
temperatura de partida de las experienciastuvieron un impact significativo en los
resultados de los experimentos (ANOVW#:0,444 y p>0,129 respectivamente). La Tabla
[lI-1 resume los resultadosbtenidos y los valores ders50, TMM y SM100 para cada
tratamiento. El tiempo experimental represezitiempo medio requerido para alcanzar el
100% de mortalidad en cada tratamiento (oles® que el tiempo experimental aumenta a

menores ritmos de incremento de temperatura).
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Tabla IlI-1. Temperatura letal aguda de mortalidad para mejillones pequefios (62 mm) y grandes (20+2
mm) deLimnoperna fortuneaclimatados a 12, 23 y 28°C y expuestos a diferentes ritmos de incremento de
temperatura (media + desvio estapdaif50: temperatura requerida paratar el 50% de los mejillones;
TMM: temperatura de mortalidad media; SM100: temperatura para obtener el 100% de mortalidad. Los
valores de LT50, TMM y SM100 fueron significativamente diferentes (p<0,000; ANOVA) a distintos
incrementos de temperatura. Todas las diferencias agrtemperaturas de partida y las tallas fueron no
significativas.

Ritmo de
Temperatura incremento de Tiempo
de partida  temperatura Talla experimental
(°C) (1°C/min) (mm) N LT50 (°C) TMM (°C) SM100 (°C) total (h)
12 5 6 60 46,0+0,1 47907 50,0£1,0 3,2+0,2
20 60 473+08 488+05 50,3+06 3,2+0.1
15 6 60 437+03 446+02 4531006 8,1+0,1
20 62 437102 445+04 4524108 80+0,2
30 6 60 424+0,1 429+01 435100 153+0,0
20 63 426+0,1 431+01 43,7+0,3 15,3+0,1
23 5 6 60 457+04 47109 483%172 21+0.1
20 62 457+03 474+03 490+1,0 22+0.1
15 6 61 441+01 44803 455+05 56+0,1
20 60 438+0,2 445+01 452+0,.3 55+0,1
30 6 63 432+0,1 43802 443+0,3 10,7+ 0,1
20 62 428+0,1 433+01 438+0,3 10,4 £ 0,1
28 5 6 65 456+04 46804 483106 1,8+0,1
20 63 454+0,7 47102 493106 1,8+0,1
15 6 63 443+0,1 451+0,2 458+0,3 45+0,1
20 63 436+0,1 443+01 450+0,0 43+0,0
30 6 63 431+0,1 438+02 443103 8,2+0,1
20 62 426+03 431+03 438+0,3 7,9+0,1

La Figura lll-1, basada €os datos experimentales obtenidos, muestra la relacion
entre las temperaturasqueridas para obtenan control efectivo dé.. fortunei (LT50,
TMM y SM100) en funcién de los ritmos de calentamiento del agua a la cual estan
expuestos los mejillones. Debido a que las difeasnentre las tallas des animales y las
temperaturas de partida de las experientiason no significativas, estas variables fueron

agrupadas.
El modelo indica que las curvas de Tliknen un comportamiento similar. En

términos generales, la temperatura necesaria para matar a los mejillones es mas alta y

aumenta mas rapidamente cuando el caleptamidel agua es mas rapido. Cuando los
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ritmos de calentamiento son menores, temperaturas letales (LT50, TMM y SM100)

comienzan a asemejarse hasta obtenereatauy proximos a un ritmo de 1°C/40 min.

Figura lll-1. Curvas de regresion de las temperaturaselet@ecesarias para obtener un control efectivo de
Limnoperna fortuneen funcién del ritmo de calentamiento delag la cual se encuentran expuestos los
mejillones. LT50: temperatura requerida para matar el 50% de los mejillones, TMM: temperatura de
mortalidad media, SM100: temperatpara obtener el 100% de mortalidad.
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En todos los grupos experimentales, lxima actividad de filtrado fue observada a
31,0+3,6°C (‘temperatura preferida de filtrade TPF). Las diferencias entre tallas,
temperaturas de partida y los diferentégmnos de calentamiento del agua fueron no
significativos (ANCOVA; p>0,054). Ademas, el porcentaje de mejillones filtrando no
estuvo asociado a los valores de TPF (ANBQp>0,536). La maxima temperatura de
fitrado (MTF) vari6 entre 32 y 40°C, irmmentandose a mayores temperaturas de
aclimatacién (ANOVA; p<0,000). L&igura IlI-2 muestra las féirencias de MTF entre las
diferentes temperaturas de aclimatacion yttagamientos (debido a que las diferencias

entre las tallas de los mejillones fueron mm#icativas, los datofkieron agrupados).
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Figura llI-2. Méaxima temperatura a la cual se observé alguna evidencia de actividad filtradora (‘méaxima
temperatura de filtrado’ — MTF) déimnoperna fortuneia diferentes temperaturas de partida
(aclimataciones) y ritmos de calentamiento de afjuadia + desvio estandar). a, ab, b: diferencias
significativas (p<0,040; ANOVA — pruebapasterioride Tukey).
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Los tiempos individuales de mortalided los mejillones variaron entre 0,2 y 644,3
hs. Los datos de LT50, TSM y SM100 no difiaersignificativamente entre las clases de
tallas (ANOVA,; p>0,290). Los resultados de expiis a temperaturas experimentales de
38 a 43°C fueron independientes de las tratpras de aclimati#n (12 y 28°C; ANOVA,
p>0,234), pero las mortalidades a 34 y 3@eGultaron significativamente asociadas a
dichas temperaturas (ANOVA; p<0,001). Lablalll-2 resume los resultados obtenidos y
los valores de LT50, TSM y SM100 correspontiés para cada aclimatacion y temperatura

de tratamiento.
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Tabla IlI-2. Tiempos de temperatura letal crénica de mejillones pequefios (7£2mm) y grandes (21+2mm) de
Limnoperna fortuneaclimatados a temperaturas de invierno (12°C) y verano (28°C), expuestos a diferentes
temperaturas de tratamiento (media + error estandar). LT50: tiempo requerido para matar el 50% de los
animales, TSM: tiempo de supervivencia medio y SM100: tiempo requerido para matar el 100% de los
animales. Los asteriscos sefialan las diferencias safivés (p<0,001; ANOVA) dre las temperaturas de
aclimatacion.

Temperatura Temperatura de Talla

de ?.%r)tida trata(nnéi)ento (mm) N  LT50(hs) TSM(hs)  SM100 (hs)
43 7 60 0600 0,7 +0,1 0,9+ 0,1
21 61  05+00 0,7 +0,1 0,9+0,1
42 7 61 12+0,1 1,4+00 1,7+0,0
21 61  07+00 0,9+0,0 12400
a1 7 63 25x01 28+0,1 3,302
21 63 19102 23+0,1 2,9+0,1
7 61 44201 46+0,1 5,5+ 0,0
Verano (28°C) 40 21 61 35+02 37+02 4,8+0,.2
28 7 60 11,8+08 13,5+ 0,8 15,8 + 0,6
21 61 123+11 13,7+1,3 157+ 1,8
- 7 59 616+78 817+11,2 1066+ 163
21 62 582+54 841+65 1220182
2 7 60 3726+241 4500+226 5935+109
21 60 3415+125 4258+17,3 58081318
43 7 61 05201 0,7+0,1 0,8 0,1
21 60 06200 0,8+0,1 1,1+0,1
7 60 10201 1,2+0,0 1,5+0,0
42 21 60 1,1%0,1 14+0,1 1,8+0,2
a1 7 60 2001 23+0,1 2,7+0,2
21 60 19+02 22+02 2,602
Invierno 40 7 60 34102 39+02 45+03
(12°C) 29 60 35x02 41+0,1 48102
a8 7 61 125t08 13,807 15,0 + 0,9
21 61 122+08 13,8+0,7 15,2 + 0,9
36+ 7 60 15108 21,1405 26,0+ 0,5
21 60 19,2+0,2 22,1+0,3 25,5 + 0,5
age 7 62 548+227 173,0+397 3989+513

21 62 6294233 172,7+226 37441478

La Figura 1lI-3 muestra el tiempo necaeapara lograr un control efectivo de
fortunei(LT50, TSM y SM100) sometido a temperatudastratamiento de entre 38 y 45°C.
Debido a que para este rango de temperatasadiferencias entre tallas y aclimataciones
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(temperaturas de partida) no fueron significes, las curvas del modelo se realizaron
tomando el total de datos experimentales de ambas tallas y aclimataciones. Las tres curvas
(LT50, TSM y SM100) son muy similares. Los tiempos necesarios para matar a los
mejillones son mayores y mas variables a temperaturas entre 38 y 41°C. En consecuencia, a
38°C se requieren cerca de 16 hs para obteseralores de SM100, mientras que a 41°C,

el mismo resultado se obtiene luego de 3 Gisando la temperatura de tratamiento se
aproxima a los 45°C, los kses de LT50, TSM y SM100 se vuelven muy similares y

cercanos a cero (mortalidad instantanea).

Figura 111-3. Tiempos de exposicion requeridos para obtener un control efectivdateuneia temperaturas

de 38 a 45°C (resultados experimentales — simbolos, regresiones — lineas). LT50: tiempo requerida para mata
el 50% de los animales, TSM: tiempo de supervienuedio, SM100: tiempo necesario para matar al 100%

de los animales.
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La Figura lll-4 representa los tiempos lesade exposicion a temperaturas de entre
33 y 38°C. Las curvas agrupan los datos robtes para ambas tallas de mejillones, las

cuales no arrojaron diferencias significativ@sntrariamente, el efecto de las temperaturas
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de partida (aclimatacién, invierno 12°C y wvera28°C) en las tasas de mortalidad es
notoria, especialmente a temperaturas de exposicion por debag3®€do Por ejemplo, a
34°C los mejillones aclimatad@stemperatura de invierno (12°C) murieron varias veces
mas rapido (LT50, TSM y SM100 entre 50 y 275 hs) que aquéllos aclimatados a

condiciones de verano (Z8°350 a mas de 625 hs).

Figura IlI-4. Tiempos de exposicion a 33-38°C nedesapara obtener un control efectivoldeortuneien

funcion de la temperatura de aclimatacién (invierno, 12°C y verano, 28°C) (resultados experimentales —
simbolos, regresiones — lineas). LT50: tiempo requerido para matar el 50% de los animales, TSM: tiempo de
supervivencia medio, SM10flempo necesario para matar al 100% de los animales.
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Discusion

Respuesta de los mejillones a las altas temperaturas

Las mortalidades totales (SM100) demnoperna fortuneiexpuestos a un
incremento gradual de la temperatura dewon entre 43,5 y 51,0°@stos valores fueron
independientes de las temperatude aclimatacién y la talla tes mejillones (Tabla IlI-1).
Por el contrario, los valores de SM100 daa®naron de forma significativa con las tasas
de calentamiento del agua: a tasas bajas (1°C/30 min) se obtuvieron mortalidades totales
5°C menores que a tasas mas altas (1°C/1bim) La razén de ésta relacion, encontrada
también en otros bivalvos bajo similares ceiaties experimentales (por ejemplo, para el
“mejillon” cebraDreissena polymorphavicMahon y Ussery 1995), es probablemente un
retardo en la respuesta biolégoba los animales a condicionesiécas perjudiciales. En la
practica, esto implica que las restriccionesraipeas que limitan la temperatura que puede
alcanzar el agua durante el tratamientoudesistema dado podrian compensarse con el

aumento del tiempo de implementacion del tratamiento.

Por otro lado, el 100% de mortalidad ldefortuneiexpuesto a temperaturas de 38-
43°C vario entre 0,7 y 17,5 hs y, al igual qudasrexperiencias deLA, fue independiente
de la temperatura de aclimatatiy de la talla. A las tempeuais de tratamiento mas bajas
(34-36°C), el tiempo de mortalidad fue rhaanenor (25,0 a 644,3 hggro a pesar de que
la mortalidad fue también independiente ldetalla, difirid significativamente segun la
temperatura de aclimatacion (Tabla 11I-2). Biras palabras, a bajas temperaturas de
exposicion, la época del aficerfiperatura de aclimataciépega un rol mayor en la
respuesta a la mortalidad de los mejillonesentras que a temperaturas de exposicion
mayores de 38°C, la época dibaes indiferente ugjiriendo que el trataiento esta sobre el

umbral de capacidad de adaptacidmiéa de la especie (Figura 1l11-4).

A temperaturas mayores de 40?C,fortunei detuvo toda actividad de filtracion

continuando con sus valvas cerradas hastanlgrte. Este comportamiento ha sido
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documentado para mejillones sujetos a repentinos cambios de temperatura. Receptores
localizados en la cavidad del manto desencadeheaierre de las valvas (Trueman y Lowe
1971), forzando al animal a utilizar las reserde alimento y la respiracion anaerébica
hasta que las reservas de energia se agotas residuos metabdtis alcanzan niveles
toxicos (Bayne et al. 1976). Leespuesta fisiologica a temwaturas elevadas también
incluye degeneracion de los filamentos de baanquias y cambios histolégicos en el

estdbmago e intestino (Head 1962, Gonzalez y Yevich 1976).

Comparacion de los resultados con otros moluscos invasores

En concordancia con sus rangos origisay sus patrones ackes de distribucion
mundial, nuestros resultados indican duefortunei es mucho mas tolerante a las altas
temperaturas que el “mejillon” cebEreissena polymorphaA ritmos de incremento de
temperatura de 1°C/30 min, los vas de 100% de mortalidad Be polymorphaocurren a
39°C, a 1°C/15 min a 40°F, a 1°C/5 min a 41°C (McM@n y Ussery 1995). Bajo
condiciones experimentales similares l@alores de 100% de mortalidad plaréortuneise
dan a temperaturas 5-8°C mayores (44, 45°C 48spectivamente). Las experiencias de
temperatura letal cronica también indican Quéortuneies mas resistente a la temperatura.
A 34°C, este bivalvo sobrevientre 386,7 y 587,2 hs; mientras dquepolymorphamuere
al cabo de solamente 5,0 a 23,2 hs (McMahoal.e1995b). A mayores temperaturas el
contraste es aun mayor: a 36BC fortunei sobrevive 25,8-114,8 hs, mientras gbe
polymorphasolo 0,5-3,0 hs (McMahon et al. 1995b).

Curiosamente, y en contrapositi con resultados obtenidos cbBn polymorpha
(Griffiths 1992, Claudi y Mackie 1994, McMahon et al. 1995b, McMahon y Ussery 1995,
Rajagopal et al. 1997), paka fortuneilas temperaturas letalagudas no variaron con las
temperaturas de aclimatacion. Esto probablemente obedece &. doeunei es un
organismo euritérmico capaz de adaptarse a canméppdos de temperatura. En el caso de
las experiencias de temperatura letal cronica, se observd un umbral de adaptacion térmica

de la especie hasta una tempemtuéxima de aproximadamente 38°C.
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El hecho de qué. fortuneisea considerablemente mas tolerante al estrés térmico
que D. polymorphaplantea algunas dudas sobre los redolimite de las temperaturas
ambientales como evidencias predictivas detpartamiento térmico de éstas especies. La
informacion disponible (resumida por Kargga et al. 2007a) inda que tanto la
temperatura limite superior (33°C pda polymorphay 35°C pard.. fortune), como la
inferior (alrededor de 0°C) son muy simda para ambos mejillones. Por otro lado, los
regimenes térmicos imperantes en sus areasigiEn y en sus rangos geograficos actuales
parecen reflejar mejor los contrastes entaarancia al estrés térmico en condiciones
experimentaled. polymorphaes nativo de la cuenca Pontoaralcaspiana donde el clima es
arido, marcadamente continental, con tempeaatde congelamiento durante el invierno y
hasta los 25°C en el verano. Su area inva@@anayor parte de Europa y el este de
Norteamérica) es climaticamente heterogénea, pero predominantemente fria a templada,

donde las temperaturas del aguaretieirno llegan cominmente a los 0°C.

Por otro lado, el rango nativo de fortuneies la region tropal y subtropical del
Sudeste Asiético, donde las temperaturas del agian entre cerade 14°C en invierno y
mas de 30°C durante el verano (Mizuno y M@70). En el area invadida en Sudamérica
la temperatura de los lagos y rios estdate similar (aproximadamente 14 a 33°C,
Darrigran 2002). Coincidentemente, la tolerancia térmic&atbicula fluminea(especie
invasora en Europa y en Norte y Sudaméyitcainbién nativa de la region tropical y

subtropical del sudeste as@tj es muy similar a la de fortunei(Mattice 1979).

Sin embargo, a pesar de su clara afinigad las aguas célidas (en el presente
trabajo la mayor actividad de filtradde la especie fue observada a 319C)fortunei
soporta temperaturas de hasta 5-8°C (Magéral. 2001, Goto 2002), e incluso cerca de
0°C (Choi y Shin 1985). Estas evidencias poee tela de juicio algunas predicciones
acerca de las bajas temperaturas como factor limitante para disperkiofodenei(e.g.,
Oliveira et al. 2010). Este amplio rango térmimplica, por un lado, un amplio espectro de
tolerancia, y le confiere ademas la habilidke adaptarse muy rapidamente a los cambios
de temperatura. Esta capacidad parece reflegars® ausencia de asociacion entre las altas
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temperaturas letales y las temperaturas de atdiion halladas en este trabajo (Tabla IlI-1
y llI-2).

Nuestrosresultadosconfirman que las altas temperaturas no representarian un
obstaculo para la expansién defortuneia lo largo de Sudamérica, y potencialmente en
Centro y Norteamérica. Su expansion hacia el norte se veria facilitada tanto por su amplia
tolerancia térmica, como por su resistanai la contaminacion, a los bajos niveles de
oxigeno disuelto, y a sus bajos requerimiemtescalcio disueltgBoltovskoy et al. 2006,
Karatayev et al. 2007a, Oliveirgt al. 2010). En un futuro aamo, los cuerpos de agua
dulce de Norteamérica podrian ser colonizados Lpofortunej resultando en fuertes
impactos en los ecosistemas invadidos, eapraente en las regiones Sur y Oeste de los
Estados Unidos, sitios que en la actualidadsecencuentran invadidos por dreisénidos
(Karatayev et al. 2010).

Las altas temperaturas como métodacdetrol de incrustaciones biologicas

El tratamiento térmico es mas econdémycambientalmente seguro que muchos de
los otros métodos de control, especialmdogetratamientos quimicos (Claudi y Mackie
1994). Los programas de tratamiento térmicoapal control de Ia incrustaciones de
mejillones han sido exitosamente implementados por muchos afios en Norteamérica
(Graham et al. 1975, Stock y Strachan 1977udilg Mackie 1994) y en Europa (Jenner
1982, Rajagopal et al. 1997). Senhdesarrollado diferentes giocolos de trabajo que
incluyen temperaturas de opexatide hasta 43°C, tiempos de tratamiento de hasta 10 hs 'y
frecuencias de implementacion que van de una vez cada 3 semanas a 3 tratamientos por afio
(Chadwick et al. 1950; Fox y Coheran 19%iock y Strachan 1977, Whitehouse et al.
1985, Jenner et al. 1998). En algunas plantasiifiagncias de temperatura entre la toma y
la descarga del aguAT) pueden llegar a 28 (Stock y Strachah977, Jenner 1982). Estos
valores cumplirian ampliamente con los requerimientos operacionales necesarios para la
eliminacion y/o efectivo control de fortuneien los sistemas afectados (Figura lll-1 y IlI-
3).
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Las plantas que utilizan el tratamiento térmico generalmente implementan el
método de dos formas diferenté&$:revirtiendo el flup de agua caliente dkescarga de la
salida de los condensadores, o 2) recircldael agua calentadpor el sistema de
refrigeracion. El primer caso se implemeotamectando dos sistemas de condensadores en
paralelo, en el cual el aguaiealte de salida de un condensadsrrecirculada hacia el otro
condensador en flujo inverso con direccion totaa de agua (en lugar de ser eliminada al
medio) (Figura IlI-5). Paralle, las plantas reducen su fuocamiento deteniendo una de
las bombas de circulacién. Luego de eliminar las incrustaciones en una mitad del sistema,

el proceso se repite en la otra mitad.

Figura 1ll-5. Diagrama de flujo del tratamiento térmico por lavado inverso (Daling y Johnson 1985).
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En el segundo caso, una gadel agua de salida deslcondensadores se recicla a
través de un conducto de recirculacion haciaaslal de toma de agua. Esta técnica se

implementa en dos etapas: en la primera s@egua caliente hacia seccion de descarga
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de efluentes, y en la segunda se la redirgggahla seccion de tonte agua (Figura I1I-6).

De esta manera se puede il el tratamiento térmico da totalidad del sistema sin
detener el normal funcionamiento de la plaia este caso el factor mas importante es la
temperatura maxima alcanzada para asegurar la mortalidad de los animales (Stock y
Strachan 1977, Mattice 1979), por lo que spiiere un monitoreo continuo de la misma

durante el tratamieni@aling y Johnson 1985).

Figura 11-6. Diagrama de flujo del tratantieo térmico por recirculacion dgwaa en la seccion de toma de
agua sin tratamiento y desgar(Stock y Strachan 1977).
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Los tratamientos térmicos para la mitigacion de las incrustacionks fdeunei
pueden implementarse mediante métodos ahpeeatura letal aguda cronica. El uso de
tratamientos térmicos crénicos involucra rehntenimiento de la temperatura letal de
operacion a niveles relativamente constaptsun periodo dedimpo dado. En aquellos
casos donde las limitaciones operativas no penneitaiso de este método, puede utilizarse
el tratamiento térmico agudo. Este proceso isteen incrementar la temperatura en el
sistema de refrigeracion en forma gradual aitmo determinado hasta inducir la muerte
aguda (instantanea) de los mejillones, valdie posteriormente a las condiciones normales
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de trabajo. Esta Ultima alternativa, sefirequiere tiempos de operaciébn mas cortos,
involucra temperaturas del agua mas elevaalagmos de incremento de temperatura de
1°C/5-30 min se obtienen valores de mortalich 44-50°C en 2 a 15 hs de tiempo de
operacion (Tabla IlI-1).

Los resultados experimentales obtenidos destacan la importancia de la época del afio
para las estrategias de control térmico aglloante el verano, cuando las temperaturas
del agua en la baja cuenca del Parana-Ria édata alcanzan los 28°C, los valore\de
necesarios en el sistema a tratar son mini@@loededor de los 15-17°C). Las plantas con
capacidad para aplicar tratamientos mas prokboga menores ritmos de calentamiento de
agua (cercanos a 1°C/30in) podrian disminuir eAT y asi volver a las condiciones

normales de operacion mas rapidamente (Figura Ill-1).

Para la implementacion de métodosmi€éos cronicos los mejores resultados se
obtienen con temperaturas sedos 38°C, las cuales praan 100% de mortalidad en
tiempos de 1 a 16 hs durarttedo el afio (Figuras llI-3)Usualmente, estos tiempos de
operacion son suficientemente cortos como para resultar efectivos a un costo conveniente.
Para los tratamientos por debajo de 10¥C38e requeriran periodde exposicion mucho
mas largos (Figura llI-4), pudiendo hacemadtodo operativamente inviable (EPRI 1992,
Neuhauser et al. 1993, Claudi y Mackie 1994).

Es importante destacar que, a diferemigdos tratamientos agudos, los tiempos de
tratamiento cronico indicados éas figuras 1lI-3 y IlI-4 sn en la practica mas largos,
debido a las demoras en alcanzar la tempexatartratamiento en condiciones de planta.
Este periodo de tiempo extra es variable petiee de la temperatura del agua (época del
afo en la que se aplica el control) y de pasibilidades operativas de la planta, pudiendo
variar entre 1 y mas de 6 hs a un ritmoirlremento de 1°C/10 min (tiempo tipico de
calentamiento del agua para plantas de e de energia; deer 1982, Whitehouse et
al. 1985).
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Los intervalos a los que debe aplicarseagitrol térmico deben definirse en base a
la actividad reproduiva y la tasa de crecimiento de los organismos a tratar. Los rangos
optimos de costo-beneficio se alcanzanndaael tratamiento permite limitar el tamafio
méximo de los mejillones dentro de las aastiones. En comparacién con los individuos
pequefios (5-10 mm), los grandes (>15 mnrjegan mayor aspereza en el recubrimiento
interno de las cafierias inteéndo mas con el flujo, se adhieren mas firmemente, poseen
valvas mas duras y pueden obstruir los tubdssleondensadores (usualmente de cerca de
20 mm de diametro). Por otra parte, unos diaemanas después del tratamiento térmico,
los mejillones muertos comienzan a desprenderse masivamente de las superficies
colonizadas. Grupos de animales de gran fianyavalvas duras pueden tapar cafos, filtros,
rejas y otros componentes; mientras que nejillones pequefios frecuentemente no son
retenidos o se destruyen facilmente y soniekaios. En las aguas del Parana-Rio de la
Plata,L. fortuneise reproduce continuamente durak meses del afio (Boltovskoy et al.
2009) y crece cerca de 20 mm por afo @akoy y Cataldo 1999); por lo tanto, 3-5
tratamientos al afio limitarian el largo maxime los animales inastantes a cerca de 5

mm, un tamano relativamente inocuo.

A pesar de que la manipulacién térmicaagtualmente usada con éxito para el
control de incrustaciones bioldgicas, su aplicacion tiene alguestsicciones. Las
instalaciones industriales deben prever adtivas que permitan revertir y cambiar los
flujos de agua. Estas instalaciones en logmias de refrigeracion generalmente se deben
prever en la etapa d@ontaje de la plantaya que las adaptaciones posteriori son

comunmente caras y técnicamente complejas (Jenner y Janssen-Mommen 1993).

El método normalmente esta restring@das industrias donde generacién de
calor no representa un problema operativeeeconémico. Los tratamientos térmicos se
suelen aplicar unicamente en los sistemasotelensadores debidaestricciones técnicas
en el uso de altas temperaturas en otras secciones donde podriarebfentaonamiento
de la planta (Daling y Johnson 1985). Endoadensadores, por otro lado, las limitaciones
en el uso de altas temperaturas son muatores (Daling y Johas 1985). La aplicacion

de métodos de control térmicos en otrastesnas auxiliares (e.g., circulacion de agua
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potable, control de incendios o tratamiewl® aguas residuales), asi como en algunos
componentes no susceptibles al tratamientait® debido a su lejda (e.g., las estaciones
de toma de agua sin tratamiento), podrian @mgntarse en tramos o componentes aislados
(mediante la inyeccion de agua calientgapor; Miller et al. 1992, McMahon y Ussery

1995) y/o mediante la combinaciona®bos métodos (agudos y crénicos).

Las complicaciones asociadas a la expansion térmica de los equipos y tuberias, asi
como las regulaciones ambientales de la temperatura maxima de descarga del efluente
(Rajagopal et al. 1997) también pueden limitautlbidad de esta téara. Por ejemplo, los
limites de temperatura de descarga determinpdok USEPA en algunas plantas costeras
es de 40,6°C. En otros casosA@l maximo permitido es de 17,8°C, y las plantas deben
demostrar que las temperaturas de los eflsembetienen efectos advesssobre la flora y

fauna (Neitzel y Johnson 1988).

Los resultados del presente trabajo estan basados en animales colectados a lo largo
de la costa del estuario del Rio de la &leh la ciudad de Buenos Aires, donde la
temperatura de las aguas del rio varia anemstienentre aproximadamente 10 y 29°C. Como
se ha observado en otros organismoxMisthon et al. 1995b), es probable que para
animales provenientes de &eeon otros regimenes térmictss tolerancia a las altas

temperaturas sea levemente diferente.
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Capitulo 4. Radiacion UV

Introduccion

Se define como luz ultravioleta & porcion del espectro electromagnético
comprendido entre la luz visible y los ray¥sgeneralmente entre los 190 y 400 nm de
longitud de onda. Esta franja comunmenteligglida en UVa (320 a 400 nm), UVb (280 a
320 nm) y UVc (190 a 280nm); siendo UVa laqon del espectro de menor energia por
poseer las longitudes de onda mas largaklVg la de mayor energia por ser la de

longitudes de onda mas cortas.

La accion biocida de la radiacion dletnagnética es conocida desde hace muchos
afos (Gregg et al. 2009)a luz ultravioleta natural afeced comportamientg la fisiologia
de muchos animales y plantas, y es un fdatutante para la mayoria de los organismos
planctonicos (Lewis y Whitby 1995). Laadiacion UV inactiva a los organismos
causéandoles dafos en el material genétetnido a alteraciones fotoquimicas del cuerpo
celular (Wright et al. 2004).

El uso de radiacion UV como método dentrol de organismos vivos ha sido
ensayado sobre una amplia variedad deroorganismos (Chang el. 1985). El efecto
bioldgico depende de la dosis [mWsfimdefinida como la intensidad de la fuente
luminosa en [mW] por unidade superficie irradiada [chpor el tiempo de exposicion [s].
En consecuencia, la dosis depende de la petateila fuente luminosa, la superficie de
exposicion, el flujo de la caante (es decir, el tiempo durante el cual una particula en
movimiento permanece en el radie accion de la luz UV) y da distancia hasta la fuente
de radiacion. Con las dosis dgposicion adecuadasirus, bacterias y la mayoria de los

fito- y zooplancteres pueden matarse o hacevsahile su desarrollo (Wright et al. 2004).
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Entre los animales con los que se ha ensayado la luz UV estén los estadios larvales
de moluscos incrustantes, incluyendo el “mejillon” cdbraissena polymorphéackie y
Claudi 2010). Los estados tempranos de degarson los mas vulnerables en el ciclo de
vida del animal. Las larvas vgéiras son transparentes o traoglas hasta que alcanzan el
estado de asentamiento; esta ausencia glaguitos permite que ladiacion ataque sus
organos vitales haciendommétodo mas efectivo en compadaccon estados de desarrollo
posteriores (Lewis y Whitby 1995). De esta forma, el métmdda previniendo la fijacion
de las larvas plancténicas del molusco enstésia de refrigeracion da planta industrial.
De otra forma, la remocioén de los mejilloneswez asentados en las tomas de agua y otras
estructuras es mas dificil y costosa, hacidadadiacion UV una alternativa adecuada para
evitar los problemas derivados de las incrustaes en una etapa inicial de ingreso de la

especie al sistema (Chalker-Scott et al. 1994).

Los espectros de onda UVb y UVc son los mfectivos para eontrol de veligeras
de dreisénidos (Mackie y Claudi 2010), siet@duz UV de 254 nm la que presenta los
resultados mas eficacesefiis y Whitby 1995). Las dosis de aproximadamente 200
mWs/cnf eliminan mas del 95% del zooplanctffiright et al. 2004). Sin embargo, la
radiacion UV de 254 nm es también rapidareatisorbida por las particulas presentes en
el agua, reduciendo la efectividad del dmitento en aguas con abundante material en

suspension (Lewis y Whitby 1995).

En el presente trabajo se estimé Upesvivencia de larvas del mejillén dorado
Limnoperna fortunea la radiacion UVc (254 nm) a diferentes regimenes térmicos y niveles
de sélidos suspendidos en condiciones de #&boo para evaluar su uso potencial como

método de control de las incrustacionesadespecie en sienas industriales.
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Materiales y métodos

Las larvas de mejillon doradamnoperna fortuneutilizadas en las experiencias
fueron recolectadas en la costa del Rio deldda, en la Reserva Ecologica Costanera Sur
(34°36’S, 58°20'W) durante los dias 1 a 9raviembre de 2010 (muestras de primavera),

y del 31 de enero al 7 de febrero de 2011 gtras de verano), con red de zooplancton de

37 um. Los periodos de muestreo fueron diegiteniendo en cuenta los momentos de
mayor densidad de larvas en el agua end&nede la baja cuenadel Parana-Rio de la

Plata (Cataldo y Boltovskoy 2000, Boltovskoy et al. 2009). Luego de la colecta, las
muestras fueron almacenadas en recipientegtipbs de 2 L y trasladadas inmediatamente

al laboratorio para realizar los experimentos. Todos los ensayos fueron realizados dentro de

las 24 hs de recoleccién.

Con la finalidad de determinar las dogitales requeridas para un control efectivo,
las larvas fueron sometidas dedentes dosis de luz ultrialeta monocromatica de 254 nm
(UVc). Esta longitud de onda es la que hendstrado tener efectos biocidas méas marcados
(Chalker-Scott et al. 1994, Wright et al. 1997).

Las experiencias se llevaron a cabo seufraproximadamente 1@rvas veligeras
de la muestra de plancton y ubicandolas eascdg¢ Petri de 60 mm de diametro por 15 mm
de profundidad. Los animales eran transferi@dss cajas de Petri mediante micropipetas,

completando el volumen en la capsula con agua destilada a 5 ml.

Como fuente de luz UV se utilizé ulEanpara de cuarzo marca Spectroline modelo
11SC-1 (Nueva York, US) de baja presion dporade mercurio. La intensidad de la luz
UV a 254 nm varié entre 3,8 y 7,4 (promedio 5,9) mW/dm lampara fue ubicada a 2,5
cm de distancia de la parte media deuido expuesto. Se set@onaron 4 dosis de
radiacion UV para las muestras de prigravy verano, respectivamente, con diferentes
efectos sobre las larvas. Ldgsis fueron modificadas conk@ado el tiempo de exposicion

(Morita et al. 2002). Para los animales rectados en primavera las dosis fueron de 133,
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172, 198 y 226 mWs/cmy para los de verano 95, 114, 133 y 156 mW5s/dmas
determinaciones de intensidadldeemision de la lamparalgs de cada dosis experimental
se llevaron a cabo mediante el uso deinaatetro quimico del ferrioxalato de amonio
(Montalti et al. 2006).

Los actindbmetros quimicos son solucisrpie sufren descomposicion fotoquimica
de rendimiento cuantico conocido al ser expageatla radiaciéon UV, sirviendo para estimar
la dosis de radiacién. Para calibrar el odét se irradié una solucion de ferrioxalato de
amonio (lll) 0,012 M en condiciones idénticasles usadas en las experiencias de
mortalidad con las larvas de fortunei Cuando la solucion de iones de ferrioxalato de
amonio es expuesta a una longitud de ondaoma 490 nm (254 nm para el presente
trabajo) experimenta una fotodescomposigitmvocando la reduccidel idn férrico a i6n

ferroso, segun la siguiente ecuacion quimica:

Fe(C:0,)s — ™, Fe*™ + G0, + 2C,0,7

Fe(C,040);" + C,05~ —=~ 5 Fe*' + 200, + 3C,0%

Posteriormente, los iones#@roducidos se cuantifican en un espectrofotometro
marca HACH modelo DR 2800 con 1,10-fenaliie mediante la formacion del complejo

rojo de fenantrolina ferrosa Fe(phgti)que absorbe a 510 nm segun la siguiente ecuacion:

V, xV, x A4(510 nm)

moles Fe*" = —L
107 x V, x/x £(510 nm)

DondeV corresponde al volumen irradiado (5°quara el presente trabajo), ¥ la
alicuota de solucién tomada para la debeacion del i6n ferroso ésutilizaron entre 1,5 a
5 cnt, dependiendo de la dosie exposicién), y Yal volumen de solucién final luego de
la formacién del complejo Fe(phef) (éste varié entre 3,5 y 6,5 tukependiendo de la

dosis) (todo expresado enYml es al trayecto de la luz de la celda espectrofotométrica (en
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cm; se utilizaron celdas de cuarzo de 1 cm de trayectad@)10 nm) es la diferencia en
la absorbancia entre la solaniirradiada yel control, ye(510 nm) es etoeficiente de
extinciéon del F&" a una longitud de onda)(de 510 nm (el valor es una constante, siendo
= 11100 L/ mol cm; Montalti et al. 2006). Sedamente, se calcularon los moles de
fotones de UV absorbidos por la solucion irradiada por unidad de tievinpd)) (segun la

siguiente relacion:

moles of Fe**
D, xtxF

Nhv/t=

Donde ¢, corresponde al rendimiento cuantide produccién de iones ferrosos
(para una longitud de onda de 254 esnde 1,25; Montalti et al. 2008)corresponde al
tiempo de exposicion (en las experienci@slizadas entre 20 y 90 s, dependiendo de la
dosis), yF es la fraccibn media de la luz absdebpor la solucion de ferrioxalato de
amonio. Este valor es importante en la regi&@ible del espectro, pero despreciable a 254

nm (Montalti et al. 2006), razén por la cua se tomo en cuenta en este trabajo.

De esta forma, expresando los valores de moles de fotones en Watts por el tiempo
de exposicion y por unidad de volumen seuwvigron los valores de las dosis recibidas

(equivalencia: 1 W = 2,77 ¥bquanta/s) segun la siguiente ecuacion:

Dr=1t/L

Donde la dosis recibida (Pen mWs/cri) es igual a la intensidad de radiacién en la
superficie del liquidol( en mW/cm) por el tiempo de exposicioh en segundos), dividido
por la distancia recorrida por la luz UV (en cm). De esta ecuacidén se obtuvieron los
valores de las dosis experintales expresadas en mWsfcmultiplicando las dosis

recibidas por L.

Simultdneamente con cada exposicion a Y& realizaron controles en idénticas

condiciones experimentales, pesio exponer a las larvas artadiacion ultravioleta. Cada
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tratamiento se realizé por quintuplicado lgs controles por triplicado. Durante las
verificaciones de mortalidaths camaras de exposicion y tamtroles fueron mantenidos a
la temperatura constante de recolecdidsitu (entre 22,5 y 23,5°C patas muestras de

primavera, y entre 24,6 y 27°C pdaia muestras de verano).

La mortalidad de las larvas irradiadatayg del control se verificO por observacion
bajo lupa binocular a 80x. Fueron consideranagrtas aquellas larvas que tenian las
valvas completamente abiertas y carecian de movimiento visceral o ciliar (Lewis y Whitby
1995). Con el fin de estimar loseetos subletales de la expoén UV, las larvas vivas se
diferenciaron en (1) aquéllagie tenian el velextendido o estaban activamente nadando
(larvas moviles), y aquéllas que (2) teniarvelo retraido y no evidenciaban actividad

natatoria (larvas inmovileg¢Chalker-Scott et al. 1994).

Tanto en los organismos experimentales@@n los controles, las estimaciones de
mortalidad y movilidad se realizaron a los 5 min, 24 hs, 48 hs y 72 hs. Estas verificaciones
son necesarias porque la radiacion UV posee efectos demorados, de manera que la
mortalidad real frecuentemente es superidat abservada inmediatamte después de la
exposicion (Chalker-Scott at. 1994, Lewis y Whitby 1995).

Dado que las dosis letales dependenténeente de los niles de soélidos en
suspension y la turbidez ldmedio (Lewis y Whitby 1995, Gregg et al. 2009), se determiné
de la variacién de la absorbancia de luz (284 nm) a los diferentes niveles de sélidos
totales suspendidos caracteristicos de lasagieala cuenca del Parana-Rio de la Plata,
utilizando seston del sitio de obtencion de las tnaggcosta del Rio da Plata). El seston
del agua se aisl6 por deshidrafacen estufa a 60°C hasta peso constante. Este material fue
luego disuelto en agua destilada ppraparar suspensionégs 50, 100, 150, 200 y 250
mg/L. Estos niveles de sdlidos en suspensidbren el rango de valores que se observan
normalmente en la cuenca del Parana-Rio de la Plata (los valores tipicos oscilan alrededor
de los 160 mg de sdlidos totales en susperor litro; Milliman y Syvitski 1992, Depetris
y Kempe 1993). A continuacion, se tomaron rogxsties (por triplicadojle absorbancia de

luz UV (longitud de onda 254 nm) de estas saspnes en un espectrofotometro Beckman
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modelo DU-65 utilizando celdade cuarzo de 1 cm condpico de agua destilada.
Utilizando los valores de absorbancia obdesi se confeccioné un modelo de regresion
para estimar las dosis letales requesigara el conttale larvas dd.imnoperna fortunei

(mWs/cnf) en funcién de los sélidos en suspensién presentes en el medio.

Para contrastar los efectos entre los tregatos sobre la mortalidad y movilidad de
las larvas a distintos periodos de postexp@ms se utilizd el modelo de ANOVA de
medidas repetidas (MRANOVA). En los an#éisle mortalidad los controles no fueron

incluidos y en todos los casos los datos no fueron transformados.

Resultados

Las experiencias realizadas demostraron que las larMasdeperna fortuneson
altamente sensibles a la irradiacién con UNc (254 nm). Por otro lado, como era de
esperar, tanto en primavera como veranasdde exposicion mayores tuvieron mayores
efectos sobre la mortalidad y moviliddd larvas (MRANOVA, p<0,000). Los resultados
estadisticos indican ademas diferencias iigitivas en los valores de mortalidad vy

movilidad de las larvas a diferentes periodos de postexpogMiRANOVA, p<0,000).

La mortalidad de los animales expwsstcomienza recién luego de 24 hs de
terminada la exposicion, confirmando los efedaentes de la radiacion UV. Valores de
mortalidad del 100% solo se observaron albcdé 72 hs de expuestas. La movilidad, por
otro lado, es afectada inmediatamente (5 magdude las experiencias), con una aparente
recuperacion luego de 24 hs, para después declinar nuevamente hasta las 72 hs (Tabla IV-
1). Las dosis letales fueron de 226 y 156 mW$/quara primavera y verano,
respectivamente, indicando quevamano se obtiene igual efecto quepeimavera con una
dosis 31% menor. La letalidad estuvo correlaada con los efectos subletales, como la

movilidad. En los controles la mortalidage siempre menor al 10% (Tabla IV-1).

75



Tabla IV-1. Mortalidad y movilidad de larvas démnoperna fortune{media * error estandar, en proporcion

del total de larvas en cada experiencia) colectadgsrimavera y verano y somet&la distintas dosis (Tr,
tratamiento) de luz UVc (254 nm) a diferentes periodos de postexposicion. Los valorestalelato
aumentan y la movilidad disminuye al aumentar el periodo de postexposicion (MRANOVA p<0,000).

RADIACION UV

Absorbancia media del medio experimental 0,181+0,015 cm

Dosis Mortalidad (%) Movilidad (%)

Tr (MWs/icm2) N 5 min 24 hs 48 hs 72 hs 5 min 24 hs 48 hs 72 hs
Primavera (22,5-23,5°C)

Control 1 32 0 0 6,4+3,2 6,1£3,0 96,7+3,3 86,746,7 80,9450 81,8+9,1

Control 2 32 0 0 6,432 6,1£3,0 96,7+3,3 86,7+6,7 80,9450 81,8+9,1

Control 3 30 0 0 0 0 100,0£0,0 96,7+3,3 86,7+3,3 86,7+3,3

Control 4 30 0 0 0 0 100,0+0,0 96,7+3,3 86,7+3,3 86,7+3,3
1 133 55 0 3,6+36 20,0493 242478 509+22 66,7+7,3 345460 32,0+74
2 172 55 0 23,846,7 447+73 453+7,0 3,6+22 36,9+38 18,7+64 156123
3 198 55 0 545+86 72, 7+6,4 83,6+1,8 36122 16473 7,3x34 0
4 226 55 0 69,146,8 87,3+3,6 100,0+0,0 0 16,4+8,8 0 0
Verano (24,6-27°C)

Control 1 30 0 0 0 6,7+3,3 100,0£0,0 93,3+3,3 90,058 86,7+3,3

Control 2 30 0 0 3,3+3,3  6,7£3,3 100,0+0,0 86,7+3,3 80,0+0,0 86,7+3,3

Control 3 30 0 0 0 6,7£3,3 100,0+0,0 93,3+3,3 90,04¢5,8 86,7+3,3

Control 4 30 0 0 3,3+3,3  6,74#3,3 100,0+0,0 86,7+3,3 80,0+0,0 86,7+3,3
1 95 53 0 0 7,5£3,4 24,0493 53,649,7 78,0+3,7 75,1¢7,9 52,0+8,6
2 14 52 0 21,145,7 42,0449 54,0+51 20,0£3,2 59,84+6,0 32,0¢6,6 16,0+24
3 133 52 0 32,545,7 55,5+10,7 72,2+7,5 20,0+4,5 46,5+54 17,5+2,1 4,0+2,4
4 156 52 0 70,948,5 92,0+5,8 100,0+0,0 2,0¢2,0 17,649,2 4,0+24 0

Los valores de absorbancia delle UV (254 nm) obtenidos con las aguas

artificiales con distintos nives de sélidos en suspension indican un aumento de la

atenuaciéon al aumentar la cantidad skston, llegando a alrededor de 0,5'coon

aproximadamente 300 mg/L de sélidos suspmwxl(Figura IV-1). EI medio utilizado en
las experiencias arroj6 un valor opredio de absorbancia de 0,181+0,015"cm

correspondiéndose con valores de entre 99,25,6 mg/L (media 117,7 mg/L) de sélidos

en suspension (Figura 1V-1).
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Figura IV-1. Relacién entre la absorbancia y la cantidaddiglos suspendidos para aguas costeras del Rio
de la Plata. En rojo se indican los valores de absorbancia del medio utilizado en las experiencias de radiacion
de larvas déimnoperna fortunea la luz UV (254 nm). Las barras de error indican el desvio estandar.
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Utilizando los valores de absorbancia (Absn aguas con diferente concentracién
de seston se calcularon los valores de las dosis letales de primavera y verano para el
efectivo control dd.imnoperna fortunesegun la ecuacion: Abs = - lpglo/l). Siendo la
absorbancia igual al cociente de menodoghritmo en base diez entre los valores de
intensidad de luz en agua limpia)(y en el agua con una carga de sélidos suspendidos
dada (1) (Figura IV-2). Los valores letales obt@sighara el agua limpia (niveles de solidos
en suspension de ~0 mg/L) fueron de 149 y 103 mWs/para primavera y verano
respectivamente, aumentando en forma lineal hasta alcanzar valores de aproximadamente

400 y 275 mWs/cfen aguas con cerca de 300 mg/L de sélidos suspendidos.
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Figura IV-2. Dosis letales de radiacion UV (254 nm) para las larvdsndeoperna fortuneen funcién de la
cantidad de sdlidos enspensién en el medio.
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Discusioén

Efectos de la luz UV sobre la nadidad y movilidad de las larvas

Las larvas déimnoperna fortuneexpuestas a la radiac UV de 254 nm en dosis
de entre 95 y 226 mWs/émomenzaron a morir al cabo de 24 a 48 hs, alcanzando valores
de 100% de mortalidad recién luego de 1@shs. Estos resultados confirman los efectos
letales demorados de la luz ultravioletabre las veligeras de togcos incrustantes
(Chalker-Scott et al. 1994, Wright et al. 1997).

Por otro lado, en coincidencia con lo observadDrissena polymorphéChalker-
Scott et al. 1994, Wright et al. 1997), los efectolletales indicados por la disminucién de
la movilidad general, pero manteniendo activigeteral o ciliar, ocurren inmediatamente

después de la exposicion UV. Sin embargolaemovilidad con el tiempo se observa una
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recuperacion, aunque éste fenémeno es tempoEariel presente trafp la recuperacion a
las 24 hs fue de hasta un 40% (en comparamidnaquélla registrada 5 min luego de la
exposicion). En otros bivalvose ha notado que las larvasadiadas hasta llegan a
asentarse y formar un biso 24 hs luego dedtnanto, pero 8 dias mas tarde estos animales
sufren una mortalidad tal (Wright et al. 1997).

Los efectos biolégicos de la radiaei UV sobre los organisms se deben a la
absorcion fotoquimica de la radiacién por paedas moléculas, principalmente de acidos
nucleicos, y en mucha menor magnitud prasiy otras (Harm 1980). Las bases de los
acidos nucleicos (purinas y piridinas) acttan como croméfor(entros de absorcion) de
la luz UV hasta longitudes de onda de 26% nm (Diffey 1991). La muerte de los
microorganismos ocurre cuando el ADN efaf#o debido a la formacién de subproductos,
en particular dimeros de pirimidina-ciclotbno (Harm 1980). Estas lesiones impiden la
normal replicacién del ADN, desembocandol@muerte celular (Efey 1991, Morita et
al. 2002). En el caso particular de las larvaBgeras de moluscos la penetracion de la
radiacion es facilitada por la ausencia dbietas protectoras gruesas y pigmentadas, ya

que las valvas a esta edad son tramsyas o translicidas (Lewis y Whitby 1995).

Dosis letales de radiaciddV en larvas veligeras

La dosis letal para producir 1%0de mortalidad en larvas de fortunei en un
medio de 0,181 de absorbancia dellV 254 nm es de 226 y 156 mWSsfcem primavera
(22,5-23,5°C) y verano (24,6-27°CGgspectivamente. Esta diferencia de un 31% en las
dosis letales indica que la temperatura dellimes un factor de mucha importancia para
determinar las dosis efectivas para el contisita variable no fuencluida en estudios
previos sobre los efectos letalde la radiacion UV en larvate moluscos incrustantes
(Chalker-Scott et al. 1994, Lewis y Whitby 199%ight et al. 1997, Wght et al. 2004).

Los valores de las dosis letales obtenidas pafartuneison dificiles de comparar

con las documentadas para otras especiemalascos invasores debido a diferencias
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metodologicas, en particular, la ausenciaadietrol sobre algunas variables. Chalker-Scott
et al. (1994) obtuvieron 100% deortalidad de veligeras dgreissena polymorphaiego

de 24 hs de exposiciéon a una dosis de 350 m\Wsfiamluz UV de largo espectro,
adjudicando la alta efectividadla absorcion por parte de lmganismos de la banda de luz
UVc. En cambio, Lewis y Whitby (1995) registon mortalidades menores al 50% luego
de exponer larvas de la mismaesp a dosis de entre 1030 y 4100 mW$/dmradiacion
UV de 254 nm. Los bajos valores de mortadidobtenidos a pesar de las altas dosis
suministradas podrian deberse a la alta absoiddel medio experimeait utilizado (entre
0,060 y 0,910; media 0,358 & y sobre todo a que no fue evaluada la mortalidad
demorada. En larvas d@eissena bugensise han registrado mortalidades del 97 al 100%
luego de 8-12 dias de ser expuestaszdM de 254 nm a dosis de 100 a 400 mW$é/cm
(Wright et al. 1997).

Para otros organismos (huevos de nematodes, nauplitefaiasp. y otros) se han
documentado valores de mortalidad mayore35&b con dosis de UV de 254 nm de entre
92 y 200 mWs/ci(Buchholz 1998, Jelmert 1999, Wright et al. 2004).

La radiacion UV como método de control

El principio de aplicacién de la luz UV como método de control consiste en
vulnerar las funciones vitalessenciales de los organismogrustantes impidiendo su
asentamiento (Mackie y Claudi 2010). El esterilizado mediante UV se utiliza desde hace
décadas en numerosas areas de la industfacionadas con el agua, incluyendo el
tratamiento de aguas municipales de consumesiduales; la industria de alimentos, el
tratamiento del agua de lastre de buquasstceanicos, la industria del acuarismo y la
acuicultura, las torres de elimiento, la industria farmacecdé, los hospitales, las plantas
de generacién de energia, etc. (Oppenéeipt al. 1997). El método tiene numerosas
ventajas, incluyendo la prescindencia de asusts quimicas, no cambia las propiedades
del agua y no genera productos de desinfecc@n consecuencias sobre la salud, no es
corrosivo ni dafia los componentesiructurales de dainstalaciones, y npresenta riesgos
de sobredosificacion. Ademas, es compeaatente econdmico, facil de operar y
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ambientalmente inocuo (Chalker-Scott etl#l94, Cloete et al. 1998)a radiaciéon UV ha
sido reportada como uno de los métodos denteccion mas efectivos para todo tipo de
microorganismos incluyendo bacterias, sirlnongos y protozoos (Oppenheimer et al.
1997, Morita et al. 2002, Gregg et al. 2009).

El tratamiento de agua por radiacion ultravioleta se logra mediante el uso de
reactores de UV. Estos equipos pueden saradel abierto o deanal cerrado, con o sin
contacto. Los sistemas de canal abierto@mnunes en desinfeccion de aguas residuales;
las lamparas UV sujetas por armazones de ageradable, son orientadas horizontalmente
o en paralelo al flujo de agua. El agudratar circula por gravedad y expuesta a la
atmosfera. En los sistemas cerrados sintamio, el agua fluyea través de tubos,
tipicamente de teflén, y las lamparas se ubpramnfuera de los mismos. El flujo puede ser
presurizado o alimentado por gravedad. Endistemas cerrados de contacto, en cambio,
las lamparas UV se encuentran dentro deigastfundas de cuarzo sumergidas dentro del
flujo de agua. Este disefio para tratar wmoflpresurizado es el mas comun para la

desinfeccién por UV.

La mayoria de los sisteméds UV disponibles en el meado trabajan con lamparas
de gas de mercurio. Estas lamparas se divahedos tipos principes: las monocromaticas
de baja presién, que generalmente emiten en una longitud de onda de 254 nm, y las
policromaticas de media presién, que emiterlegspectro de luz UVa y UVb con picos a
365 nm. Ambos tipos de lamparas varian muatsus propiedades fisicas, dependiendo de

las aplicaciones.

El disefio de un reactor UV debe posBejo turbulento con mezcla transversal
completa con el fin de asegurar que totiisselementos del fluido estan expuestos a la
misma intensidad UV promedio dentro de una seccion transversal perpendicular al flujo.
De lo contrario, las particulas en suspén en el fluido préximo a la lampara
experimentarian una intensidad UV demasidtiy anientras que las ubicadas en sectores
mas alejados de la lampara quedarian subdadds. La dosis daplicacion dentro del

reactor UV responde a la relacion:
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Dosis UV =I media reactor” t residencia= | media reactor® V/Q

Donde la dosis UV en mWs/éras igual a la intensidadV promedio dentro del
reactorl en mW/cni por el tiempo de residenctaen segundos. El tiempo de residencia
dentro de la camara del reactor respondevesal volumen efectivo de agua expuesto a la
radiaciénV en nf dividido el caudal de fluj® en ni/h.

Una limitacién importante de este métoek que los equipos UV trabajan por lo
general con caudales moderados, hasta unos 1&@0(absorbancia ~0 ¢ma 254 nm:;
Siemens Water Technologies @008). Para caudales superioles costos de la energia
eléctrica necesaria comienzan a volverse ipitibos (Gregg et al. 2009). Ademas, debe
considerarse que la dosis de luz en la geebasa el célculo de los caudales de
funcionamiento de los equipos esta deteasianpor normativas que varian entre 16 y 40
mWs/cnf. Pero dado quk. fortuneirequiere dosis de al menos 103 mW$/¢dosis letal
de verano en agua limpia) para su efectbomtrol, los caudaleseales de operacion
disminuyen. Por ejemplo, a igual consumopagencia requerida (aproximadamente 17
kW) para tratar un caudal de 1000/ma la dosis especificada por el fabricante (40
mWs/cnf), para eliminar a las larvas tefortuneisolo podrian tratarse unos 40&/m(a
una dosis de 103 mWs/@mSi consideramos que las plas de generacion eléctrica de
ciclo cerrado con torres de enfri@nto utilizan aproximadamente 0,87 de agua por
MWh producido (DOE 2006), el tratamiento padiacién UV estaria limitado a plantas de
mediana produccion (hasta cerca de 450 MWilertgrgia), u otras indtrias que utilicen
caudales bajos. Para el casdatecentrales nuclezs y termoeléctricas de ciclo abierto los

volumenes de agua utilizados hacen al método inaplicable.

Otro problema asociado con el uso de est¢odo es la reduccion de la eficiencia
con la turbidez del agua. Las particulas sudgjmas, tanto orgatas como inorganicas,
absorben los rayos UV y reducen por consigeiéa dosis disponible para los organismos
blanco. De las particulas mencionadasnégoria de los componentes organicos y algunas

sales inorganicas son las de mayor importancia en la absorcion de la radiacion (Cloete et al.
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1998). Esta circunstancia es particularmentgoitante porque las aguas del rio Parand y
Uruguay, cursos principales de la cuench Blarana-Rio de la Plata invadida fdar
fortunej son altamente turbias. La cantidad dédse§ suspendidos en estos rios oscila
alrededor de los 160 mg/L (Milliman y Syvitski 1992, Depetris y Kempe 1993), con altos
niveles de material detritic(cerca de 8 mg de carbono organico particulado por litro)
(Depetris y Kempe 1993, Depetris 2005). Tomaedocuenta las cacteristicas fisico-
quimicas del agua de la cuenca, las ditsles para el efectivo control de fortunei
estarfan en el rango de los 150-400 mW5§/¢mara aguas de 100-300 mg/L de sélidos
suspendidos). Si bien la radiacion UVc eddaefectos bioldgicos mas nocivos, también es
la mas rapidamente absorbida por el agua, requiriendo - en el caso de aguas muy cargadas
de material - dosis tan elevadas que haglamétodo impracticabléChalker-Scott et al.
1994). Una alternativa posible para aumentaialastnitancia de la radiacion UV en el agua

a tratar es el pretratamierdel liquido (mediante camaras de sedimentacion, centrifugado o
filtracion) con la finalidad de remover partlel material suspendido y asi disminuir las
dosis requeridas (Wrightet al. 2004). Sembargo, esta opciomvolucra costos y
operaciones adicionales que no siempre seipsiif En consecuencia, la aplicacion de la
irradiacion UV podria estar limitada al tratanti@ de aguas de bajo contenido de sélidos
suspendidos, como por ejemplo las de algunespos de agua Iéntis invadidos por el

animal, como el Embalse de Rio @&, en la Provincia de Cordoba.

Es interesante destaapre el hecho que la irradidac UV afecta instantaneamente
la capacidad de locomocién de las larvas, pgedetilizado para evitar su asentamiento en
las instalaciones de la planta sin necesmlfadnatarlas. En efecto, normalmente el pasaje
del agua de refrigeracion por las instadaeis es muy rapido, en el orden de algunos
minutos. Si la irradiacion en el punto de erdrad sistema es suficiente para afectar la
capacidad de coordinacion neuromuscular de losad@s mientras circulan por el sistema,
aun cuando se recuperen mas tarde la egtaatpuede ser suficiente para evitar su

asentamiento dentro de la plaf@halker-Scott et al. 1994).

Finalmente, el uso de la radiacion W¢ efectivo Unicamente para combatir la

instalacion de larvas de moluscos incrustaral sistema de refrigeracion industrial. Si
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existieran previamente moluscos juvenitesadultos dentro del sistema, el método no
evitaria el desarroll@le estos animales, teniendo que recurrir a otros meétodos para su

eliminaciéon (Mackie y Claudi 2010).
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Conclusiones

Los inconvenientes causados paimnoperna fortunei en instalaciones
industriales de Sudamérica comienzan a negi# en el afio 1994 con la deteccion de
incrustaciones en las tomas de agua petale la ciudad de La Plata, Argentina
(Darrigran 1995), y mas tardeefton afectadas también las plantas potabilizadoras de la
ciudad de Bernal y Buenos Aires (Darrigsaizcurra de Drag@000). En el afio 1997,

L. fortuneifue reportado por primera vez enRapublica del Paraguay obstruyendo los
sistemas de enfriamiento de las embarcasia®la Prefectura Nal en el puerto de

Asuncion sobre las aguas del rio Paraguay.

El primer registro de incaistaciones en centrales hidémricas se observé en la
planta de Yacyreta, ubicada sobre el Parana, en 1998. Alli, el mejillon dorado
impacto los sistemas de refrigeracion y oBi@$emas auxiliares de circulacion de agua
(Darrigran y Ezcurra de Drago 2000). En 2Q01fortunei aparece en el sistema de
refrigeracion de la central Hidroeléctrica himanal de Itaipu (Zanella y Marenda 2002),
afectando también las tomas de agua de E#ad de tratamientoiedustrias situadas
sobre el lago Guaiba y los sistemas dageracion de otras centrales hidroeléctricas
(Porto Primavera, Jupia, e llha Solteirajdlizadas sobre el rio Parana. En el mismo
afio el molusco llega a la represa binaai (Argentina-Uruguayfe Santo Grande
situada sobre el rio Uruguay. Durante 28102, se reportaroinconvenientes por
incrustaciones en el sistema de refriggnaae la central Nuclear de Embalse sobre la
represa de Rio Tercero (Gdba, Argentina). Luego es tdetado en el embalse de
Piedras Moras, Los Molinos y Dique Saadre entre los aiid)02 y 2006 (Darrigran
y Mansur 2006, Darrigran et al. 2009). En 2088valvas acumuladas en el sistema de
refrigeracion de la central de energia &léa de San Roque produla interrupcion del

servicio dejando sin agua adaidad de Cordoba por 24 hs.

Ademas de afectar las instal@wés industriales y embarcacionés,fortunei
interfirid en sistemas de irrigacion e inst@bnes de icticultura. Por ejemplo, durante

2008 el sistema de riego del rio Tacuarilog sistemas de cultivo del esturion

85



CONCLUSIONES

(Republica Oriental del Wguay) fueron afectados pdamcrustaciones del mejillon

dorado.

Hasta la fecha, los métodos de contrtiizados para mitigar las incrustaciones
causadas por el mejillon dorado en Sudamérica consistieron principalmente en la
remocion manual o mecéanica de los animgtes €jemplo, en la central térmica de San
Roque en Cérdoba, en Salto Grande, encha [), el uso de sustancias toxicas
oxidantes principalmente el cloro (por efdo) en el puerto de Sdo Siméao, en Brasil) y
de otros formulados comerciales no oxidar{fes ejemplo, en la central atdbmica de
Embalse, Cordoba). En muchos casos re gasible de aplicar métodos de control
sugeridos por la experiencia previa para otras especies de mejillones en el hemisferio
norte, comdreissena polymorphalebido a consideracionesipticas y caracteristicas
propias de cada sitio atado (Mackie y Claudi 2010).

Los inconvenientes generados por lagustaciones del mejillon dorado en las
plantas industriales han llevado a considessa problematica en una etapa temprana de
disefio de las plantas. Durante 2006-2007, cdrales térmicas de generacion de
energia proyectadas sobre el rio Paranarniecon al asesoranmiéo de especialistas
para ajustar detalles de masdes y disefio con la finalidadke prevenir incrustaciones

en los sistemas de refrigeracion (Darrigran 2010).

La gran mayoria de los cursos de adeada cuenca del Plata colonizados por
Limnoperna fortuneiya estan afectados por divess contaminantes en diferente
magnitud. Esta situacién es agravada dizat toxicos con el fin de mitigar los
problemas causados por el mejillon dorado, cuya dispersion geogréafica aumenta
constantemente. Las regiones mas amenazadas comprenden al rio Parand medio y bajo,
el rio Uruguay y las costas del Rio de lat®l Estas areas, ademas de ser las mas
densamente pobladas y las de mayor aad/@groganadera, tienen un gran niumero de
instalaciones industriales. t&s incluyen plantas de procesamiento de madera, papel,
carbdn, refinerias de petroleo y petroquimidadustrias alimenticias, elaboracién de
cerveza y malta, hilados, tejidos, quimicos,iearbres, metallrgicas, automotrices, etc.
(Mijangos 1993). Todas ellas tienen un uso intensivo del agua de los rios para sus
procesos (Mijangos 1993). Estas actividades generan impactos negativos por descargas
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con sustancias téxicas, desagles cloacalplsiwales, arrastre de suelo conteniendo
plaguicidas y fertilizantes, derrame demtmstibles y de otros compuestos (Mijangos
1993). Numerosos estudios han documentado la presencia de sustancias potencialmente
peligrosas en la columna de agua, en el agua intersticial y en los sedimentos. Estos
compuestos incluyen metales pesados té&ximmo el arsénico, zinc, cromo, cadmio,
plomo y mercurio, compuestos aromaticdsdrocarburos como policlorados bifenilos,
hidrocarburos alifaticos y amaticos policiclicos y benzopirenos, dioxinas, furanos,
PCBs, pesticidas clorados y fosfdoa, etc. (Topalian edl. 1990, Mijangos 1993,
Colombo et al. 1995, Cataldo at. 1997a, b, Bilos et all998, Villar et al. 1998,
Cataldo et al. 2001a). Ademas, se obsemaaumento en los niveles de nutrientes
(nitratos y fosfatos), relacioda con incremento en el usle fertilizantes agricolas, y

de contaminacién bacteriana (fmimes fecales y totales) deloi a la falta de plantas de
tratamiento de liquidos cloacales (CARU 1993, 2001).

Entre los efectos adversos provocadu® los compuestos y formulados
utilizados para el control de. fortunei se destaca la formacién de trihalometanos y
halogenuros organicos cancerigenos (getes por las soluciones de cloro). Los
formulados moluscicidas basados en amoau@gernarios, niclosamidas, hidrocarburos
aromaticos y pinturas antiincrustantes goatienen metales pesados son toxicos tanto
para el hombre como para la flora y fawtaaticas (Daling y Johnson 1985, Neitzel y
Johnson 1988, Sprecher y Getsinger 2000, Mackie y Claudi 2010). Otros
inconvenientes asociados al uso de estm®mpuestos son la corrosion de equipos

metalicos, los elevados costos y las complicaciones en su manejo y dosificacion.

El aumento del vertido de sustanciastéasial agua lleva a una creciente presion
en las regulaciones orientadada proteccion ambientgue limitan cada vez mas su
uso. El incumplimiento de las reglamentan@s ha causado la clausura de numerosas
plantas industriales (por ejemplo, cerda 200 industrias contaminantes han sido
clausuradas hasta la fecha en l&mua Matanza-Riachuelo, ACUMAR 2011). En
consecuencia, el uso de biocidas para el contrdl.dertunei estara cada vez mas
restringido (Mackie y Claudi 2010).
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La respuesta ineludible a estos problemas es el desarrollo de tecnologias
ambientalmente inocuas. Latescriptas en el presentebajo para el control de
incrustaciones dd.. fortunei en sistemas de refrigeracién industriales constituyen
opciones viables y con excelente potah{Daling y Johnson 1985, Neitzel y Johnson
1988, McMahon 1990, Matthews y McMahon 1994). Entre sus ventajas mas
importantes se destaca la prescindenciaw#ancias quimicas, no generan derivados
nocivos para la salud, por lo general no son corrosivas ni dafiamstalaciones y no
tienen riesgos de sobredos#cion. Ademas, son comparativamente econdémicas, faciles
de implementar, y en lineas generalestinnen restricciones ni limitaciones de uso
(Daling y Johnson 1985, Neitzel y Johnson 198&Ik#r-Scott et al. 1994, Cloete et al.
1998, Mackie y Claudi 2010). Si bien tantodaoxia como los tratamientos térmicos
son muy poco selectivos (es decir, afectaiota la especie blanco como a la mayoria
de los demas organismos), el hecho denfiig un control eficiente con unos pocos (3-

5) tratamientos anuales de corta duraci@cehque su impacto sobre la flora y fauna en
general sea muy limitado. Por otro lado, esta faét selectividad constituye una ventaja
si se considera que los moluscos no $m Unicos organismos incrustantes que
interfieren con el funcionamiento de las plantas, ya que también mitigarian el desarrollo

de bacterias, hongos, invertebrados, etc.

La generacion de condicies de anoxia solamente rexja la aislacion y sellado
temporario de las secciones del sistema aflast por las incrustaciones. En caso de
resultar necesario por cuestiones operatias tiempos de tratamiento pueden ser
abreviados inyectando eliminadores degexrib no téxicos. Durante el verano, la
eliminacién de los moluscos se consigugeriodos relativamente breves, de poco mas

de una semana (Capitulo 2, Anoxia).

Los métodos de control térmicos (agugosronicos) cumplen ampliamente con
los requerimientos técnicos y operacionaledadenayoria de las plantas industriales.
Los métodos de control por temperaturdalés agudas, aunque requieren tiempos de
operacion mas cortos que los cronicos, a#ili temperaturas del agua mas elevadas: a
ritmos de incremento de temperatura de 380 min se obtienen valores de mortalidad
a 44-50°C en 2 a 15 hs de tratamiento. Rasamétodos térmicos crénicos la mejor
alternativa seria utilizandtemperaturas superiores38°C, que provocan 100% de

88



CONCLUSIONES

mortalidad en 1 a 16 hs durte todo el afio (Capituld, Temperatura letal). Su
utilizacion estaria orientadprincipalmente al control déas incrustaciones en los

condensadores.

Si bien la utilizacién de leadiacién UV (254 nm) para ebntrol de las larvas de
los moluscos requiere dosis altas (mayores a 100 m\fjs/emuna alternativa viable
para industrias que utilizanwdales de agua moderados muaistema de refrigeracion
(hasta unos 400 ). Sin embargo, en este casefactividad del método es afectada
por los sélidos suspendidos del agua, pudieedaoerir el pretratamiento de la misma

con el fin de disminuir la carga derpeulados (Capitulo 4, Radiacion UV).

Los resultados de este trabajo canfin que, para su implementacion efectiva,
estos métodos (al igual que los tratamientos quimicos, ver Cataldo et al. 2003) requieren
estudios especificos sobre la especie bldre@mplia experiencia derivada de ensayos
similares en el hemisferio norte con otrbwalvos incrustantesen particular el
“mejillon” cebra Dreissena polymorphaes Util para esbozar lineamientos generales
pero no puede ser extrapolada directamente al control figtunei En particular, se
destaca que el mejillén dorado ha demostrado ser significativamente mas resistente a
todos los tratamientos, de maner& ¢as dosis y tiempos efectivos p&rapolymorpha
no son aplicables B. fortunei Este resultado coincide con la informacién disponible
acerca de las diferencias erntagolerancia ambiental de ambas especies (Boltovskoy et
al. 2006, Karatayev et al. 2007a). Para ebcds la radiacion UV, una técnica de
control menos investigada, las diferesc metodoldgicas entre los ensayos sdbre

polymorphay nuestras experiencias no permiiezar comparaciones concluyentes.
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APENDICE

Apéndice
Resultados de las experiencias

Tabla A2-1. Mortalidad (%) de mejillones deimnoperna fortunepor anoxia a diferentes temperaturas
experimentales (Capitulo 2, Anoxia). R: réplicas.

20°C 27°C

Adultos Juveniles Adultos Juveniles

R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
Dia 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,3 0,0 0,0 2,4 0,0
Dia 2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 6,8 6,8 6,7 49 45
Dia 3 0,0 0,0 0,0 2,1 0,0 0,0 179 159 136 11,1 122 159
Dia 4 0,0 0,0 0,0 6.4 2,2 23 359 341 205 356 244 409
Dia 5 0,0 0,0 0,0 6,4 43 23 o641 614 364 600 463 614
Dia 6 0,0 0,0 2,3 149 65 6,8 744 795 591 800 659 705
Dia 7 2,3 0,0 45 213 152 159 89,7 886 750 933 805 841
Dia 8 47 0,0 9,1 36,2 283 250 897 1000 886 933 878 909
Dia 9 47 7.7 9,1 489 391 386 949 1000 932 97,8 902 97,7
Dia 10 7,0 10,3 13,6 596 500 545 974 1000 97,7 978 902 977
Dia 11 9,3 179 136 745 58,7 659 100,0 1000 97,7 100,0 951 1000
Dia12 140 179 136 851 652 77,3 100,0 100,0 100,0 100,0 951 100,0
Dia13 233 205 205 915 783 864 1000 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Dia14 279 231 250 957 848 886 1000 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Dia15 279 256 31,8 979 891 909 1000 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Dia16 30,2 30,8 40,9 979 935 909 1000 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Dia17 37,2 41,0 47,7 979 957 909 1000 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Dia18 419 538 47,7 979 957 909 1000 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Dia19 51,2 590 614 1000 957 955 1000 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Dia20 558 66,7 636 1000 978 955 1000 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Dia21 605 795 77,3 1000 100,0 97,7 1000 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Dia22 605 846 77,3 1000 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Dia23 744 897 84,21 1000 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Dia24 76,7 923 864 1000 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Dia25 814 949 909 1000 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Dia26 86,0 974 97,7 100,0 1000 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Dia27 884 974 1000 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Dia28 90,7 974 1000 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Dia29 90,7 974 1000 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Dia30 953 100,0 1000 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Dia31 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
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Tabla A2-2. Resultados del test de ANOVA de blogues contrastando las tasas de mortalidad de mejillones
pequefios dd.imnoperna fortuneien funcién de las temperaturas experimentales (20 y 27°C), bajo
condiciones de anoxia (Capitulo 2, Anoxia) parad@s 6 a 13 de las experdis. Los dias analizados
responden al cumplimiento de los supuestos del test. Los datos no fueron transformados. SC: suma de
cuadrados; GL: grados de libertad; MC: media de cuadrados; F: distribucion de Fisher; p: valor de
probabilidad com=0,05. Los valores significatbs (p<0,05) se destacan aoegritas.

SC GL MC SC GL MC F p
Dia 6 5895,3 1 5895,3 149,3 4 37,3 158,0 0,000
Dia7 7039,0 1 7039,0 109,8 4 27,5 256,4 0,000
Dia 8 5558, 1 1 5558,1 81,3 4 20,3 2733 0,000
Dia 9 4215,9 1 4215,9 105,1 4 26,3 160,5 0,000
Dia 10 2465,6 1 2465,6 83,5 4 20,9 118,2 0,000
Dia 11 1537,6 1 1537,6 140,6 B 35,1 43,8 0,003
Dia 12 759,9 1 759,9 216,6 4 54,2 14,0 0,020
Dia 13 321,0 1 321,0 89,0 4 22,2 14,4 0,019

Tabla A2-3. Resultados del test de ANOVA de bloques contrastando las tasas de mortalidad de adultos de
Limnoperna fortuneen funcién de las temperaturas experimentales (20 y 27°C), bajo condiciones de anoxia
(Capitulo 2, Anoxia) para los dias 6 a 11 de las experiencias. Los dias analizados responden al cumplimiento
de los supuestos del test. Los datos no fueron transformados. SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad,;
MC: media de cuadrados; F: distribucion de Fisher; p: valor de probabilidad=@5. Los valores
significativos (p<0,05) se destacanresyritas.

SC GL MC SC GL MC F P
Dia 6 7400,7 1 7400,7 229,6 4 57,4 128,9 0,000
Dia 7 101278 1 10127,8 145,2 4 36,3 279,0 0,000
Dia 8 11672,2 1 11672,2 119,8 4 30,0 389,6 0,000
Dia 9 11847,6 1 118476 35,5 4 8,9 1334,2 0,000
Dia 10 11641,9 1 11641,9 26,1 4 6,5 1782,9 0,000
Dia 11 10994,5 1 10994,5 40,8 4 10,2 10773 0,000
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Tabla A2-4. Resultados del test de ANOVA de bloques contrastando las tasas de mortalidad entre tallas
(mejillones pequefios y grandes) ldennoperna fortuneia 20°C bajo condiciones de anoxia (Capitulo 2,
Anoxia) para los dias 7 a 20 de las experiencias. dias analizados respondal cumplimiento de los
supuestos del test. Los datos no fueron transformados. SC: suma de cuadrados; GL: grados debertad; M
media de cuadrados; F: distribucion de Fisher; p: valor de probabilidad-0@5. Los valores significativos
(p<0,05) se destacan argritas.

sC GL MC sC GL MC F p
Dia 7 3455 1 3455 323 4 8,1 42,7 0,003
Dia 8 954.8 1 954.,8 107,3 4 26,8 35,6 0,004
Dia 9 18469 1 18469 778 4 19,4 95,0 0,001
Dia10 29593 1 29593 68,1 4 17,0 173,9 0,000
Dia 11 4170,4 1 4170,4 162,1 4 40,5 102,9 0,001
Dia 12 55242 1 55242 2123 4 53,1 104,1 0,001
Dia13 61370 1 61370 94,1 4 235 260,9 0,000
Dia14 62197 1 62197 737 4 18,4 337,7 0,000
Dia15 61790 1 61790 622 4 15,6 397,2 0,000
Dia16 54209 1 54209 972 4 243 2232 0,000
Dia17 41855 1 41855 820 4 205 204,2 0,000
Dia18 33135 1 33135 97,1 4 243 136,4 0,000
Dia 19 2384.3 1 2384.3 70,1 4 17,5 136,0 0,000
Dia 20 1914.0 1 1914,0 73,1 4 18,3 104,8 0,001

Tabla A2-5. Resultados del test de ANOVA de bloques contrastando las tasas de mortalidad entre tallas
(mejillones pequefios y grandes) ldennoperna fortunea 27°C bajo condiciones de anoxia (Capitulo 2,
Anoxia) para los dias 1 a 11 del experimento. Los dias analizados responden al cumplimisrdopleskios

del test. Los datos no fueron transformados. SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertadtidid® me
cuadrados; F: distribucion de Fisher; p: valor de probabilidad=0/05.

sC GL MC sC GL MC F ¢}
Dia 1 0,0 1 0,0 7.4 4 1,9 0,002 0,964
Dia 2 1,0 1 1,0 33,6 4 8,4 0,119 0,747
Dia 3 11,4 1 11,4 22,0 4 5,5 2,080 0,223
Dia 4 18,1 1 18,1 284.6 4 71,2 0,254 0,641
Dia 5 5,8 1 58 605,3 4 1561,3 0,038 0,855
Dia 6 1,8 1 1,8 330,3 4 82,6 0,022 0,889
Dia 7 3,4 1 3,4 2227 4 55,7 0,062 0,816
Dia 8 6,7 1 6,7 93,9 4 23,5 0,285 0,622
Dia 9 0,9 1 0,9 62,8 4 15,7 0,056 0,824
Dia 10 14,8 1 14,8 41,5 4 10,4 1,423 0,299
Dia 11 1,1 1 1,1 19,3 4 4,8 0,234 0,654
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Tabla A2-6. Resultados del test de ANOVA de una via contrastando los valores de tiempo medio de
supervivencia de las diferentes tallas y temperaturas experimentaliesndperna fortunebajo condiciones

de anoxia (Capitulo 2, Anoxia). Los datos no fueron transformados. SC: suma de cuadrados; GL: grados de
libertad; MC: media de cuadrados; F: distribucion de Fisher; p: valor de probabilidad(;06. Los valores
significativos (p<0,05) se destacanreryritas.

SC GL mMC F o]
Juveniles: 20 vs 27°C 38,6 38,6 104,1 0,001
Error 15 0,4
Adultos: 20 vs 27°C 254.9 2549 412,1 0,000
Error 2,5 0,6

r
4
1
4

20°C: Juveniles vs Adultos 94,4 1 94,4 124,6 0,000
4
1
4

Error 3,0 0,8

27°C: Juveniles vs Adultos 0,0 0,0 0,0 0,944
Error 0,9 0,2

Tabla A2-7. Resultados del test de ANOVA de una via contrastando los valores de 100% de mortalidad de
las diferentes tallas y temperaturas experimentaletirdaoperna fortuneibajo condiciones de anoxia
(Capitulo 2, Anoxia). Los datos no fueron transfatosa SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad;
MC: media de cuadrados; F: distribucién de Fisher; p: valor de probabilidad=th05. Los valores
significativos (p<0,05) se destacanresyritas.

SC GL MC F p
Juveniles: 20 vs 27°C 71068,2 1 71068,2 70,6 0,001
Error 4027,2 4 1006,8
Adultos: 20 vs 27°C 315571,8 1 31557,8 123,3 0,000
Error 1023535 4 25584
20°C: Juveniles vs Adultos  64777,5 1 64777,5 33,5 0,004
Error 7725,0 4 1931,2
27°C: Juveniles vs Adultos 1653,0 1 1653,0 1,01 0,371
Error 6535,7 4 1633,9
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Tabla A2-8. Pardmetros estimados + error estandar powoelefo Probit (BenchMark Dose Software, version
1.4.1c) para los valores de tiempo de 50% detatidad (LT50) de las diferentes tallas diennoperna

fortunei bajo condiciones de anoxia a diferentes teaipesis experimentales (Capitulo 2, Anoxia). La
funcion utilizada es P=Norm(Intercepcién+PendientesiBp donde P es el porcentaje de mortalidad
(respuesta), Norm es la funcion de distribucién normal acumulada y Dosis es el tiempo requerido para obtener

la muerte del 50% de los animales.

Intercepcion Pendiente
Adultos (20°C) -3,141+0,090 0,174+0,005
Juveniles (20°C) -6,421+0,288 2,856+0,118
Adultos (27°C) -4,027+0,311 2,5731£0,172
Juveniles (27°C) -3,742+0,258 2,417+0,140
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Tabla A3-1. Temperatura letal aguda dennoperna fortunea diferentes tallas y ritmos de incremento de
temperatura (tratamientos, 1°C/85 y 30 min) a distintas temperaturas experimentales (Capitulo 3,
Temperatura letal). LT50: temperatura requerida pwatar el 50% de los animales (modelo Probit); TMM:
temperatura media de mortalidad; SM100: temperatwasagia para obtener el 100% de mortalidad de los
moluscos.

Temperatura de Ritmo de incremento

aclimatacion de temperatura Talla LT50 TMM SM100
(°C) (1°C/min) (mm) Réplica _ (°C) (°C) (°C)
28 5 6 R1 45,6 47,2 49,0
R2 45,3 46,5 49,0
R3 46,0 46,7 47,0
20 R1 46,2 47,4 49,0
R2 45,1 47,0 48,0
R3 44,9 47,0 50,0
15 6 R1 44,2 44,9 45,0
R2 44,5 45,3 45,5
R3 44,3 45,2 46,0
20 R1 43,6 44,2 45,0
R2 43,5 44,3 45,5
R3 43,8 44,4 45,0
30 6 R1 43,1 43,6 44,5
R2 43,2 43,9 44,0
R3 43,1 43,8 44,5
20 R1 42,9 43,5 44,0
R2 42,3 43,1 44,0
R3 42,5 42,8 43,5
23 5 6 R1 46,0 47,6 49,0
R2 45,9 47,6 48,0
R3 453 46,1 48,0
20 R1 45,8 47,4 50,0
R2 45,9 471 49,0
R3 45,4 47,6 49,0
15 6 R1 44,0 44,5 45,5
R2 441 44,8 46,0
R3 44,3 45,1 46,0
20 R1 44,0 44,5 45,0
R2 43,8 44,6 45,0
R3 43,6 44,3 45,0
30 6 R1 43,3 44,0 44,5
R2 43,2 43,6 44,5
R3 43,3 43,9 44,0
20 R1 42,7 43,4 44,0
R2 42,9 43,4 44,0
R3 42,9 43,2 43,5
12 5 6 R1 46,0 48,6 51,0
R2 46,1 47,9 50,0
R3 45,8 47,2 49,0
20 R1 48,2 49,4 51,0
R2 47,0 48,5 50,0
R3 46,8 48,5 50,0
15 6 R1 43,5 44.8 46,0
R2 43,5 44,4 45,0
R3 44,1 44,5 45,0
20 R1 43,9 45,0 46,0
R2 43,6 44,4 45,0
R3 43,7 44 1 44,5
30 6 R1 42,2 42,9 43,5
R2 42,5 42,7 43,5
R3 42,4 43,0 43,5
20 R1 42,5 43,0 43,5
R2 42,7 43,2 43,5
R3 42,5 43,3 44,0

113



APENDICE

Tabla A3-2. Resultados del test de ANOVA de 3 vias contrastando los valores de temperatura causantes del
50% de mortalidad deéimnoperna fortuneipara diferentes tallas (6 y 20 mm), ritmos de incremento de
temperatura (tratamientos; 1°C/5, 15 y 30 min) y temperaturas de aclimatacién (12, 23 y aghao(G,
Temperatura letal). Los datos no fueron transformados. SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; MC:
media de cuadrados; F: distribucién de Fisher; p: valor de probabilidad-0db. Los valores significativos
(p<0,05) se destacan argritas.

SC GL MC F P

Aclimatacion 0,3 2 0,2 15 0,233
Tratamiento 93,5 2 46,8 471,8 0,000
Talla 0,1 1 0,1 0,6 0,444
Aclimatacion*Tratamiento 5.1 4 1.3 12,9 0,000
Aclimatacion*Talla 25 2 1.3 12,6 0,000
Tratamiento*Talla 14 2 0,7 7.0 0,003
Aclimatacion*Tratamiento*Talla 0,5 4 0,1 1.3 0,292
Error 3,6 36 0,1

Tabla A3-3. Resultados del test de ANOVA de 3 vias contrastando los valores de temperatura de mortalidad
media deLimnoperna fortuneipara diferentes tallas (6 y 20 mm), ritmos de incremento de temperatura
(tratamientos; 1°C/5, 15 y 30 min) y temperaturas de aclimatacién (12, 23 y 28°C) (Capitulo 3, Temperatura
letal). Los datos no fueron transformados. SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; MC: media de
cuadrados; F: distribucion de Fisher; p: valor de probabilidad=005. Los valores significativos (p<0,05)

se destacan eregritas.

SC GL MC F P

Aclimatacion 0,6 2 0,3 2.2 0,129
Tratamiento 164,6 2 82,3 612,3 0,000
Talla 0,0 1 0,0 0,4 0,555
Aclimatacion*Tratamiento 6,9 4 1,7 12,9 0,000
Aclimatacion*Talla 1.4 2 0,7 52 0,010
Tratamiento*Talla 2,2 2 1,1 8,3 0,001
Aclimatacion*Tratamiento*Talla 0,1 4 0,0 0,3 0,893
Error 48 36 0,1
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Tabla A3-4. Resultados del test de ANOVA de 3 vias cordirachh los valores de temperatura para obtener el
100% de mortalidad deimnoperna fortunepara diferentes tallas (6 y 20 mm), ritmos de incremento de
temperatura (tratamientos; 1°C/5, 15 y 30 min) y temperaturas de aclimatacién (12, 23 y aghao(G,
Temperatura letal). Los datos no fueron transformados. SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; MC:
media de cuadrados; F: distribucién de Fisher; p: valor de probabilidad-0d®b. Los valores significativos
(p<0,05) se destacan argritas.

SC GL MC F p

Aclimatacion 0,9 2 0,4 1,3 0,277
Tratamiento 271,7 2 135,8 401,9 0,000
Talla 0,0 1 0,0 0,0 0,907
Aclimatacion*Tratamiento 8,3 4 2A 6,1 0,001
Aclimatacion*Talla 0,1 2 0,1 0,2 0,838
Tratamiento*Talla 32 2 1,6 4.8 0,014
Aclimatacion*Tratamiento*Talla 1,0 4 0,3 0,8 0,562
Error 12,2 36 0,3

115



APENDICE

Tabla A3-5. Temperatura a la cual se observo la mayor proporcion de mejillones filtrando (Temperatura
preferida de filtrado), los porcentajes correspondientes de animales filtrando a dicha temperatura (Actividad)
y la temperatura maxima a la cual se observaroillongis filtrando (Maxima temperatura de filtrado) para
diferentes tallas, ritmos de incrementat@imperatura y temperaturas de aclimataciéhiehmoperna fortunei
(Capitulo 3, Temperatura letal).

Temperatura Ritmo de Temperatura preferida Maxima
de Incremento de de filtrado temperatura
Aclimataciéon Temperatura Talla Temperatura Actividad de filtrado
(°C) (min/1°C) (mm) Réplica (°C) (%) (°C)
28 5 6 R1 33 90 37
R2 34 90 40
R3 35 80 40
20 R1 33 90 37
R2 34 90 38
R3 34 90 38
15 6 R1 30 60 36
R2 31 80 37
R3 32 50 38
20 R1 33 90 36
R2 33 90 36
R3 32 80 37
30 6 R1 32 50 37
R2 30 70 37
R3 30 50 38
20 R1 29 50 37
R2 29 30 37
R3 30 90 39
23 5 6 R1 36 5 36
R2 27 5 27
R3 23 5 23
20 R1 24 50 31
R2 31 15 34
R3 34 5 34
15 6 R1 35 15 36
R2 35 30 36
R3 35 40 38
20 R1 26 35 33
R2 33 25 37
R3 35 75 37
30 6 R1 28 90 38
R2 29 100 38
R3 30 100 38
20 R1 34 90 37
R2 35 100 38
R3 32 80 38
12 5 6 R1 14 S 14
R2 31 15 33
R3 29 75 33
20 R1 15 90 16
R2 16 10 32
R3 20 45 33
15 6 R1 25 5 25
R2 33 25 35
R3 34 15 35
20 R1 14 10 32
R2 25 35 34
R3 30 10 34
30 6 R1 33 10 33
R2 36 20 37
R3 28 25 33
20 R1 29 30 35
R2 28 30 34
R3 33 15 37
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Tabla A3-6. Resultados del test de ANCOVA contrastando los valores de la temperatura a la cual se observo
la mayor proporcién de mejillones filtrando a diferentes tallas (6 y 20 mm), ritmos de incremento de
temperatura (tratamientos; 1°C/5, 15 y 30 min) y temperaturas de aclimatacion (12, 23 y 28¥@pderna

fortunei El porcentaje de animales filtrado (Actividad) fue utilizado como covariable (Capitulo 3,
Temperatura letal). Los datos no fueron transformados. SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; MC:
media de cuadrados; F: distribucion de Fisher; p: valor de probabilidad-0@5. Los valores significativos
(p<0,05) se destacan argritas.

SC GL MC F p

Actividad 3.9 1 3.9 0,4 0,536
Aclimatacién 63,5 2 31,8 3,2 0,054
Tratamiento 30,1 2 15,0 1,5 0,235
Talla 19,1 1 19,1 1,9 0,175
Aclimatacion*Tratamiento 147 .9 4 37,0 3,7 0,014
Aclimatacién*Talla 71,1 2 35,6 3,6 0,040
Tratamiento*Talla 20,1 2 10,1 1,0 0,374
Aclimatacion*Tratamiento*Talla 73,1 4 18,3 1,8 0,146
Error 307,3 31 9,9

Tabla A3-7. Resultados del test de ANOVA de 3 factoresemténdo los valores de temperatura maxima en
la cual se observaron mejillones filtrando a difegentallas (6 y 20 mm), ritmos de incremento de
temperatura (tratamientos; 1°C/5, 15 y 30 min) y temperaturas de aclimatacion (12, 23 y 28¥@pgderna
fortunei (Capitulo 3, Temperatura letal). Los datos nerén transformados. SC: suma de cuadrados; GL:
grados de libertad; MC: media de cuadrados; F: distribucion de Fisher; p: valor de probabilida@,@bn
Los valores significativos (p<0,05) se destacanegritas.

SC GL MC F p

Aclimatacion 104 .4 2 522 34,7 0,000
Tratamiento 15,9 2 7.9 9.3 0,011
Talla 5.2 1 5.2 3,4 0,073
Aclimatacion*Tratamiento 23,2 4 5,8 3,9 0,012
Aclimatacion*Talla 1,0 2 0,5 0,3 0,729
Tratamiento*Talla 6,3 2 3.2 2.1 0,141
Aclimatacion*Tratamiento*Talla 2,1 4 0,5 0,5 0,844
Error 452 30 1,5
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Tabla A3-8. Prueba gosterioride Tukey (valores de probabilidad aor0,05) de los resultados del test de
ANOVA de 3 factores contrastando los valores de temperatura maxima en la cual se observanoeamejill
fitrando a diferentes ritmos de incremento de temapea (Tr; 1°C/5, 15 y 30 min) y temperaturas de
aclimatacioén (Ac; 12, 23 y 28°C) dlimnoperna fortune{Capitulo 3, Temperatura letal). Los datos no fueron
transformados. Los valores significativos (p<0,05) se destagaegeitas.

Ac Tr 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 412 & 0,873 0,320 0611 0,012 0,000 0,000 0,003 0,000
2 12 15 0,873 0974 0999 0,160 0,001 0,000 0,040 0,003
3 12 30 0,320 0,974 1,000 0,630 0,005 0,001 0,233 0,018
4 23 5 0611 0999 1,000 0,848 0,074 0,023 0,557 0,149
5§ 23 15 0,012 0,160 0,630 0,848 0,345 0,093 0,998 0,630
6 23 30 0,000 0,001 0,005 0074 0,345 0,998 0,772 1,000
7 28 5 0,000 0,000 0,001 0,023 0,093 0,998 0,345 0,956
8 28 15 0,003 0,040 0,233 0,557 0,998 0,772 0,345 0,956
9 28 30 0,000 0,003 0,018 0,149 0,630 1,000 0,956 0,956

Tabla A3-9. Pardmetros estimados + error estandar poioéleto Probit (BenchMark Dose Software, version
1.4.1c) para los valores de temperatura de 50% de dadgLT50) de las diferentes tallas, temperaturas de
aclimatacion e incrementos de temperaturaLioenoperna fortunei(Capitulo 3, Temperatura letal). La
funcién utilizada es P=Norm(Intercepcién+PendientesiBp donde P es el porcentaje de mortalidad
(respuesta), Norm es la funcién de distribucién normal acumulada y Dosis es la temperatura requerida para
obtener la muerte del 50% de los animales.

Incremento de

Temperatura de temperatura Talla
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aclimatacion (oc) (1°C!min) (mm) Intercepcién Pendiente
12 5 6 -34,011+9,785 0,740+0,214
20 -31,868+2,988 0,675+0,069

15 6 -61,517+12,202 1,406+0,275

20 -67,070+18,393 1,534+0,422

30 6 -86,196+13,647 2,033+0,319

20 -81,584+11,712 1,915+0,271

23 5 6 -43,416+3,718 0,949+0,077
20 -38,170+16,409 0,834+0,205

15 6 -68,543+12,416 1,554+0,284

20 -73,495+13,934 1,676+0,315

30 6 -94,681+4,676 2,189+0,110

20 -101,789+10,159 2,377+0,237

28 5 6 -32,746+3,950 0,717+0,084
20 -28,103+1,462 0,619+0,035

15 6 -69,102+2,425 1,658+0,057

20 -64,128+6,201 1,469+0,140

30 6 -74,998+10,058 1,740+0,234

20 72,806+14,895  1,709+0,344
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Tabla A3-10. Tiempo letal crénico deLimnoperna fortunei expuesto a diferentes temperaturas
experimentales (tratamiento) a distintas tallas y temperaturas de aclimatacion (Capitulo 3, Temperatura letal).
LT50: tiempo requerido para matar el 50% de los animales (modelo Probit); TSM: tiempo de supervivencia
medio; SM100: tiempo necesapara obtener el 100% de rnedidad de los moluscos.

Aclimatacion 12°C Aclimatacion 28°C
Tratamiento Talla Réplica LT50 TSM SM100 LT50 TSM SM100
34 7 R1 36,0 941 288,7 419,6 464,9 604,4

R2 285 2042 4540 357,8 409,1 5718

R3 100,0 220,6 4540 340,3 3788 604,4

21 R1 174 1292 2887 3271 3866 5491

R2 76,9 183,8 380,5 3311 3698 5491

R3 943 2052 4540 3664 4264 6443

36 7 R1 157 215 26,5 556 715 899
R2 135 202 25,0 521 69,6 90,7

R3 16,2 217 26,5 77,0 1041 1392

21 R1 19,2 226 26,5 537 789 1132

R2 188 216 25,0 519 763 1164

R3 19,6 220 25,0 68,9 97,1 1392

38 7 R1 136 15,0 16,5 1,0 12,7 15,0
R2 12,8 14,0 15,0 10,9 12,7 15,5

R3 1,1 12,6 13,5 134 152 17,0

21 R1 133 14,9 16,5 101 11,2 12,0

R2 125 14,0 15,5 131 14,8 17,5

R3 10,8 126 13,5 136 151 17,5

40 7 R1 3.8 44 5,0 43 4.8 5,5
R2 3,3 3,9 4,5 4.6 4.6 55

R3 3,1 3,6 4,0 4.4 4.5 55

21 R1 3.8 4.3 5,0 3.3 4,0 5,0

R2 3,6 41 4,5 3,3 3.4 4,5

R3 3,2 4,0 5,0 3,8 3,7 5,0

41 7 R1 2,1 2,6 3,0 24 2,7 3.0
R2 1.9 2,2 2,5 27 3,0 3.5

R3 2,0 2,2 2,5 23 2,8 3,5

21 R1 21 2,4 2,8 1,7 21 2,8

R2 1,5 1,8 2,3 2,2 2,6 3,0

R3 2,0 23 2,8 1,9 2,3 3,0

42 7 R1 1,0 1,3 1.5 1,2 1,3 1,7
R2 0,9 1,2 1,5 1,3 1,4 1,7

R3 1,0 1,2 1,5 1,3 1,4 1,7

21 R1 1.1 1.4 1.8 0,7 0,9 1,2

R2 1,0 1,2 1.5 0,8 0.9 1,2

R3 1,3 1,5 2,0 0,7 0.8 1,2

43 7 R1 0,4 0,5 0,7 0,6 0,8 1,0
R2 0,5 0,7 0,8 0,5 0,7 0,8

R3 0,5 0.8 0,8 0,6 0.8 1,0

21 R1 0,6 0.9 1,3 0,5 0.7 0,8

R2 0,6 0,8 1,0 0,5 0,7 1,0

R3 0,6 0.8 1,0 04 0,6 0,8
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Tabla A3-11. Resultados del test de ANOVA de 3 factores contrastando los valores de temperatura letal
cronica ddLimnoperna fortune{Tratamiento, temperaturas experimentale88 a 43°C) a diferentes tallas (7

y 21 mm) y temperaturas de aclimatacién (12 y 28°C). Los contrastes se regimaseparado expresando

los valores de temperatura letal como el tiempo neoepara matar al 50% de los animales (LT50), el
tiempo de supervivencia medio (TSM) y el tiempo requerido para matar al 100% de los moluscos (SM100)
(Capitulo 3, Temperatura letal). Los datos no fueron transformados. SC: suma de cuadrados; GL: grados de
libertad; MC: media de cuadrados; F: distribucion de Fisher; p: valor de probabilidad®;065. Los valores
significativos (p<0,05) se destacanresyritas.

SC GL MC F p

LT50 Aclimatacion 0,1 1 0.1 0,1 0,714
Talla 0,4 1 0,4 0,8 0,377
Tratamiento 1103,1 4 275,8 583,2 0,000
Aclimat*Talla 0,4 1 04 0,8 0,392
Aclimat*Tratamiento 1.3 4 0,3 0,7 0,607
Talla*Tratamiento 0,6 4 0,1 0,3 0,873
Aclimat*Talla*Tratamiento 1,5 4 0,4 0,8 0,548

Error 18,9 40 0,5
TSM Aclimatacion 0,0 1 0,0 0,0 0,939
Talla 0,4 1 04 0,7 0,411
Tratamiento 1374,8 4 343,7 665,0 0,000
Aclimat*Talla 0,7 1 0,7 1.4 0,241
Aclimat*Tratamiento 0,7 4 0,2 0,3 0,855
Talla*Tratamiento 0,5 4 0,1 0,2 0,918
Aclimat*Talla*Tratamiento 0,7 4 0,2 0,3 0,853

Error 20,7 40 0,5
SM100 Aclimatacion 1,2 1 1,2 1,5 0,234
Talla 0,1 1 0,1 0,1 0,742
Tratamiento 1698,6 4 4247 512,6 0,000
Aclimat*Talla 1,2 1 12 1.5 0,235
Aclimat*Tratamiento 1,8 4 0,4 0,5 0,711
Talla*Tratamiento 0,3 4 0,1 0,1 0,987
Aclimat*Talla*Tratamiento 0,3 4 0,1 0,1 0,987

Error 33,1 40 0,8
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Tabla A3-12. Resultados del test de ANOVA de 2 vias contrastando los valores de temperatura letal crénica
de Limnoperna fortune{Tratamiento, temperaturas experimentales de 34 y 36°C) a diferentes tallas (7 y 21
mm) y temperaturas de aclimatacion (12 y 28°C). Los contrastes se realizaron por separado para cada
temperatura experimental expresando los valores destatupa letal como el tiempo necesario para matar al

50% de los animales (LT50), el tiempo de supervivencia medio (TSM) y el tiempo requerido @aral mat

100% de los moluscos (SM100) (Capitulo 3, Temperatura letal). Los datos no fueron transformados. SC:
suma de cuadrados; GL: grados de libertad; MC: media de cuadrados; F: distribucion de Fislmrdp: v
probabilidad com=0,05. Los valores significativos (p<0,05) se destacaregritas.

SC GL MC F p

34°C  LT50 Aclimatacion 266769,7 1 266769,7 198,6 0,000
Talla 396,8 1 396,8 0,3 0,602
Aclimatacion*Talla 11447 1 1144,7 0,9 0,383

Error 10747,2 8 1343,4
TSM Aclimatacion 163004,6 1 163004,6 72,3 0,000
Talla 415,0 1 415,0 0,2 0,679
Aclimatacion*Talla 398,6 1 398,6 0,2 0,685

Error 18029,6 8 2253,7
SM100 Aclimatacion 120634,8 1 120634,8 25,0 0,001
Talla 1037,3 1 1037,3 0,2 0,656
Aclimatacion*Talla 104,6 1 104,6 0,0 0,887

Error 38681.,8 8 4835,2
36°C LT50 Aclimatacion 9,1 1 9.1 2345 0,000
Talla 0,0 1 0,0 1,3 0,290
Aclimatacion*Talla 0,1 1 0,1 3,1 0,117

Error 0,3 8 0,0

TSM Aclimatacion 11273,2 1 11273,2 89,1 0,000
Talla 8,2 1 8,2 0,1 0,806
Aclimatacion*Talla 15 1 1.5 0,0 0,915

Error 1012,4 8 126,6
SM100 Aclimatacion 237541 1 237541 95,1 0,000
Talla 188,8 1 188,8 0,8 0,410
Aclimatacion*Talla 213.4 1 213,4 0,9 0,382

Error 1998,0 8 249,8
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Tabla A3-13. Pardmetros estimados + error estandar por el modelo Probit (BenchMark Dose Software,
version 1.4.1c) para el calculo de los valores de tiempo de 50% de mortalidad (LT50) de las diferentes tallas,
temperaturas de tratamiento y temperaturas de aclimatacidmdeperna fortune{Capitulo 3, Temperatura

letal). La funcion utilizada es P=Norm(Intercepci®endiente*Dosis), donde P es el porcentaje de
mortalidad (respuesta), Norm es la funcion de distribucion normal acumulada y Dosis es el tiempo requerido
para obtener la muerte del 50% de los animales.

Aclimatacion Tratamiento Talla
(°C) (°C) (mm)  Intercepcién Pendiente

12 34 7 -0,765+0,357 0,016+0,011
21 -0,601+0,150 0,007+0,001

36 7 -2,670+0,127 0,177+0,006

21 -5,535+0,185 0,288+0,006

38 7 -9,654+0,731 0,783+0,099

21 -8,476+0,432 0,702+0,078

40 7 -5,741+0,801 1,708+0,264

21 -5,483+0,066 1,563+0,094

41 7 -5,943+0,324 2,986+0,120

21 -5,505+0,624 2,961+0,203

42 7 -4,851+0,117 4,925+0,172

21 -3,457+0,339 3,109+0,420

43 7 -3,778+0,313 7,684+0,498

21 -3,682+0,114 6,311+£0,112

28 34 7 -3,404+0,692 0,009+0,002
21 -2,396+0,118 0,007+0,001

36 7 -3,184+0,341 0,053+0,009

21 -3,243+0,640 0,055+0,006

38 7 -5,657+0,324 0,484+0,034

21 -8,408+2,868 0,742+0,328

40 7 -7,028+0,918 1,584+0,179

21 -4,547+0,576 1,300+0,103

41 7 -5,962+1,092 2,413+0,463

21 -3,964+0,738 2,012+0,201

42 7 -4,204+0,252 3,418+0,114

21 -2,854+0,309 3,914+0,309

43 7 -3,121+0,175 5,611+£0,430

21 -2,743+0,292 5,548+0,326
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Tabla A4-1. Mortalidad y movilidad de larvas demnoperna fortuneil distintas dosis de radiacién UVc
(254 nm) y periodos de postexposicién recolectadas durante la primavera (22,5-23,5°C) y el verano (24,6-
27°C) (Capitulo 4, Radiacién UVJrat: tratamiento; R: réplicas.

Mortalidad (%) Movilidad (%)
Temperatura
recoleccion Dosis 5 24 48 72 5 24 48 72
(°C) Trat {mWs!cmz) R min hs hs hs min hs hs hs
22,5-23,5 Control 1,2 0 R1 0,0 00 00 0,0 100,0 100,0 80,0 90,0

rR2 00 00 00 00 1000 1000 900 90,0

R3 00 00 00 00 1000 900 900 800

Control 3,4 0 rR1 00 00 100 91 1000 800 800 727
R2 0,0 00 91 9,1 90,0 800 727 727

R3 00 00 00 00 1000 100,0 90,0 1000

1 133 rR1 00 00 182 200 545 455 273 200
rR2 00 00 91 182 455 818 545 455

R3 00 00 182 182 545 818 364 455

R4 00 00 00 10,0 545 700 364 400

R6 00 182 545 545 455 6545 182 9,1

2 172 rR1 0,0 100 27,3 300 0,0 300 273 200
R2 0,0 455 500 50,0 00 273 00 100

R3 00 273 364 364 91 455 364 182

R4 0,0 273 700 700 0,0 364 100 100

R5 0,0 9,1 400 400 9,1 455 200 200

3 198 R1 0,0 545 636 818 0,0 0,0 9,1 0,0
R2 0,0 636 727 818 0,0 182 182 0,0

R3 0,0 364 545 818 9,1 273 9.1 0,0

R4 0,0 364 818 818 0,0 364 0,0 0,0

R5 0,0 818 909 909 9,1 0,0 0,0 0,0

4 226 R1 00 818 818 1000 0,0 0,0 0,0 0,0
R2 0,0 727 818 1000 0,0 0,0 0,0 0,0

R3 0,0 818 909 1000 0,0 9,1 0,0 0,0

R4 0,0 636 1000 1000 0,0 273 00 0,0

R5 00 455 818 1000 00 455 00 0,0

24,6-27 Control 1,3 0 rR1 00 00 00 10,0 100,0 100,0 800 80,0
rR2 00 00 100 10,0 1000 90,0 900 90,0

R3 00 00 00 00 1000 900 1000 900

Control 2,4 0 rR1 00 00 00 10,0 100,0 900 800 800
rR2 00 00 00 10,0 1000 900 800 900

R3 00 00 00 00 1000 800 800 900

1 95 Rt 00 00 100 10,0 800 70,0 500 70,0
rR2 00 00 00 200 300 90,0 900 600

R3 00 00 182 60,0 455 80,0 636 200

R4 00 00 91 200 400 80,0 818 600

R5 00 00 00 100 727 70,0 900 500

2 114 R1 00 300 400 400 200 60,0 500 200
rR2 00 300 400 50,0 200 50,0 300 200

R3 00 0,0 30,0 50,0 200 800 400 200

R4 00 273 60,0 70,0 30,0 455 100 100

R5 00 182 40,0 600 100 636 300 100

3 133 R1 00 400 60,0 800 200 500 200 00
R2 00 364 455 60,0 100 273 9,1 10,0

R3 00 10,0 20,0 50,0 30,0 60,0 20,0 10,0

R4 00 400 70,0 800 300 500 200 00

R5 00 364 818 909 100 455 182 00

4 156 R1 00 818 1000 1000 10,0 0,0 00 00
R2 00 700 90,0 1000 0,0 200 100 00

R3 00 72,7 100,0 100,0 0,0 182 00 00

R4 00 90,0 100,0 1000 0,0 0,0 00 00

R5 00 400 70,0 1000 0,0 500 100 0,0
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Tabla A4-2. Resultados del test de ANOVA de medidas repetidas contrastando los efectos sobre la
mortalidad a diferentes dosis de radiacion UV (Tratamiento) a distintos periodos de postex(R$)cim

larvas delLimnoperna fortune{Capitulo 4, Radiacién UV). Los contrastse realizaron por separado para
cada temperatura de recoleccion de las muestras yaiae22,5-23,5°C y verand4,6-27°C). Los datos no
fueron transformados y los controles no han sido incluidos en el andlisis. SC: suma de cuadragadps

de libertad; MC: media de cuadrados; F: distribucion de Fisher; p: valor de probabilidad0c@b. Los
valores significativos 0,05) se destacan amgritas.

SC GL MC F p
22,5-23,5°C Tratamiento 44274 1 3 14758,0 33,8 0,000
Error 6989,5 16 436,8
R1 6929,5 2 3464,8 40,8 0,000
R1*Tratamiento 318,8 6 53.1 0,6 0,708
Error 27143 32 84,8
24,6-27°C Tratamiento 46311,6 3 15437,2 36,3 0,000
Error 6799,0 16 4249
R1 9941,0 2 4970,5 53,5 0,000
R1*Tratamiento 559,2 6 93,2 1,0 0,441
Error 2975,5 32 93,0

Tabla A4-3. Resultados del test de ANOVA de medidas repetidas contrastando los efectos sobre la movilidad
a diferentes dosis de radiacion UV (Tratamiento) a distintos periodos de postexposicion (R1) de larvas de
Limnoperna fortunei(Capitulo 4, Radiaciéon UV). Los contrastes realizaron por separado para cada
temperatura de recoleccion de las muestras (prima@2,5-23,5°C y veran@4,6-27°C). Los datos no

fueron transformados. SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; MC: media de cu&drados;
distribucion de Fisher; p: valor de probabilidad ae0,05. Los valores significativos (p<0,05) se destacan en
negritas.

SC GL MC F p

22,5-23,5°C Tratamiento 1142440 5 22848,8 106,5 0,000
Error 4292 4 20 2146

R1 4376,9 3 1459,0 21,2 0,000

R1*Tratamiento 3886,2 16 2591 3,8 0,000
Error 41246 60 68,7

24,6-27°C Tratamiento 101898,0 5 20379,6 149,2 0,000
Error 2731,0 20 136,5

R1 6557,6 3 2185,9 17,2 0,000

R1*Tratamiento 6228,9 15 415,3 3,3 0,001
Error 7604,8 60 126,7
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Tabla A4-4. Andlisis aposterioride Tukey (valores de probabilidad aorD,05) de los resultados del test de
ANOVA de medidas repetidas contrastandodéextos en la movilidad de larvas dennoperna fortunea
diferentes dosis de radiaci UV (Tratamiento [mWs/cff) (Capitulo 4, RadiaciémJV). Los contrastes se
realizaron por separado para cada temperatur@&atgeccion de las muestras (primavera, 22,5-23,5°C y
verano, 24,6-27°C). Los datos neefan transformados. Los valores sigaitivos (p<0,05) se destacan en
negritas.

Tratamiento 1 2 3 4 5 6
22,5-23,5°C 1 Control 1,2 0,912 0,000 0,000 0,000 0,000
2 Control 3,4 0,912 0,000 0,000 0,000 0,000
3 133 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
4 172 0,000 0,000 0,000 0,151 0,048
5 198 0,000 0,000 0,000 0,151 0,991
6 226 0,000 0,000 0,000 0,048 0,991
24,6-27°C 1 Control 1,3 0,949 0,000 0,000 0,000 0,000
2 Control 2,4 0,949 0,001 0,000 0,000 0,000
3 95 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000
4 114 0,000 0,000 0,000 0,121 0,000
5 133 0,000 0,000 0,000 0,121 0,004
6 156 0,000 0,000 0,000 0,000 0,004
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