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Analisis de los niveles de metales pesados (Pb, Cu, Ct, Zn, Niy Cd) y

aspectos reproductivos del delfin franciscana (Pontoporia blainvillei)

El delfin franciscana, Pontoporia blainvillei es un pequefio cetaceo endémico de las costas del
Océano Atlantico Sudoccidental de habitos marino-costeros. La especie fue considerada
"Vulnerable" por la IUCN. EI objetivo de la presente tesis fue obtener nueva informacién
cientifica acerca de la presencia y acumulaciéon de metales pesados y estudiar aspectos
reproductivos en el delfin franciscana que habita en el sur de la provincia de Buenos Aires.
Se determinaron concentraciones de metales pesados (Cd, Pb, Zn, Cu, Cr y Ni) en el tejido
hepatico (n= 40), renal (n= 39), epitelial (n= 33) y muscular (n= 306) y se estableci6 la
influencia de parametros ecologicos y biolégicos sobre la asimilacién de estos elementos.
La concentraciéon de metales pesados fue determinada por espectrofotometria de absorcion
atébmica y espectrometria de plasma inductivamente acoplado. El estado general de los
individuos fue moderadamente bueno. No se encontraron diferencias entre los tejidos
hepatico y renal en cuanto a los metales detectados (Zn, Cu y Cd). El Cd presenté mayor
concentracion en el rifion, mientras que el Cu y el Zn en el higado. El sexo no afect6 las
concentraciones de Zn, Cu y Cd en el higado, mientras que influyé sobre el Cu y el Zn en
el rifién. El Zn y el Cu no se correlacionaron significativamente con la talla, peso y edad.
Mientras que el Cd sf lo hizo, de forma positiva con la edad, talla y peso. El estado de
madurez sexual de los ejemplares influyé dnicamente sobre la acumulaciéon del Cd en el
higado. Mientras que en el rifén influyé sobre el Cu y el Zn. El estado de condicién podria
afectar los niveles de Zn. En la piel el Zn resulté mayoritario seguido por el Ni. El Zn, en
piel, fue afectado significativamente por el sexo, la edad y el estado de madurez de los
ejemplares, mientras que el Ni no lo fue. No se encontraron diferencias significativas entre

las localidades analizadas para las concentraciones de los metales pesados. Estas



concentraciones resultaron las mds bajas a lo largo de toda la distribucién geografica de la
especie. El peso combinado y medio de los testiculos y el indice de madurez sexual
resultaron buenos indicadores del estado de madurez. La edad, talla y peso medios de
madurez fueron: 2,92-3,54 afios, 126,19-126,26 cm y 23,47-23,75 kg respectivamente.

Pontoporia blainvillei podria tener un sistema de apareamiento monogamico

Palabras Claves: Metales traza, edad, madurez sexual, condicién corporal, Buenos Aires,

Argentina.



Heavy metals levels (Pb, Cu, Cr, Zn, Ni y Cd) and reproductive aspects

of franciscana dolphin (Pontoporia blainvillei)

The franciscana dolphin, Pontoporia blainvillei is a small cetacean endemic to the
southwestern Atlantic Ocean shores of coastal and marine habits. The species was
considered "Vulnerable" by IUCN. The objective of this thesis was to obtain new scientific
information about the presence and accumulation of heavy metals and study of
reproductive traits in the franciscana dolphin that lives in southern Buenos Aires province.
The levels of heavy metals (Cd, Pb, Zn, Cu, Cr and Ni) in liver (n= 40), kidney (n= 39),
epithelial (n= 33) and muscle (n= 36) tissues were determinate, and the influence of
ecological and biological parameters on the assimilation of these elements was established.
Histological standardized methods were used to determine age of the animals. It was, also,
estimated different body condition indexes. The levels of heavy metals were determined by
atomic absorption and by inductively coupled plasma spectrometry. The overall status of
the individuals was moderately good. There were no differences between liver and kidney
tissues in terms of metal detected (Zn, Cu and Cd). In addition, Cd was the only metal
found in highest concentration in the kidney, whereas Cu and Zn were more frequent in
the liver. Sex did not affect the levels of Zn, Cu and Cd in the liver, while influenced Cu
and Zn in the kidney. Zn and Cu were not significantly correlated with the size, weight and
age. In contrast Cd was positively influenced by age, length and weight of the specimens in
both liver and kidney. The condition state of the dolphins could affect Zn levels. On skin
Zn was found in highest concentration followed by Ni. Zn, on skin, was significantly
affected by sex, age and maturity of the specimens, while the Ni did not. The area of origin
did not strongly influence the levels of metals in the studied organs. The concentration

values found in the tissues were the lowest throughout the entire distribution of the
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species. The combined weight and the testicular index of maturity were reliable indicators
of sexual maturity, whereas testis length and median testicular diameters of the dolphins
were not. Age, length and weight at attainment of sexual maturity were 2.92-3.54 years,
126.19-126.26 cm and 23.75-23.47 kg. Pontoporia blainvillei could have a monogamous

mating system.

Key words: trace metals, age, sexual maturity, body condition, Buenos Aires, Argentina.
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CAPITULO 1

Introduccion general

1-1 Biologia y ecologia del delfin franciscana Pontoporia blainvillei

El delfin franciscana, Pontoporia blainville, es uno de los delfines mas pequenos (Figura 1-1)
y es una especie que habita en aguas marino-costeras y ocasionalmente en estuarios
(Praderi, 1989). Es endémico de América del Sur y, si bien se lo considerada miembro del
grupo de los delfines de rio, al cual pertenecen ademas el delfin del Rio Amazonas o Boo, el
delfin chino del Rio Yangtzé o Baji, el delfin del Rio Ganges o Susu# y el delfin del Rio
Indo, Platanista minor, actualmente P. blainvillei, no incursiona en el estuario del Rio de La
Plata como lo hacia en el pasado (Monzén y Corcuera, 1991). Se lo encuentra
principalmente en las regiones costeras de la provincia de Buenos Aires, Rio Negro y
Chubut (Crespo e al., 1998). Su distribuciéon se reduce a las aguas de la costa atlantica de
Brasil, Uruguay y Argentina desde Itadnas (18°25°S- 30°42°0), Espiritu Santo, en Brasil
(Siciliano e al, 1994), hasta el Golfo Nuevo (42°35°S- 64°48°0), Chubut, Argentina
(Crespo et al., 1998).

P. blainvilles, habita principalmente dentro de las primeras 5 millas nauticas de la costa,
pudiendo extenderse hasta las 30 millas nauticas (Crespo ez al., 2010). Este delfin presenta
habitos alimenticios especializados y se alimenta principalmente de calamaretes y juveniles
de peces scianidos (Pérez, et al., 1996; 2000; Rodriguez ez al., 2002; Paso Viola ez al., 2009).
Por otro lado, desde hace mas de dos décadas, esta especie de delfin es capturada de forma
accidental en las redes de pesca artesanal (Corcuera, 1994). Para Argentina recientemente,
se estim6 la abundancia poblacional en alrededor de 15.000 ejemplares (Crespo ef al., 2010)

y una mortalidad anual para la costa atlantica de la provincia de Buenos Aires de entre 500
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y 600 individuos (Cappozzo ef al., 2007). En consecuencia, cada afio se remueve entre un
2,5% - 3,6 % (Bordino y Albareda, 2004) de la poblacional por causa de la mortalidad
incidental producto de la pesca artesanal, es decir mas del 2% del total de la poblacion,
limite sostenible para una poblacién de delfines, de acuerdo a lo recomendado por la
Comisién Ballenera Internacional (IWC de sus siglas en inglés, International Whaling
Commission).

En este sentido, la Unién Internacional para la Conservacién de la Naturaleza considera a
esta especie en estado de conservacién "Vulnerable" a lo largo de toda su distribucién, por

enfrentarse a un alto riesgo de extincion en la naturaleza (IUCN, 2010).

Figura 1-1: Aspecto externo de un ejemplar adulto capturado accidentalmente en redes de pesca
artesanal.

Como consecuencia de los problemas de conservaciéon a los que este pequefio ceticeo
enfrenta en todo su rango de distribucién, Secchi y colaboradores (2003) propusieron
dividir el area en cuatro unidades de manejo poblacional (Franciscana Management Areas,
FMAs, Figura 1-2) fundamentadas en informacién genética, morfoldgica, poblacional y de
comportamiento:

FMA I: recientemente subdividida en a y b, e incluye las aguas costeras de los

estados de Espirito Santo y Rio de Janeiro (datos no publicados).

FMA II: que incluye desde Sao Paulo hasta Santa Catalina, Brasil.

FMA III: comprende las aguas costeras de Rio Grande do Sul, Brasil y Uruguay.

FMA 1IV: incluye a las aguas costeras de Argentina.
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Figura 1-2: Distribucién y Areas de Manejo del delfin Franciscana (FMAs). Fuente: Ignacio
Moreno (VII workshop para coordenacgio de pesquisa e conservacio de Pontoporia blainvillei (Gervais
& D’Orbigny, 1844).

Existe mucha informacién sobre biologfa, ecologia, mortalidad, condicién corporal,
aspectos genéticos, morfométricos y reproductivos, al igual que sobre la presencia y efectos
de contaminantes, tanto metalicos como organoclorados. Sin embargo, altn existen
importantes vacios de informacién en ciertas regiones de la distribuciéon de esta especie.
Estos vacios fueron ratificados en el reciente taller de trabajo de franciscana llamado “VII
workshop para coordenacio de pesquisa e conservacao de Pontoporia blainvillei (Gervais &
D’Orbigny, 1844)” celebrado en Octubre de 2010. Entre las principales regiones de las
cuales es escaza la informacion se encuentran Argentina y Uruguay. La falta de informaciéon
resulta de la discontinuidad de los estudios sobre la especie. La presente Tesis abarca varios
afios de estudio en el extremo sur de la distribucion de esta especie de delfin y trata sobre la

presencia de metales pesados en diversos tejidos que resultan de importancia por tratarse
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de barreras metabdlicas y de proteccion de los factores externos. Se analizé, ademas, como
las concentraciones de estos metales pueden ser influenciados por factores biolégicos y
ecoldgicos. La informacién presentada no solo es novedosa sino que resulta de importancia
para la conservacion de esta especie en el extremo de la FMA IV (Cappozo ef al., 2010;
Denuncio ef al., 2010; Negti et al., 2010; Panebianco ef al., 2010; Paso-Viola ez al., 2010;

Pollizzi et al., 2010).

1-2 Objetivos generales

1. Determinar la concentracién de los metales pesados (Pb, Cd, Cr, Zn, Ni y Cu) en
higado, rifién, masculo y piel de delfines franciscanas (Pontoporia blainvillei) provenientes de
del Sur de la provincia de Buenos Aires.

2. Estudiar aspectos reproductivos de machos y hembras de franciscana del sur de

la provincia de Buenos Aires.

1-3 Objetivos particulares

1. Determinar los siguientes parametros bioldgicos: edad, sexo, estado de madurez
sexual, peso y talla en delfines capturados accidentalmente y varados.

2. Relacionar los parametros bioldgicos en estudio con la concentracion de los
metales pesados determinados en los diferentes érganos estudiados.

3. Determinar los indices de condicién corporal y 6rgano-somaticos y analizar su
relacion con los niveles de metales pesados en los tejidos analizados.

4. Determinar el estado de madurez sexual a través del uso de diferentes parametros
morfométricos gonadales y corporales y de técnicas histolégicas: compararlos y determinar

al mas apropiado para la especie en el area de estudio.
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5. Estimar la edad y la talla a la cual se alcanza la madurez sexual en delfines machos
y hembras.
6. Estimar, a partir del estudio de los aspectos reproductivos, el tipo de sistema de

apareamiento que posee esta especie endémica.

1-4 Organizacion de la tesis

Esta Tesis fue organizada en 7 Capitulos. En el Capitulo 1 se brinda una descripcién de los
aspectos generales de la ecologia y biologia de la especie bajo estudio, asi como también los
objetivos generales y particulares. El Capitulo 2 busca introducir al conocimiento de los
antecedentes e informacién previa sobre los objetivos generales propuestos. Los detalles
sobre el area de estudio y sobre la metodologia empleada en la toma de muestras y en la
determinaciéon de la edad y el estado de condiciéon corporal se detallan en el Capitulo 3.
Este Capitulo contiene ademas detalles sobre el area de estudio. El Capitulo 4 se refiere a la
determinaciéon de la presencia y concentraciéon de los metales pesados en higado y rifién,
mientras que el Capitulo 5 se presenta los resultados y discusion sobre la estimacion de los
metales en piel y muasculo. El Capitulo 6 engloba la introduccién, metodologia analitica,
resultados y discusiéon sobre la estimacion de los aspectos reproductivos del delfin
franciscana. Finalmente, el Capitulo 7 enumera las principales conclusiones y

consideraciones finales.



Capitulo 1

1-5 Créditos

Resultados parciales de la presente Tesis de doctorado fueron enviados a diferentes revistas

cientificas para su publicacion, segun el siguiente detalle:

» Panebianco M.V., Negri M.F.;, Cappozzo H.L. Reproductive aspects of male
franciscana dolphins (Pontoporia blainvillel) off Argentina. Enviado a: Journal of
Mammalogy N° de Ref: 11-MAMM-A-196.

* Negri M.F.,, Denuncio P. Panebianco M.V., Cappozzo H.L.
Bycatch of franciscana dolphins Pontoporia blainvillei and artisanal fisheries dynami
c in the southernmost distribution of the species. Enviado a: Brazilian Journal of
Oceanography N° 246. Aceptado con cambios.

* Panebianco M.V., Negri M.F., Marcovecchio J.E., Cappozzo H.L. Metales
pesados en el rinén del delfin franciscana, Pontoporia blainvillei (Cetacea:
Pontoporiidae) y su relaciéon con parametros bioldgicos. Enviado a: Latin
American Journal of Aquatic Research. N° de Ref: Ms 508. Aceptado.

* Negri M.F., Panebianco M.V., Denuncio P., Rodriguez D., Cappozzo, H.L.
Biological parameters of franciscana dolphins, Ponfoporia blainvillei, bycaught in
artisanal fisheries off Argentina. Enviado a: Journal of the Marine Biological
Association of the United Kingdom. N° de Ref: JMBA 03-11-OA-0037.

* Panebianco M.V, Botte S.E., Negri M.FF., Marcovecchio J.E., Cappozzo H.L.
Heavy Metals in liver of the franciscana dolphin (Pontoporia blainvillei) from the
Southern coast of Buenos Aires Province, Argentina. Enviado a: Journal of the
Brazilian Society of Ecotoxicology. Ref. N°:JBSE132_2009. Aceptado. Aparecera

en el Vol 6 N° 1, afio 2012
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Antecedentes y marco tedrico de referencia

2-1 Los metales pesados

Desde 1940 grandes cantidades de metales téxicos y no naturales vertidos en el ambiente
marino han producido accidentes generando fatalidades. Algunos ejemplos son: la
intoxicacion por metil-mercurio en las bahfas de Minimata y Niigata en Japon y en Irak
(Bakir et al., 1973) y segun Nriagu (1990) la entrada de metales pesados a la atmodsfera se ha
triplicado y aun cuadruplicado en el periodo entre 1900 y 1990.

Las fuentes de procedencia de metales pesados pueden ser antropogénicas y/o naturales.
En algunas areas, el componente natural puede ser tanto o mas importante que el
antropogénico (Marcovecchio, 1996). La distribucién de estas sustancias en el medio
permanece relativamente constante debido a la existencia de procesos biolégicos naturales,
tanto de sintesis como de degradacion. LLos metales pesados son componentes naturales de
los océanos y son requeridos por la biota en cantidades pequefias. Las dificultades surgen
cuando aparecen en concentraciones excesivas en los estuarios o en océanos y debido a que
algunos de estos metales presentan una elevada toxicidad aun en bajas concentraciones
pudiendo dafiar o finalizar con la vida vegetal o animal (Dawes, 1991; Shimshock, 1992).
Los principales origenes de éstos contaminantes incluyen las actividades agropecuarias,
portuarias y petroleras, aguas residuales domésticas e industriales; asi como también los que
llegan a través del aire y el escurrimiento natural desde rios y arroyos hasta el mar. En la
mayoria de los casos las sustancias toxicas que ingresan en los sistemas naturales

permanecen en los sustratos por largo tiempo (Botté, 2005).
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Actualmente, el rol de los metales pesados como contaminantes ha sido ampliamente
reconocido ya que constituyen un grave problema debido a los efectos negativos sobre los
ecosistemas (Giordano ef al, 1992). Cuando ingresan a las aguas salobres el peligro lo
constituye su combinacién con compuestos organicos presentes en los sedimentos o con
los iones del agua, y posteriormente su ingreso, a través de organismos filtradores, a los
sucesivos eslabones de las redes alimentarias en donde pueden ocurrir procesos de
bioconcentracién, bioacumulacién y biomagnificacién (Ponce-Velez y Botello, 1991). La
bioacumulacién hace posible identificar areas prioritarias de riesgo mediante el estudio
sostenido en el tiempo de los niveles de contaminantes en mamiferos marinos residentes
(Holden, 1978).

Los metales pesados se dividen en esenciales: cinc (Zn), cobre (Cu), cromo (Cr), niquel
(N1), selenio (Se) y aluminio (Al) y no esenciales: tales como cadmio (Cd), mercurio (Hg) y
plomo (Pb) (Das e al, 2003). Los metales esenciales son necesarios para un crecimiento
normal y pueden encontrarse unidos a proteinas o metaloproteinas (hemoglobinas y
hemocianinas) o libres. El Zn y el Cu han sido identificados como componentes esenciales
en reacciones enzimaticas, no obstante, ambos pueden ser de alta toxicidad si estan
presentes en exceso (Das ef al., 2003). Por otro lado, los metales no esenciales no cumplen
ninguna funcién en el organismo de los ejemplares que los contienen (Das ¢z a/., 2003).

Los delfines se ubican en los niveles tréficos mas altos de la cadena alimenticia del océano,
como depredador de alto nivel tréfico, pueden acumular los contaminantes metales
pesados que se encuentran en las zonas costeras en las que estas especies habitan (Fujise e7
al., 1988; Aguilar y Borrell, 1995). Mediante dicho proceso ocurre la concentraciéon quimica
del contaminante en un organismo con la edad debido a la ingesta, por diferentes rutas de
acceso a las que se encuentra expuesto el individuo en el ambiente, incluyendo la absorcion
por medio de la dieta (Aizpun et al., 2003). Las presas que consumen los organismos, la

estructura tréfica del ecosistema y la longitud de la cadena alimenticia de la que forman
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parte, son factores determinantes en la concentracion de los metales pesados en el
organismo (Cabana ez al., 1994). Uno de los métodos mas difundidos para determinar la
presencia de metales pesados en la biota de ambientes acuaticos es la utilizacion de los
“organismos indjcadores” o “centinelas” que mejor representan al ambiente elegido. Los
mamiferos marinos han sido considerados como centinelas de los mares del mundo (Reif,
2011). Las especies mas adecuadas para realizar un monitoreo sobre los niveles de
contaminacion segun la Agencia de Proteccion Ambiental o EPA (de sus siglas en inglés,
Environmental Protection Agency, 1994) son aquellas que:

1) son endémicas de la region de estudio,

2) se alimentan en el dltimo nivel de la trama tréfica,

3) pueden potencialmente acumular altas concentraciones de contaminantes y

4) su necropsia es viable.
El delfin franciscana resulta un modelo adecuado para ser considerado como especie
centinela porque es endémica de Sudamérica, ocupa los ultimos niveles en las redes troficas
del océano (Rodriguez et al., 2002; Paso-Viola et al., 2010), puede acumular contaminantes
metales pesados (Marcovecchio ez al., 1990; 1994) y su necropsia es viable (Corcuera ef al.,
1994; Cappozzo et al., 2007) a partir de la recuperacion de los ejemplares que mueren en
forma accidental (Negri, 2010). Las ventajas de realizar estudios de contaminantes en esta
especie se ven potenciadas por el hecho que la poblacion estudiada ocupa el extremo sur de
su distribucién formando parte de la FMA IV (Secchi ez 4/, 2003). Es prioritario su estudio,
considerando ademas que en resultados de estudios genéticos recientes realizados por
nuestro laboratorio (Negri, 2010) fue encontrado que los ejemplares que habitan el area de
estudio estan genéticamente diferenciados del resto de los stocks de esta especie en toda su
distribucion.
Los primeros trabajos donde se informé de la presencia de contaminantes metales pesados,

en el delfin franciscana son de hace mas de 25 afios atras (Marcovecchio ez al., 1990; 1994).
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Mas tarde, Gerpe y colaboradores (2002) estudiaron la presencia de metales pesados en
higado y rifién de 18 ejemplares de delfin franciscana provenientes del norte de la provincia
de Buenos Aires; en el mismo afio aparecio el primer trabajo cientifico para el norte de las
costas de Rio de Janeiro (Lailson-Brito ez a/, 2002). En Brasil los trabajos sobre el estudio
de los metales pesados se sucedieron afio tras afio (Kunito e a/, 2004; Dorneles ¢ al., 2007,
Seixas ez al., 2007; 2008; 2009; Carvalho ez al., 2008). En cambio, en Argentina desde el afio
2002 no se han publicado en revistas de interés cientifico actualizaciones sobre este tema

(Panebianco ef al. a; b, en prensa y la presente Tesis).

2-2 Aspectos Reproductivos

Un paso importante para la implementacion de estrategias de conservaciéon viables lo
constituye la comprension de la dinamica de la poblacién bajo estudio. Particularmente, la
estimacion de la edad, la talla y la edad de madurez sexual de los ejemplares estudiados,
pues estos datos ofrecen informacion acerca de las fluctuaciones y tendencias poblacionales
de la especie, ademas de ser utiles para los estudios bioloégicos comparativos con otras areas
u otras especies de delfines afines.

La madurez sexual, definida como la capacidad de fertilizar y ser fertilizado, a partir de la
producciéon de gametas maduras, puede ocurrir a edades mas tempranas en aquellas
poblaciones que poseen bajas densidades de individuos por unidad de area (DeMaster,
1984; Boness ez al., 2002). De esta manera, como la edad de madurez sexual (EMS) es un
parametro denso-dependiente, podria ser utilizado como un indicador de los cambios de la
poblaciéon de una especie que se encuentra sometida a una mortalidad no natural. Algunos
de estos casos han sido informados en la literatura cientifica sobre poblaciones donde la
EMS disminufa como una respuesta a la disminucién en la densidad de individuos

(Lockyer, 1984; Hernandez et al., 1995).
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La primera informacién presente en la bibliografia sobre la biologia de la franciscana data
de la segunda mitad del siglo XIX, como resultado de investigaciones conducidas por
cientificos europeos producto de las incursiones de exploracion realizadas en América de
Sur (Burmeister, 1867; Lahille, 1899).

Desde estas primeras observaciones bioldgicas no se realizaron posteriores investigaciones
hasta la década del 70’ cuando investigadores americanos, japoneses y europeos publicaron
trabajos sobre aspectos de la biologfa de la especie (Van Erp, 1969; Brownell y Ness, 1970;
Kamiya y Yamasaki, 1974; Brownell, 1975; Kagei ¢z al., 1976). No obstante, cabe destacar
que todos estos estudios fueron realizados exclusivamente a partit de ejemplares
procedentes de Punta del Diablo, en la costa uruguaya.

En relacién con la biologfa reproductiva, autores como Harrison y Brownell (1971) y
Harrison y colaboradores (1972) publicaron observaciones preliminares; mas tarde Kasuya
y Brownell (1979) y Harrison y col. (1981) realizaron estudios mas detallados con un
numero mayor de ejemplares (n= 200 aproximadamente). LLos trabajos mas recientes sobre
la biologia reproductiva en delfines procedentes de Brasil fueron realizados por Rosas
(2000), Danilewicz (2003), Danilewicz y col. (2004) y Botta (2005). Estos estudios
presentan la estimacién de la edad, la talla y el peso de madurez sexual, también realizan
una caracterizacion morfométrica e histolégica de las gonadas segun el estado de madurez
sexual. Danilewicz ef al. (2004) a partir del estudio de las caracteristicas gonadales, ausencia
de caracteres secundarios y de cicatrices producto de confrontaciones, sugirié un posible
sistema de apareamiento. Recientemente Bertozzi (2009) presentd estudios sobre la
reproduccion de esta especie a partir del analisis de ejemplares procedentes de la costa del
estado de S@o Paulo, de cual se tenfa exigua informacién. En 1990 se publicaron estudios
realizados a partir de ejemplares de delfines de la costa Argentina. Corcuera y Monzén
(1990) informaron observaciones sobre la biologia reproductiva basados en un numero

pequefio de delfines. Mas tarde, Corcuera (1996) presentd estimaciones de la edad en la que
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se alcanzan la madurez sexual los machos y las hembras de esta regioén. De lo aqui expuesto
se hace evidente la escasa informacion que existe acerca de la caracterizacion de los
aspectos reproductivos del delfin franciscana, Pontoporia blainvillei, en la zona mas austral de

su distribucion.
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Metodologia general

3-1 Area de estudio

En la presente Tesis se estudiaron delfines franciscanas procedentes de la costa del sur de la
provincia de Buenos Aires (38°37'S, 58°50'0 - 38°44'S, 62°14'0). En este litoral maritimo
se ubican grandes centros urbanos con un importante desarrollo industrial y comercial,
como as{ también pequefias ciudades y pueblos. Desembocan en ella numerosos rios y
arroyos, algunos de los cuales estan directamente afectados por centros urbanos costeros.
Los delfines estudiados se obtuvieron de las redes de pesca en la que mueren ahogados en
forma accidental en las localidades de Necochea (N), Claromecéd (C), Monte Hermoso
(MH), y Bahia Blanca (BB) (Figura 3-1).

Las localidades de Necochea y Monte Hermoso estan ubicadas en zonas agricolas, de
turismo y pesca, mientras que Bahfa Blanca es una zona petroquimica y uno de los
ambientes costeros mas impactados por la contaminaciéon de todo el litoral marftimo de
nuestro pafs. Fsta dltima localidad presenta un sistema semicerrado, el Estuario de Bahia
Blanca, que incluye a un importante centro industrial (refinerfas y reservorios
petroquimicos, fabricas de pesticidas y grandes puertos). En el veril norte del Estuario
existen varios puertos (Ingeniero White, Galvan, Belgrano) industrias y ciudades (Bahia
Blanca, Punta Alta, Gral. Cerri) cuyos flujos y desechos descargan en ¢él (Marcovecchio ez
al., 2008).

Actualmente la ciudad de Necochea cuenta con alrededor de 92.000 habitantes (Censo,
2010). Entre las principales actividades que mantienen la economia de la ciudad, ademas del
turismo estival, se encuentra la agricultura y la produccién de combustible biodiesel y
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quimicos para la agricultura. La misma se encuentra separada de la cuidad de Quequén por
el Rio Quequén Grande que desemboca en el puerto marino de aguas mas profundas de
Argentina “Puerto Quequén” (Varella y Teruggi, 2002). Las principales actividades de este
puerto estan relacionadas con la industria y la agricultura por la exportacion a través de
grandes buques cerealeros y otros productos de la actividad agricola (Lopez Gappa ef al.,
1990).

Claromeco se localiza al sur-este de la provincia de Buenos Aires. Es el principal distrito
turistico de la cuidad de Tres Arroyos y posee alrededor de 2000 habitantes. Esta region se
destaca por su riqueza icticola, siendo la pesca deportiva y artesanal una importante
actividad. Adicionalmente, la regiéon cercana a la localidad es apta para actividades tales

como la agricultura y la ganaderia (Carbone y Piccolo, 2002).

Figura 3-1: Area de muestreo localizada en el sur bonaerense. El muestreo comprendié 4
localidades de la provincia de Buenos Aires: Necochea, Monte Hermoso, Claromecé y Bahia
Blanca.
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Monte Hermoso es una ciudad de alrededor de 6500 habitantes (Censo, 2010) y se
caracteriza por el desarrollo de las actividades turisticas y pesqueras, con un buen desarrollo
agricola-ganadero en la zona aledafia. Al igual que Necochea, Monte Hermoso y Claromecéd
se benefician por el gran flujo de turistas durante los meses estivales.

En las cuatro localidades existe una flota pesquera artesanal que cuenta con alrededor de
125 embarcaciones habilitadas (Disp. 50/09, MAA) y frecuentemente operan desde
pequefos campamentos apostados a lo largo de la costa de la provincia de Buenos Aires o
desde los puertos de Bahia Blanca o Quequén (Cappozzo et al, 2007; Negri, 2010).
Estudios previos han demostrado que estas pequefias embarcaciones, pertenecientes a la
flota artesanal, tienen gran influencia sobre la mortalidad de este delfin por quedar
enmallados incidentalmente en sus redes (Corcuera ef al., 1994).

Teniendo en consideracidén estas actividades desarrolladas en las localidades estudiadas, se
puede inferir que la principal fuente de ingreso de contaminantes estarfa relacionada con el
uso de fertilizantes y plaguicidas, pinturas anti-incrustantes usadas para el mantenimiento
de los cascos de los barcos, ademas de aerosoles y efluentes urbanos e industriales, que son
vertidos directamente en la zona costera marina o que llegan a los cuerpos de agua mas
cercanos y son trasportados por ellos hacia el mar, como destino final de los residuos de
origen humano y que contaminan los océanos.

Existen diferentes grupos de plaguicidas, los fosforados pueden contener Zn, Cd y Pb;
también son usados con frecuencia fungicidas a base de Cu y Zn como el sulfato de cobre,
el superfosfato y el cloruro potasico (Andrade, 2005; Camello ez al, 1997). Ademas, algunos
metales pesados (Zn y Cu), son adicionados en alimentos del ganado con el fin de evitar
enfermedades, pueden estar presentes en el estiércol de los animales de cria que los han
ingerido (Andrade, 2005).

En lo que respecta a las pinturas utilizadas para el mantenimiento de botes de pesca,

estudios cientificos muestran como resultado de los analisis cuantitativos realizados sobre
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estas pinturas que existen en promedio de 300 y 100 mg g de Cu y Zn respectivamente.
Ademas de detectarse la presencia de otros metales como Ag, Cd, Cr, Ni, Pb y Sn, aunque
en menor concentracion que los anteriores (Singh y Turner, 2009).

Varios trabajos han informado la presencia de niveles detectables de Cu, Zn, Pb y Cd en
sedimentos y aguas en zonas adyacentes a la ciudad y en el estuario de Bahia Blanca.
Ademas se ha encontrado que tanto el Cd, como el Pb y el Cr se encontrarian
biodisponibles para la biota y que su origen setfa natural (Botté e al., 2007; Grecco et al.,
2006; Marcovecchio y Ferrer, 2005). No obstante, informaciéon semejante sobre la
presencia de metales en las restantes localidades bajo estudio (Monte Hermoso, Claromecé

y Necochea) no ha sido publicada hasta la fecha.

3-2 Obtencion de animales y recoleccion de muestras

Los delfines P. blainvillei estudiados fueron obtenidos de la captura accidental en redes de
pesca artesanal por las flotas pesqueras costeras en cada una de las cuatro localidades que
comprenden el area de estudio. Algunos ejemplares procedieron de varamientos a la largo
de las playas del area de estudio. En el presente estudio se incluyeron muestras tomadas
entre los afios 1998 y 2001 (Tabla 3-1), que estaban en buen estado de conservacion y que
fueron obtenidas por colaboradores del equipo del Dr. Luis Cappozzo, director del
LECyMM en donde se desarroll6 el presente trabajo bajo su direccion. Las restantes
muestras fueron colectadas entre noviembre de 2003 y Marzo de 2010. Los ejemplares
frescos se mantuvieron en camara frigorifica (- 20 °C) hasta el momento de realizar la

necropsia.
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3-3 Determinaciéon de parametros biolégicos

Los ejemplares muestreados fueron medidos segin métodos estandarizados (Norris, 1961,
Figura 3-2). Se determiné el sexo, la presencia de leche en las glandulas mamarias y las
marcas o cicatrices, producidas por congéneres o por las redes, sobre la superficie del

cuerpo.

Tabla 3-1: Detalle de los ejemplares analizados en cada area de muestreo, durante los afios 1998-
2010.

Localidad Coordenadas Animales
Muestreados
Necochea (N) 38° 37§ 58°50° O 16
Claromeco (C) 38° 52§ 60° 05 O 31
Monte Hermoso (MH) 38°59°S61° 15 O 9
Bahia Blanca (BB) 38° 44’ S 62° 14 O 3
Total 59

3-4 Determinacion de la edad

Para determinar de la edad se extrajeron dientes de la parte media de la mandibula inferior
izquierda y se fijaron en solucién de formaldehido al 10%. La edad se determiné a través
del conteo de los grupos de capas de crecimiento (GLGs, de sus siglas en inglés growth-layers
groups), segun el protocolo de Pinedo y Hohn (2000) con modificaciones ad hoc (para mas
detalle de la metodologfa remitase al apéndice 1). Unicamente las liminas centrales y con
mejor contraste fueron utilizadas para la lectura de los grupos de capas de crecimiento
tanto en la dentina como en el cemento (Figura 3-3). Se consideré que un GLG
corresponde a un afio de edad (Pinedo y Hohn, 2000). No fue posible practicar la

metodologia detallada en este apartado sobre 7 de los ejemplares muestreados, ya que no se
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conto con los dientes necesarios para hacerlo. Para la determinacién de la edad final de los
individuos se realizaron 3 lecturas diferentes e independientes de los GLL.Gs en dentina y
cemento. Las lecturas fueron realizadas por la Dra. Daniza Molina (de la Universidad
Federal do Rio grande do Sul, UFRGS), la Dra. Marfa Fernanda Negri (LECyMM-
MACN/CONICET) y la autora de esta tesis. Ademas, se compar6 nuestra estimacion con
la realizada por la Dra. Silvina Botta de la Universidad de Rio Grande, Brasil (FURG).

REGISTRO DE MEDIDAS EXTERNAS (cm)

DIRECTA PARALELA
{punis apunia) 4 eje del cuarpo

Largo total, punta ant. de mandibula
superlorhasta es cotadura caudal
Proyeceion de la frante delante del  hocico
[delfines pitolo)
Hocico al dpice delmeldn (lamgo hocico)
Hocico al centro deespiraculols
Largo del espirdculo (I eje del cuempo)
Ancho del egpirdculo (| ejede cuerpa)
Hocico a de la boca
Hocico a centro del ojo
Hocico al oldo
Hocico ainsercién ant. de aleta pectoral
Canira del ojo a comisura de la hoca
Canlro del ojo al oido
Oio aborde del esprdculo, sobre curva
Largo de aperdura del oip
Diamalro de apertura dal oido I:

=fi=l i} =]

=ji=]i=]ie] {=] =] =] =] =]

Namero de dientes vsibles 15 DS: .
1k Dl: . T
Largo de linea da dentes vishles (=8 Ds: % / s 7
11 ol B n j.- |
Didmetro de diente mas grande (// linea 2 M |\
md. ) r a | I -
L aleta pactoral, insercion ant a la punta | I 3 - ma— ——

L. aleta toral, axila a la punta I

Ancho maximo de aleta pectoral 1!
Hocico a insecién ant. de la aleta

pectoral ” ;) - “\—T
Hocico a punla supetior da la abtadorsal = _’xh)\jc %
Hocico a punta posterior de la_sleta domal _k__ I =
Largo delabase de laaleta dorsal Ly L
Altura de la aleta dorsa | a labase
Escol: caudal a punta post. de la aleta
darsal —1
Esc caudal a punta sup da la alata dorsal '
Largo de la_hendidura genital
Largo parineo (hend. genital a ano)
Nimero de handiduras mamarias
Largo de hendiduras mamanas 1 D:
Hocico al centro del ombligo
Hocico al cantro de hendidura ganital

Hocico al centra del ano
Escoladura caudal al cantro dal ang

Est. caudal al ¢. da handidura genital

Esc.caudal al centro del ombligo
Ancho aleta caudal, puntaa punta
Ancho aleta cauvdal inserddn anl (por la
linera del cuerpo) a escolad ura
Prolundidad de la escolbdura caudal

Ancho del rostro, al dpice del melin
Didmatro de la cabaza entra los ajos
Circunferancia en la axia
Circunferencia maxima
Circunfarencia en al ano

Circunf. en el pto. medio de ano y esc.
caudal

Allura, en el mismo lugar
Grosor, en e mismo lugar
Refarancias: I largo, aiancho, h: allo, ¢ eantro, antanlerior, post postarior, /! paralelo, 1 perpendicdlar, | zquisrda del animal, D:
daracha del animal, |1S: zquierda supadeor, ||: Imjuierd a inferior, DS: derecha superor, DI derecha infenor, sup: supedor, inf: infarior,

=4 \=] (=}

Figura 3-2: Detalle de la planilla de medidas utilizada desde el afio 1996 y del perfil del delfin

franciscana con las medidas tomadas.
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Figura 3-3: Cortes histolégicos de dientes de delfines franciscana del sur de la provincia de Buenos
Aires. A: macho de 120 cm y 7 afios de edad, A= 10X. B: hembra de 164,2 cm y 5 afios de edad, se
indican las GLGs de dentina y cemento. A= 40X. GLGs marcadas. Escala 1cm.

3-5 Indices de condicion corporal y 6rgano-somaticos

El indice graso es el resultado de la contribucién en porcentaje del peso total de la grasa
con respecto al peso total de cada ejemplar, se calcul6 el porcentaje del peso de la grasa
(%PG) como el peso de la grasa * 100. Cuando no fue posible obtener el peso total de la
grasa de los ejemplares, este fue estimado a través de la siguiente regresion (Negti, 2010):
Loger= (Loge.— 0,796)/ 0,270.

Donde, GT es el peso de la grasa total y CA es la circunferencia axilar.
Para la determinacion del indice relativo de condicién corporal o Kn (Le Cren, 1951) se
aplico la siguiente ecuacién: Kn = Po/Pe
Donde: Po = Peso corporal medido (kg)

Pe = Peso corporal estimado (kg)
La variable Pe se obtuvo de la curva largo estandar vs. peso corporal elaborada a partir de

las medidas de los delfines obtenidos (Figura 3-4).
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Los indices 6rgano-somaticos se calcularon a partir del peso de cada érgano y del peso total
del animal. Para el higado, se emplea el indice hepato-somatico (IH) y para el rifién el
indice renal-somatico (IR), que en este ultimo caso considera el peso de ambos rifiones.
Tndice hepato-somtico = peso higado (g) | peso franciscana (kg)
Tndice renal-somdtico = promedio del peso de ambos rifiones (g) | peso franciscana (kg).

Se utiliz6 los valores en porcentaje de cada uno de éstos indices 6rganos somaticos.

60 -
y = 0,0004%3012R2 = 0,85
50 +
40

30 f

Peso (kg)

20 1

10 ~

60 80 100 120 140 160
Talla (cm)

Figura 3-4: Relacién entre el peso corporal y la talla de todos los delfines (cuatro sitios de
muestreo) obtenidos durante el periodo 1998 a 2010.
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Metales pesados en tejido hepatico y renal

4-1 Introduccion

La exposicion de un organismo a un determinado contaminante es principalmente
estudiada a través de la concentraciéon del contaminante en sus 6rganos y tejidos (Caurant ez
al., 1994; Woshner et al., 2001; Kunito e al., 2004; Seixas ez al., 2007). Esta aproximacion
resulta mas sencilla que medir directamente la entrada de los contaminantes a través del
alimento u otras fuentes de exposicion. Esta metodologia, que mide las concentraciones de
los contaminantes en los tejidos, ha sido aplicada extensamente para evaluar poblaciones
expuestas de cetaceos (Aguilar ez al., 1999).

Los cetaceos son altamente sensibles a los cambios ambientales y desde hace tiempo han
sido considerados como buenos centinelas de la presencia de contaminantes en el ambiente
a través del estudio de los niveles presentes en sus tejidos (Capelli e a/, 2000; 2008; Seixas
et al., 2009). Las concentraciones de los contaminantes, como los metales pesados, medidas
sobre un gran nimero de ejemplares de una misma poblacién presentan gran variabilidad,
en especial aquellos metales no esenciales, como el cadmio, el plomo y el mercurio (Aguilar
et al., 1999). Esta gran variacion revela la existencia de numerosos factores fisiologicos y
ecoldgicos influyen sobre los niveles de contaminantes en los organismos que comparten
un mismo ecosistema. Entre los factores se deben consideran la dieta, la edad (no es lo
mismo ejemplares jovenes que adultos), el sexo del individuo (las hembras pueden
transferir a las crias a través del periodo de prefiez y de la lactancia) y la distribucion

geografica. También deben considerarse los distintos tejidos y 6rganos blanco, ya que
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existen diferencias en las tasas metabodlicas y responden de diferente forma frente a los
distintos metales pesados (Aguilar ¢f a/., 1999; Das e al., 2002; 2004).

Los metales no esenciales, como el Hg y el Cd no cumplen una funcién vital en los
mamiferos y pueden causar inmunosupresion en varias especies, mientras que el Zn, Fe, Cu
y Se son componentes claves en asociacion con metaloenzimas y con otros metales
(Hg:Se), formando parte de procesos de proteccion y detoxificacion en los delfines
(Zelikoff y Tomasm 1998; Kunito e/ al., 2004; Seixas ez al., 2007; 2008). La relacién causa-
efecto de los niveles de contaminantes en los mamiferos marinos y los efectos observables
en los ejemplares han sido demostrados en muy pocos estudios (Reijnders y Aguilar, 2002).
De acuerdo al modelo propuesto por Julshamm y colaboradores (1987), se describe la
distribucion de los metales pesados en tejidos de los cetaceos. Los niveles de Cd en el
rifién, son mas elevados que los niveles en el higado y éstos su vez son mas elevados que
en los tejidos musculares. La alta concentracién de cadmio en el rinén se debe a la
presencia en este o6rgano de las metalotioneinas, proteinas entrampadoras de metales
(Wagemann y Muir, 1984). Las concentraciones de Cu, Hg y Pb en higado tienden a ser
mas elevadas que en los rifones. La razén de éste modelo de concentracion de metales
segin organo o tejido se debe a que en algunos metales pesados, particularmente Hg, Cd,
As y Cu, tienen baja o nula afinidad con los lipidos por lo que no se depositan en las
reservas de grasa, pero si en los 6rganos metabdlicos, como en el higado y en el rifion
haciendo mas probable que niveles excesivos causen deficiencias en el animal (inmuno-
deficiencia, cambios de las tasas metabdlicas, etc.). El Cr y el Zn, por otro lado, pueden ser
encontrados en cantidades similares tanto en tejidos ricos como pobres en lipidos (Odell y
Asper, 1970).

En estudios previos realizados en franciscana no se encontraron diferencias en la
concentraciéon de metales pesados entre los sexos, sin embargo los ejemplares adultos

contenfan mayor concentracion que los juveniles. A dicho fenémeno o proceso se lo llama
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bioacumulaciéon (Marcovecchio et al., 1990; Danilewicz et al., 2002; Gerpe et al., 2002;
Lailson-Brito e# al., 2002; Seixas ez al., 2007).

En estudios realizados con hembras y sus crias lactantes, se encontrd una reduccion de la
carga de metales esenciales como consecuencia de la transferencia madre-cria a través de la
leche y de la placenta. De esta manera se observa que la prefiez, el parto y la lactancia son
mecanismos que involucran cambios en los niveles de algunos metales pesados en el
organismo (Honda e7 al., 1987; Gerpe ¢t al., 2002).

A partir de la década del 70’ con el descubrimiento de que algunas especies de cetaceos
presentaban elevados niveles de contaminantes en sus tejidos, principalmente metales
pesados y organoclorados, surgi6 la preocupacion sobre los efectos de éstos contaminantes
en la supervivencia de los organismos particularmente de aquellas especies en las que
dichos efectos nocivos se potencian con otras amenazas como la captura accidental en las
redes de pesca y la destruccién del habitat (Aguilar ez al, 1999). Con el objetivo de
responder a la preocupaciéon creciente sobre el estado de conservacion del delfin
franciscana se estudio la presencia y las concentraciones de metales pesados esenciales y no
esenciales en higado y rifién asi como también, la relaciéon entre estas concentraciones con
varios parametros biologicos y ecoldgicos, tales como el sexo, el estado de madurez sexual,

la edad, la talla y area de procedencia de los ejemplares.

23



Capitulo 4

4-2 Materiales y Métodos

4-2-1 Toma de muestras

Para la determinacién de la concentracién de metales pesados las muestras de 5 cm’ de
higado (n= 40) y rifién (n= 39), obtenidas durante la necropsia, se conservaron en bolsas
de plastico adecuadamente rotuladas a una temperatura de -20° C hasta su tratamiento en el

laboratorio y luego fueron fraccionadas en sub-muestras.

4-2-2 Procesamiento de las muestras y material de laboratorio

El método utilizado para la destrucciéon de la materia organica de las sub-muestras
analizadas fue una mineralizacion del tejido en medio acido (Marcovecchio y Ferrer, 2005).
Los procedimientos de preparacion, digestion y determinacion en las sub-muestras de los
metales pesados fueron realizados en el laboratorio de Quimica Marina, perteneciente al
area de Oceanografia Quimica del Instituto Argentino de Oceanografia (IADO).

El material utilizado fue acondicionado para la aplicacion de la metodologia de
determinacién de metales pesados en matriz sélida. Esta incluy6 el lavado con solucién
detergente no-idnica, profundo enjuague con agua corriente seguido por, al menos tres,
enjuagues en agua destilada, calidad de laboratorio, inmersioén en solucién acuosa de acido
nitrico 0,7% v/v durante 24-72 horas a temperatura ambiente y un enjuague final en agua
destilada (basado en APHA, 1998). Se trabajé con indumentaria apropiada y en un

ambiente sin corrientes de aire para evitar los contaminantes procedentes del mismo.
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En todos los casos se usaron reactivos ultrapuros (marca Merk, Baker o similares) para
evitar y/o minimizar cualquier tipo de contaminacién e interferencias en las
determinaciones. Todas las soluciones fueron preparadas con agua destilada calidad de
laboratorio.

Todos los analisis se realizaron con duplicados de las muestras para evaluar la precision y
exactitud de los resultados obtenidos. Se emplearon blancos de reactivos para evaluar la

calidad analitica de los compuestos utilizados.

4-2-3 Metodologia analitica

Cada submuestra de 0,6 g fue pesada en balanza analitica dentro de tubos de ensayos de 50
ml de capacidad; una vez pesados y bajo campana de extraccion, se afiadié a cada tubo: (7) 3
ml de 4cido nitrico concentrado (HNO; 65 %), y (%) 1 ml de acido perclérico concentrado
(HCIO, 72%). Esta metodologia se basa en la destruccion del grueso de la materia organica
de las muestras por “mineralizacion hiimeda” con la mencionada mezcla de acidos.

Los tubos con las muestras se colocaron en un bafio de glicerina pura dentro de un
cristalizador con una plancha de teflén perforada sobre el mismo, donde se ubicaron los
tubos para facilitar su manipulaciéon y evitar golpes entre ellos. Se colocé todo el
instrumental sobre una plancha de calor controlando la temperatura hasta que se alcanzé
un maximo de 110 * 10° C.

Durante las primeras horas de digestion bajo campana se agitaron los tubos cada 30
minutos. El proceso concluye al observarse un cambio en la coloracion del extracto final de
1 ml (viraje de color amarillo oscuro a amarillo claro o incoloro). Debido a que el tiempo
de mineralizacién es variable, puede ocurrir una reducciéon excesiva del extracto, en este

caso se adicioné 1 ml mas de 4cido nitrico al 0,7%.
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Se utiliz6 como control tubos de 50 ml de capacidad con el mismo volumen de la mezcla
de acidos y manipulados segun lo descrito en el parrafo anterior.

Una vez concluida la digestion se retiraron los tubos del bafio y se dejaron enfriar bajo
campana. Bl extracto de cada muestra se trasvasé con pipeta Pasteur a tubos graduados con
tapa esmerilada de 10 ml de capacidad. La pared de cada tubo de ensayo se enjuagd con
acido nitrico diluido (solucién 0,7 % v/v, preparado con agua destilada) mediante una
pizeta, repitiéndose la operacion varias veces. Se trabajé con tandas de 24 — 30 tubos (12 —
15 muestras por duplicado), con dos o tres blancos de reactivo respectivamente. Los
blancos fueron tratados de igual forma que las muestras.

Con el fin de determinar el Limite de Deteccion del Método (LDM) se agregaron 12 tubos
con blancos de reactivos a los cuales se los sometié a la misma rutina que las muestras de

tejido durante las digestiones acidas.

4-2-4 Equipamiento

Las muestras de tejido renal y hepatico se analizaron con un Espectrofotometro de

Absorcion Atémica (EAA), Perkin Elmer Modelo 2380, con llama aire/acetileno. Las lecturas

fueron hechas con lamparas de catodo hueco y para cada metal se siguié6 con las

condiciones de lectura dadas por el manual del equipo.
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Figura 4-1: Espectrofotéometro de absorcion atémica modelo Perkin-Elmer 2380.

4-2-5 Limite de deteccion instrumental, del método y pautas de control

generales en la determinacion de metales pesados

Los limites de deteccion del instrumento (LDI) y del método (LDM) se definen de la
siguiente manera:

LDM (Limite de deteccion del método): Es la minima concentraciéon de un elemento que
al ser procesado, a través del método completo, puede ser detectado por encima el ruido de
fondo con un nivel de confianza del 99%. Los resultados por debajo de éste limite fueron
informados como “no detectables’ (nd) (Tabla 4-1).

El LDM se calculé multiplicando la desviacion estandar (DS) de entre 10 y 12 réplicas (n)
por el valor obtenido de la tabla de “#Student” para n-1 grados de libertad y un alfa de
0,01.

LDM = t(n—l,l—a) * DS

LDI (limite de deteccion del instrumento): se define como la minima concentraciéon que
produce una absorbancia equivalente al doble de la magnitud de la fluctuaciéon de fondo
(APHA, 1998) y que puede ser distinguido de un ensayo en blanco (Tabla 4-1).
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Tabla 4-1: Limite de deteccién del método (LDM, pg g') y del instrumento (LDI, ug ml') de cada
metal analizado por Espectrofotometria de Absorcién Atémica (AEE).

Metales LDM LDI
Cu 2,17 0,020
Zn 1,83 0,015
Ni 2,21 0,050
Cr 1,02 0,003
Cd 0,41 0,001
Pb 2,15 0,070

Las soluciones estandares de trabajo muy diluidas fueron preparadas antes de cada lectura y
se evit6 almacenarlas por periodos superiores a los cinco dias. Las mismas fueron hechas a
partir de soluciones stock de 100 ug ml™".

La calidad analitica de la concentracion de cada metal fue controlada por comparacion con
el Material de Referencia Certificado (harina de tejido de mejillén, NIES N°6) provistos por
el Instituto Nacional de Estudios Ambientales (NIES), Tsukuba (Japon). Luego se calculd
el porcentaje de recuperacion (%RE, Tabla 4-2) expresado en ug g ' de cada metal segin

la siguiente ecuacion:

%RE = (\% ) ¥100

Donde: V.: es el valor de concentracién obtenido para cada metal pesado en pg g

V.: es el valor de concentracién certificado para cada metal pesado en pg g

Tabla 4-2: Porcentaje de Recuperacién (%oRE) de cada metal analizado por Espectrofotometria de
Absorcion Atémica (AEE).

Metales %RE
Cd 92,4 -98.,7
Cu 93,1-979
Pb 95,3-99.8
/n 96,5-102,3
Ni -

Cr 95,3-99,8
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Para calcular las concentraciones de cada uno de los metales a partir de las absorbancias

obtenidas por EAA se realiz6 una curva de calibracion, la cual se obtuvo graficando los

valores de absorbancia obtenidos de cada extracto en funcién de sus concentraciones o

cantidades absolutas en las soluciones patrén de trabajo o en las soluciones con estandares

internos (Figura 4-2), segiin la metodologia analitica previamente comentada.

Cada curva fue construida con un minimo de cuatro patrones y un maximo de siete y se

ajusté6 la recta de regresion como mejor estimador, obteniéndose la ecuacidén

correspondiente:

Y=a*x+b

Donde: Y es la absorbancia, expresada en unidades de absorbancia.

I . 4 1
x es la concentracion de interés, expresada en pg g .

a= pendiente de la recta de regresion (tg a); b= ordenada al origen

Cada punto sobre la curva son los puntos obtenidos de los patrones de trabajo o de las

soluciones con estandares internos de concentraciones conocidas.

Absorbancia de la
muestra

Y=a'X+b

Concentracion del metal

g Curva de trabajo |
3] | )
2 e -
| )
@) ]
[72]
ﬁ [Concentracién de
K | T | la muestra
bt l
v e
0 0.1 0.2 0,3 0.4 0,5

Figura 4-2: Curva de calibracién a partir de la cual se obtuvieron los valores de concentracion de

las muestras de tejido analizadas. Esquema tomado de Botté (2005).
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Con las lecturas de Absorbancia (Y) en EAA de cada uno de los extractos, se calcul6 luego
la concentraciéon de cada metal (C), siendo posteriormente corregidas para que el resultado
final en la matriz de la muestra original quedara expresado en pg g

LLa ecuacion aplicada para obtener el valor de C fue la siguiente:

_ C(Abs-b)
a

X

Las soluciones de las muestras de material biologico se aspiraron en la llama en idénticas
condiciones que los patrones (soluciones de trabajo) y la concentracion total de cada

elemento en las muestras originales expresada en pg de metal por gramo de muestra:

o

Concentracion de metal en pg/g= [( W

C= concentracién del metal en la solucion de la muestra digerida en pg; ['= volumen final
de la solucién digerida, 10 ml; = tamafio de la muestra expresada en gramos.

Cuando las concentraciones de cada extracto no entraron en el rango de los patrones de W
se hicieron las diluciones adecuadas y el resultado final se multiplicé por el factor de
dilucién (DF) asi:

DF= V0l Solucion muestra diluida (ml)/ V' ol. Alicuota de la dilucién (nl)

Los valores de concentracion menores a los limites de deteccion del método (LDM) fueron
reemplazados por la mitad del valor de dicho limite con fines estadisticos. Mientras que
aquellos metales con mas del 40% de sus valores de concentraciéon por debajo del LDM no
fueron incluidos en los analisis estadisticos. Los coeficientes de variacién entre las réplicas

estuvieron entre rangos aceptables para el método utilizado (25 — 35%).
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4-2-7 Analisis estadistico de los datos

Los analisis estadisticos se realizaron usando los programas Statistica 7.0 (Statsoft, Inc.),
InfoStat/E y XLSTAT, que es una aplicacion para el Microsoft Excel (2007).

Se aplico la funcién logaritmo a los valores de concentraciéon de los metales pesados. Se
realiz6 un analisis de componentes principales (ACP) con el objetivo de explorar los datos
y detectar valores outliers o anémalos. Se evalud la normalidad de la distribucién de los
datos y la homocedasticidad de varianza a través de las pruebas de Shapiro-Wilk y de
Levene, respectivamente. Cuando los supuestos no se cumplieron se realizaron pruebas
tradicionales no paramétricas. A su vez, se realizaron analisis multivariados.

Se analiz6 la existencia de diferencias significativas de las concentraciones de los metales
pesados entre el sexo y el estado de madurez sexual por la prueba de Mann-Whitney. La
misma prueba se utilizé, ademas, para comparar los indices (Kn, IR, IH y %PG) segun el
sexo y estado de madurez sexual.

Los defines encontrados se dividieron en tres grupos de edad. El primer grupo
correspondi6 al periodo desde el nacimiento hasta el destete (0 — 1 afio), el segundo grupo
comprendi6 a los animales mayores a un afio hasta los 4 afios y el tercero a los mayores de
4 afios. La concentraciéon de los metales por grupo de edad se compard por la prueba
ANOVA de Kruskal-Wallis o ANOVA de un factor, segun corresponda.

Se estudio la relacion de las concentraciones de los metales en funcién de la edad, la talla, el
peso, los indices de condicién y 6rgano-somaticos a través de la prueba de rangos de
Spearman y regresion lineal, segun corresponda.

Se realizé un Analisis de Funcién Discriminantes (AFD) con el objetivo de determinar qué
variables contribuyen a discriminar entre dos o mas grupos que se observan en la practica.
Se comparé la concentracion de los metales pesados (variables) entre las cuatros localidades

del drea de estudio. De dicho analisis se obtiene un indicador llamado distancia de
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Mahalanobis, que es una medida de la distancia entre dos puntos (o centroides de cada
grupo) en el espacio, definido por dos o mas variables correlacionadas. Se busca maximizar
esta distancia. Para determinar la significancia de la variables que se introducen, se emplea
el estadistico Lambda de Wilks que se obtiene de la razén entre el determinante de la
matriz de variancias y covariancias dentro de grupos y el determinante de la matriz de
variancias y covariancias total; este se aproxima con una F.

El efecto en conjunto de los parametros biolégicos y de los indices de condicién corporal
sobre las concentraciones de los metales en ambos tejidos fue evaluado mediante el analisis
de modelos lineales generalizados o “generalized lineal models” (GLZ). A través de esta prueba
pueden ser analizados los efectos lineales y no lineales para cualquier cantidad y tipo de
variables predictoras en una variable dependiente discreta o continua.

El analisis permite obtener un modelo que explica la variacion, teniendo en cuenta mas de
una variable a la vez, permitiendo de esta manera obtener informacién adicional que no es
posible obtener con los analisis no paramétricos tradicionales. En la mayoria de los casos
habrda un numero variable de modelos posibles que puedan ajustarse a un conjunto
determinado de datos. Se determiné cual de todos estos modelos resulta adecuado y cual es
el que explica la mayor proporcion de la varianza sujeto a la restricciéon de que todos los
parametros del modelo deberan ser estadisticamente significativos. Esto es lo que se
conoce como el modelo adecnado minimo. El criterio de informacion de Akaike (AIC) es un
indice que evalda tanto el ajuste del modelo a los datos como la complejidad del modelo.
Cuanto mas bajo es el valor de AIC mejor es el ajuste. Para la eleccién del mejor modelo se
usé el siguiente criterio: la diferencia entre el valor de AIC (AAIC) del primer modelo
obtenido debe ser = 2 respecto de los valores subsiguientes de AIC (obtenidos de los otros
modelos). Todos los modelos dentro de este rango (0-2) son buenos para explicar la
varianza de los datos. Si esta diferencia esta entre 2 y 4, la varianza explicada es pobre y si

es mayor a 4 el modelo falla en explicar la varianza.
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La correlaciéon candnica es un procedimiento adicional para evaluar la relacidon entre las
variables. En concreto, este analisis permiti6 investigar la relacién entre dos conjuntos de
variables o matrices de datos. La correlacién canodnica es un caso especial del modelo lineal
general, una aplicaciéon completa y flexible. Aqui se estudio la interrelacion entre dos grupos
de variables medidas (concentracién de metales pesados mayoritarios, Zn, Cu y Cd en los
o6rganos analizados, higado y rifidn) sobre los ejemplares analizados (o casos).

La ultima consideraciéon importante a tener en cuenta es la utilizacion de los parametros
medias y desvio estandar para describir los resultados. Debido a que las variables respuestas
no siguen distribuciones normales, correspondia comparar y estudiar los valores de las
medianas y sus percentiles 25% y 75%, en vez de las medias y desvios. En la presente tesis,
sin embargo se analiz6 las medias y desvio estandar con el propésito de poder comparar los

resultados obtenidos aqui con los informados en estudios previos.
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4-3 Resultados

Tejido Hepatico

Concentracion de metales pesados y analisis exploratorio de los datos

La Tabla 4-3 resume los valores de parametros bioldgicos correspondientes a los

ejemplares analizados, segin el sexo y el estado de madurez sexual.

Tabla 4-3: Parametros biolégicos de los delfines franciscana estudiados en este apartado. I:
inmaduros, M: maduros.

Edad (afios) Talla (cm) Peso (kg)
Media DE n Media DE n Media DE n
Hembras 3,00 225 16 123,85 2191 16 26,20 1098 16

I 217 1,70 12 11580 1869 12 21,64 662 12
M 550 1,91 4 14800 9,12 4 39,89 1043 4
Machos 265 298 23 11236 17,00 24 1878 6,59 24
I 1,47 123 17 10621 1478 18 16,59 509 18
M 600 400 6 130,83 751 6 2536 653 6

Fueron seis los metales pesados analizados (Cd, Cu, Zn, Pb, Cr y Ni), de los cuales solo tres
(Cd, Cu y Zn) presentaron menos del 40% de sus concentracién no detectables por el
método analitico utilizado.

El Zn resulto6 ser el metal pesado en mayor concentracion, seguido por el Cu y finalmente
el Cd (Tabla 4-4). E1 100% de los valores de concentraciéon de Cr resultaron no detectables,
mientras que el Ni present6 un 92,5% y el Pb un 70% de sus valores de concentracién no

detectables.
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Tabla 4-4: Concentraciones (ug g! peso fresco) de Cd, Cu y Zn en el tejido hepitico del delfin

franciscana. I: inmaduros, M: maduros.

Cd Cu Zn

Media Mediana DE n Media Mediana DE n Media Mediana DE n

Hembras 2,18 127 274 16 6,14 421 7,03 16 36,40 34,08 15,18 16
1 1,11 0,69 1,00 12 6,39 377 8,18 12 3430 29,89 16,94 12

M 5,38 365 395 4 541 511 098 4 4269 3901 539 4
Machos 1,88 0,85 223 24 73 532 539 24 3353 2830 1539 24
1 0,95 0,60 0,96 18 6,37 469 492 18 3267 2830 11,79 18

M 4,69 492 267 6 10,11 10,23 6,24 6 36,11 36,48 2460 6
Total 2,00 0,88 2,42 40 6,84 4,91 6,04 40 3468 30,25 1517 40

Se realizé un analisis de componentes principales (ACP) y el resultado fue la ausencia de
valores fuera de lo esperado (valor owtlier). Los primeros tres factores resultantes de las
combinacion lineal de las variables originales explicaron el 77% de la varianza de los datos
(Tabla 4-5). De este analisis surgié que el Factor 1 represento a las variables relacionadas
con el crecimiento de los ejemplares (edad, talla, peso, indice hepatico y Cd), mientras que
el factor 2 estarfa relacionado con el estado de condicion general de los ejemplares
estudiados (porcentaje del peso de la grasa y Kn). El Factor 3 explicé la variacion de los
datos de Cu y Zn (Tabla 4-6, Figura 4-3).

Cuando se analizaron los factores resultantes de la combinacion lineal de las variables
originales en funciéon de las wvariables categoéricas (sexo, madurez, grupo de edad y
localidad), se observo que Gnicamente el estado madurez y la edad parecen tener un efecto

sobre los factores (Figura 4-4).
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Figura 4-3: Grafico de los autovectores de las variables originales en funcién de los factores de

componentes principales en higado. Indices de condicién analizados: TH: indice hepatico, Kn:
indice relativo de condicién corporal. %PG: indice graso. Parametros biolégicos: peso, talla y edad.

Tabla 4-5: Autovalores de la matriz de correlacion y la estadistica asociada. Var.: varianza.

Factor Autovalor % var. total 7o de var.
acumulada
1 4,03 4476 4476
2 1,65 18,36 63,12
3 1,25 13,90 77,02
4 0,93 10,32 87,34
5 0,60 6,67 94,01
6 0,26 2,90 96,91
7 0,20 2,21 99,12
8 0,06 0,64 99,76
9 0,02 0,24 100,00
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Tabla 4-6: Autovectores de la matriz de correlacién obtenida del ACP. IH: indice hepitico, Kn:

indice relativo de condicién corporal. %PG: indice graso.

Variables Factor 1 Factor 2 Factor 3
Edad -0,41 -0,23 0,23
Latrgo -0,47 -0,09 -0,06
Peso -0,47 0,14 0,14
IH -0,46 0,17 0,08
%PG 0,05 0,66 -0,14
Kn -0,09 0,52 0,38
log Cd -0,37 -0,08 -0,21
log Cu 0,10 -0,34 0,68
log Zn 0,12 0,25 0,50
' s v, % . . jv
i ;55 E-f s
' Ao A, | . JJ ‘.
% . -. ) Aoy . E U ] .
-3-h 5 1 i 1 2 3 4 -3-1\ 5 -4 3 -1 | 3

Figura 4-4: Graficos de los Factores 1 y 2 en funcién de las variables categéricas (sexo, estado de
madurez sexual (Mad), localidad (Loc) y grupo de edad (G de E). M: maduros, I: inmaduros, N:
Necochea, C: Claromecod, MH: Monte Hermoso; BB: Bahia Blanca.
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Efecto de los parametros biolégicos edad y madurez sexual, sobre las

concentraciones de los metales pesados

Las tendencias obtenidas por el ACP fueron verificadas mediante la aplicacién de los
analisis estadisticos correspondientes.

Las concentraciones de los metales no se diferenciaron segun el sexo de los ejemplares
(Mann-Whitney: Cd p= 0,59; Cu p= 0,49, Zn p= 0,39). Mientras que si se encontraron
diferencias significativas segun el estado de madurez, confirmando la tendencia encontrada
en el analisis exploratorio. Las concentraciones de Cd fueron mayores en los ejemplares
sexualmente maduros (4,97 * 3,05 pg g") respecto de los inmaduros (Mann-Whitney: p<
0,001). El 26,67% de los inmaduros presentaron valores no detectables de Cd, mientras que
los maduros no presentaron valores de concentracion no detectables. El Cu y el Zn no
presentaron concentraciones estadisticamente diferentes entre los grupos de madurez
(Mann-Whitney: Cu p= 0,38; Zn p= 0,106). Se obtuvieron resultados similares mediante el
método GLZ, el sexo no resulté un modelo que explicara, por si s6lo, la mayor proporcion
de la variacién de los datos para los tres metales (GLZ: Cd AIC= 59,80, p= 0,87 posicién
quinta en el ranking, Cu AIC=26,09, p=0,71 puesto 54 en el ranking, Zn AIC= -20,52, p=
0,84 puesto 3 en el ranking). Tanto para el Cd como para el Zn, no se encontré un modelo
significativo que tuviera en cuenta el sexo, estado de madurez, talla, peso y edad que
explique la variacién de los datos. No obstante, para el Cu se encontraron varios modelos
que tuvieron éxito en explicar la mayor proporcion de la variacién de los datos, el modelo
con el menor nimero de AIC= 20,15 (p= 0,02), los subsiguientes modelos presentaron una
diferencia de menos de 2 unidades entre su valor akaike y valores de p significativos. Las
variables involucradas en estos modelos fueron la edad y la interaccién madurez/sexo
(primer modelo) seguido por la edad (GLZ: AIC= 20,17, p= 0,02), la talla (AIC= 21,68, p=
0,03) y el sexo (GLZ: AIC= 22,05, p= 0,04).
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El Cd fue el unico metal pesado que presento diferencias significativas entre los grupos de

edad evaluados, siendo la concentracion hasta el primer afio de edad menor que la

encontrada en los afios subsiguientes de vida (Kruskal-Wallis: grupo de edad 1 vs 2/ 2 vs 3

p< 0,001, Tabla 4-7).

Tabla 4-7: Concentraciones (ug g! peso fresco) de Cd, Cu y Zn en tejido hepatico del delfin

franciscana segun el grupo de edad al que corresponden. Letras diferentes indican diferencias

significativas.

Grupo de Edad
>0; <1 22; <4 25,13
Media 0,652 2,590 3,48b
Mediana 0,51 1,57 2,66
Cd DE 0,62 2,45 3,22
Rango 0,20 - 2,25 0,20 - 8,76 0,44 - 9,95
n 15 15 9
Media 8,31 4,06 9,65
Mediana 5,21 3,76 7,93
Cu DE 7,71 1,76 6,08
Rango 1,08 - 31,58 1,51 - 8,22 3,77 - 21,41
n 15 15 9
Media 36,20 32,69 35,37
Mediana 29,05 31,46 25,37
Zn DE 15,44 11,18 21,78
Rango  22,15-69,75 17,50-57,04 14,19 - 75,26
n 15 15 9

El estudio de correlacion de Spearman reveld que una vez mas sélo el Cd presenté una

relacién estadisticamente positiva con la edad, la talla y el peso de los ejemplares, mientras

que los restantes metales no mostraron este tipo de relacién (Tabla 4-8). Este hecho fue

previamente demostrado por el analisis exploratorio inicial y reafirmado por el analisis

lineal generalizado.
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Tabla 4-8: Resultados de la prueba de Rangos de Spearman (Ryp). Los valores de concentracién de
los metales pesados fueron transformados a logaritmo. Se resaltan en negrita los wvalores
significativos. Rep: coeficiente de correlacion de la prueba.

n Rs, P
Edad - Cd 39 0,582 0,000
Edad - Cu 39 0,053 0,751
Edad - Zn 39 -0,115 0,485
Talla - Cd 40 0,623 0,000
Talla - Cu 40 -0,120 0,462
Talla - Zn 40 -0,122 0,453
Peso - Cd 40 0,548 0,000
Peso - Cu 40 -0,173 0,285
Peso - Zn 40 -0,176 0,278
Cd-Cu 40 -0,027 0,869
Cd-Zn 40 -0,168 0,299
Cu-Zn 40 0,199 0,218

Condiciéon Corporal

Es importante resaltar que los todos los ejemplares analizados presentaron una buena
condiciéon corporal, resultado que se desprende de la estimaciéon del parametro Kn de
condiciéon (Kn medio= 0,98 * 0,18, es decir que no se separa del esperado obtenido de la
curva de regresion que aparece en la Figura 3-4). El valor de Kn mads bajo encontrado fue
de 0,57 y perteneci6 a un neonato encontrado varado en la playa, el valor mas alto fue de
1,38 y fue exhibido una hembra madura, prefiada de la localidad de Necochea.

Los indices de condicién corporal analizados aqui (%IH, %PG y Kn) no se relacionaron
con el sexo ni el estado de madurez sexual de los ejemplares (Mann-Whitney: sexo p= 0,24,
madurez p= 0,17; GLZ: %IH AIC (Sexo/Madurez)= 77,53, p= 0,15; %PG AIC
(Sexo/Madurez)= 277,39, p= 0,82; Kn AIC (Sexo/Madurez)= -18,34, p= 0,84 (' Tabla 4-9).

Sin embargo, la variacién en los datos del peso de higado estuvo representado por un
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modelo que incluyé a la madurez y al sexo de los ejemplares (GLZ: AIC= 531,51, p<
0,001).

De igual forma, los indices no se diferenciaron estaditicamente segun el grupo de edad ni la
localidad de procedencia (Kruskal-Wallis: grupo de edad: p= 0,22, localidad: p= 0,11, Tabla
4-10); tampoco se relacionaron estadisticamente con los parametros biologicos (talla, peso
y edad, Spearman: Rg,= -0,21 — 0,20 p> 0,19) ni con las concentraciones de los metales,
segun la prueba no paramétrica de rangos de Spearman (Rg,= -0,30 — 0,30 p> 0,06). No
obstante, se observé una correlacion significativamente negativa, aunque débil, entre el
%IH y el Cu (Spearman: Ry,= -0,34 p= 0,03). Esta relacion se verificé ademds por el
método de GLZ, siendo el Cu la unica variable que explicé significativamente la variacién
de los datos de %IH (GLZ: AIC= 77,04, p= 0,04, puesto 1 en el ranking). Adicionalmente,
mediante la prueba de GLZ se encontré que el %PG estarfa afectado significativamente
por la interaccion de las concentraciones de Cu, Zn, y por el Cd simultaineamente (GLZ:

Cu/Zn AIC= 528,29, p< 0,001, primer puesto en el ranking), previamente obsetvado en el

analisis exploratorio.

Tabla 4-9: Indices de condicién corporal analizados en funcién del sexo y el estado de madurez
sexual. %IH/%PG: porcentaje del peso del higado (o de la grasa total) en funcién del peso total de
cada ejemplar. PH: valor del peso absoluto del rifién. Kn: indice relativo de condicién corporal (Le

Crem, 1951). No se encontraron diferencias significativas entre sexos y grupos de madurez.

% IH % PG Kn
Media DE 1n Media DE n Media DE n
Hembras 251 057 16 2828 931 15 104 020 16

I 250 065 12 2865 1001 11 1,03 017 12
M 253 023 4 2725 829 4 108 030 4
Machos 221 0,67 24 2490 847 24 093 0,17 24
I 214 075 18 2632 720 18 095 018 18
M 241 034 6 2064 1116 6 089 012 6

Total 233 0,64 40 2620 884 39 098 019 40
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Tabla 4-10: Indices de condicién corporal analizados en funcién de la localidad de procedencia de
los delfines. Referencias: C: Claromecé, MH: Monte Hermoso, BB: Bahia Blanca, N: Necochea.
%IH/%PG: potcentaje del peso del higado (o de la grasa total) en funcién del peso total de cada
ejemplar. PH: valor del peso absoluto del rifién. Kn: indice relativo de condicién corporal (Le

Crem, 1951). No se encontraron diferencias significativas entre las diferentes localidades analizadas.

Localidades o 11 % PG Kn
Media DE n Media DE n Media DE n
C 244 0,61 15 2789 10,10 15 095 0,17 15
MH 217 0,65 6 2487 269 6 0,89 014 6
BB 246 037 4 2175 1133 4 082 017 4
N 225 0,75 15 2623 871 14 108 0,18 15

No fue posible analizar el efecto del varamiento sobre los indices de condicién analizados
debido a que unicamente dos individuos analizados se encontraron varados en la playa. Sin
embargo, ambos presentaron marcas de red y estaban fresco al momento de ser

procesados.

Anilisis segun el area de procedencia de los ejemplares

La Tabla 4-11 muestra los valores medios y la estadistica asociada de las concentraciones de
los metales pesados en las cuatro localidades muestreadas.

El analisis de discriminantes indicé que no se cumpli6 el supuesto de homocedasticidad de
la varianza de la matriz de varianza-covarianza (p<0,001) y por lo tanto esta prueba se
consideré como una tendencia. Dicha tendencia, de las variables en funcion de las
localidades, aparece en la Figura 4-5 y fue similar a la observada en el ACP. Se analizaron
las diferencias entre las localidades muestreadas (con excepcion de la localidad de BB por el
bajo tamafio muestral) segin el estado de madurez sexual y el grupo de edad al cual

pertenecian los ejemplares por métodos no paramétricos.

41



Capitulo 4

A partir de la prueba de ANOVA no paramétrico de Kruskal-Wallis se verificé la tendencia
descripta por el grafico del analisis de funcién discriminante (Figura 4-5) donde es
claramente observable la ausencia de diferencias entre las localidades para las variables
involucradas segun el estado de madurez sexual.

Por el contrario el andlisis de las diferencias en la concentraciéon de Cd hallado en los
tejidos segun las localidades, indicé que en los ejemplares de mas de 1 afio y hasta 4 afios
de edad, las concentraciones de Necochea y de Claromecéd fueron significativamente
distintas entre s{ (C: 1,37 £ 0,36 y N: 0,90 £ 0,33 ug g’l respectivamente, Mann-Whitney:
p=0,03).

La concentraciéon media de Cd en Claromeco resulté mayor que la de Necochea. Mientras
que para los demas grupos de edad no se observaron diferencias entre las localidades para
el Cd y el Zn. No obstante, el Cu presento diferencias significativas entre las localidades de
Claromec6 y Monte Hermoso para los ejemplares de mas 4 afios de edad (Kruskal-Wallis:
p= 0,03), resultando la concentraciéon de Monte Hermoso mayor que la de Claromecé (2,18
+ 0,19y 1,43 + 0,34 ug g, respectivamente).

LLa Tabla 4-12 resume los valores de concentracién de Zn, Cd y Cu obtenidos de la revision
bibliografica realizada para esta tesis. De ésta revision bibliografia surgié que en higado,
unicamente el Cd fue significativamente diferente entre las cuatro regiones puestas a prueba
(Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Norte de Buenos Aires y Sur de Buenos Aires, Student:
p= 0,002). Lo mismo ocurri6 con el Zn y Cu, que fueron los que se encontraron en mayor
concentracion en el Norte de Buenos Aires (NBA, Marcovecchio ef al., 1990), seguidos por
los niveles observados en Sio Paulo-Parana (SP-PA) y Rio de Janeiro (R]), resultando las
concentraciones de Sur de Buenos Aires las mas bajas de toda la costa sudamericana (Tabla
4-12). Se verificaron diferencias significativas entre los niveles de Zn del sur de Buenos
Aires (SBA) con respecto a los de NBA y a los de SP (Student: pggy /npa= 0,0001, pgg,/sp=

0,03; Kunito e al., 2004). No obstante, los niveles en SBA fueron similares a los de RJ
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(Student: pgyy/p;= 0,705 Lailson—Brito ef al, 2002; Seixas e al., 2007; Carvalho et al., 2008;

Seixas ez al., 2009) y los menores informados hasta la fecha.

Tabla 4-11: Concentraciones (ug g peso fresco) de Cd, Cu y Zn segin el area de procedencia de
los delfines. N: Necochea, C: Claromecé, MH: Monte Hermoso, BB: Bahia Blanca. No se

encontraron diferencias significativas entre las diferentes localidades analizadas.

Localidades
BB C MH N
Media 4,09 1,58 2,34 1,73
Mediana 2,68 0,84 1,65 0,77
cd DE 313 1,90 2,63 2,56
Rango  225-876  020-737  0,20-7,05 0,20 - 9,95
n 4 15 6 15
Media 6,83 6,29 12,76 5,01
Mediana 6,47 3,87 13,07 5,09
Cu DE 3,74 7,64 6,74 227
Rango  2,99-1139 1,08-31,58  4,17-2141  1,08-9,41
n 4 15 6 15
Media 28.39 37,04 38,42 32,49
Mediana 20,3 28,9 28,05 31,7
/n DE 19,35 15,93 25,33 7,05
Rango  1592-57,04 20,12-69,75 14,19-7526 20,13 - 44,09
n 4 15 6 15
6,001
3,00 Log Cu
~ log Zn
S °
0,00 o
&} o >
'L%
-3,001 18G4
N ¢ MH BB
-6,007, : ; ,
-5,00 -2,50 0,00 2,50 5,00

Eje Canonico 1

Figura 4-5: Grafico biplot que resulta del analisis de funciones discriminantes. Los tridngulos
grandes respresentan los centroides de cada grupo. Referencias: Colores: Gris: Necochea, Verde:
Monte Hermoso, Amarillo: Claromecé y Azul: Bahia Blanca. Las variables (Cd, Cu y Zn) estan
representadas por los vectores y la correlacién con cada funcién discriminantes estd representada
por el angulo, y la direcccion indica su incremento.
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Tabla 4-12: Concentraciones de metales pesados (ug g! de peso humedo) en tejido hepatico de

delfin franciscana a lo largo de la costa sudamericana. Letras diferentes indican diferencias

significativas p=0,05.

Concentracion en pug g de peso

Pais Zona Metales n himedo Referencia
Rango Media DE
Zn 17
1,00-61,00 3635 1401 [ po
Cu 17 4-21,00 8,20 4.45 al,, 2002
Cd 14 nd - 0,63 0,43 0,43
Rio de Cd 13 0,04 - 1,23 0,46b 0,38 Seixas e al., 2007*
Janeiro Zn 7 21,70 — 46,6 37,5 - Carvalho ¢/ al.,
. Cd 7 0,05-0,17 0,11 - 2008
Brasil
C 18 0,95 - 57,20 7,77 12,51
" 95 =37, : Sl S eixas er al, 2009+
Cd 18 nd - 0,92 0,17 0,29
Sio Pablo - Zn 23 33,64 -4727 46,06 24,85 Kunito ef al,
Parana Cu 23 530-2667 1348 27,00 2004*
Rio Grande Dortneles ef al.
- b 5
ol Cd 44 0,04-414 058 0,36 o0y
Zn 2 - 83400 40,00 .
Marcovecchio e#
Cu 2 - 16,00 3,30 al., 1990
Norte de Cd 2 - 3,30b 1,40
Buenos AiI'CS Zn 18 29 70 . .
Argentina Cu 18 19,00 - - Gerpe ¢t al., 2002
Cd 18 2,27 - --
Zn 40  14,19-7526 34,672 15,17
Sur de P te estudi
Buenos Aires Cu 40 nd - 31,58 6,34a 6,04 resente estudio
Cd 40 nd - 9,95 2,00a 2,42

* Las concentraciones en base de peso seco fueron transformadas en base de peso fresco asumiendo un

contenido de humedad de 70% segin Yang e a/. (2003).
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Tejido Renal

Concentracion de metales pesados y analisis exploratorio de los datos

La Tabla 4-13 resume los valores de los parametros biologicos del grupo de ejemplares

segun el sexo y el estado de madurez sexual.

Tabla 4-13: Parametros biolégicos de los delfines franciscana estudiados en este apartado. I:
inmaduros, M: maduros. DE: desvio estindar, n: tamafio muestral.

Edad (afos) Talla (cm) Peso (kg)

Media DE n Media DE n Media DE n

Hembras 2,73 2,15 15 12274 2221 15 25,12 10,43 15
1 1,91 1,51 11 114,54 19,06 11 21,35 6,86 11

M 5,00 2,16 4 145,30 12,90 4 35,46 12,50 4
Machos 2,83 293 23 111,74 16,30 24 18,27 6,26 24
1 1,83 1,62 18 107,12 14,69 19 16,51 4,85 19

M 6,40 3,97 5 129,30 8,42 5 24,99 6,95 5

Al igual que en el tejido hepatico, el Zn fue el metal mayoritario en el tejido renal seguido
por el Cd, el Cu y el Pb, quien presenté un 69,23% de sus valores de concentraciéon por
debajo del limite de deteccion del método. El Ni presenté un 92% de valores no detectable
y solo tres ejemplares presentaron concentraciones detectables de Cr.

Del anilisis de componentes principales se obtuvieron resultados similares a los observados
para el higado. Los primeros tres factores resultantes de las combinacion lineal de las
variables originales explicaron aproximadamente un 74% de la varianza de los datos (Tabla
4-14). El Factor 1 es un factor de crecimiento, mientras que el Factor 2 resulté un contraste
entre la condicién de los ejemplares y la concentraciéon de Zn y el Factor 3 explico la

variacion de los datos de Cu (Tabla 4-15, Figura 4-6).
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Figura 4-6: Grafico de los autovectores de las variables originales en funcién de los factores de

componentes principales en rifién. Indices de condicién analizados: IR: indice renal, Kn: indice

relativo de condicién corporal. %PG: indice graso. Parametros biolégicos: peso, talla y edad.

Tabla 4-14: Autovalores de la matriz de cortrelacion y la estadistica asociada. Var.: Varianza

Factor Autovalor Y% de var. total 7o var.
acumulada
1 3,82 42,45 42,45
2 1,76 19,54 61,98
3 1,07 11,89 73,87
4 0,77 8,58 82,45
5 0,70 7,78 90,23
6 0,37 412 94,34
7 0,28 3,09 97,43
8 0,22 2,41 99,84
9 0,01 0,16 100,00
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Tabla 4-15: Autovectores de la matriz de correlacion. %IR/%PG: porcentaje del peso del rifién (o
de la grasa total) en funcién del peso total de cada ejemplar. Kn: indice relativo de condicién
corporal (Le Crem, 1951).

Variables Factor 1 Factor 2 Factor 3
Edad -0,41 0,24 0,19
Talla -0,46 0,10 0,24

Peso  -0,48 0,14 0,09
Kn 014  -050  -0,30
IR 044 0,12  -005

%PG 0,05 0,57 0,15

LogCu 0,18 0,19 0,73
LogCd  -0,38 0,15 0,12
LogZn 0,02 0,52 0,48

Al igual de lo observado para el higado, parece haber un efecto del estado de madurez
sexual y de la edad sobre las nuevas variables (Figura 4-7). Para verificar esta tendencia se

aplicaron diferentes pruebas estadisticas.
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Figura 4-7: Graficos de los Factores 1 y 2 en funcién de las variables categoricas (sexo, estado de
madurez (Mad), localidad (Loc) y grupo de edad (G de E). M: maduros, I: inmaduros, N: Necochea,
C: Claromeco, MH: Monte Hermoso; BB: Bahia Blanca.
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Efecto de los parametros biolégicos edad y madurez sexual, sobre las

concentraciones de los metales pesados

En el rifndn se verificod un efecto significatvo del sexo para el Cu y Zn (Mann-Whitney: Cu
p= 0,04, Zn p= 0,03; GLZ: Cu AIC= 9,36, p= 0,02, puesto uno en el ranking, Zn AIC= -
77,06, p= 0,03, puesto uno en el ranking). Por su parte el Cd no present6 diferencias
significativas entre sexos, por ambos métodos. Los niveles de Cd fueron mayores en
ejemplares maduros respecto de los inmaduros (Mann-Whitney: p= 0,001, Tabla 4-16). El
efecto de la madurez sobre el Cd fue también corroborado por el método de GLZ (AIC=
91,53, p= 0,01, puesto uno del ranking).

Por otro lado, tanto el Cu como el Zn presentaron mayores concentraciones en los
ejemplares machos inmaduros que en las hembras en el mismo estado de madurez (Mann-
Whitney: HI vs MI p.,= 0,04, p,,= 0,03). Ademas no hubo diferencias entre los ejemplares
sexualmente maduros machos y hembras. El efecto de la madurez sélo pudo ser verificado
por el método GLLZ para el Cu, pero con una significancia marginal (GLZ: AIC= 10,94 p=
0,05, puesto dos del ranking).

En relacién a los grupos de edad, nuevamente el Cd se diferencié entre el grupo 1 con
respecto a los grupos 2 y 3, mientras que estos ultimos no se diferenciaron entre si
(Kruskal-Wallis: grupo de edad 1vs 2 p=0,002; grupo de edad 1 vs 3 p< 0,001. Tabla 4-17).

No hubo diferencias significativas entre los grupos de edad para el Cuy Zn.
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Tabla 4-16: Concentraciones (ug g' peso fresco) de Cu, Cd y Zn en el tejido renal del delfin

franciscana. I: inmaduros, M: maduros. Letras diferentes indican diferencias significativas p=0,05.

Hembras Machos
Total
1 M H totales 1 M M Totales
Media 2,742 4,13 317 6,377 5,78 6,25 5,07
Cu Mediana 24 3.1 2,89 3,69 534 3,73 3,37
DE 091 2,64 1,66 541 3,85 5,06 4,34
n 9 4 13 17 4 21 34
Media 2,06 13,18 5,02 4,08 12,85 591 5,57
cd Mediana 2,99 14,88 2,99 1,64 1221 2,61 2,99
DE 1,49 10,04 7,01 6,85 7,03 7,65 7,33
n 11 4 15 19 5 24 39
Media 20,372 21,01 20,54 24,585 2226 24,09 22,73
70 Mediana 20,45 20,60 20,46 2432 21,06 23,66 21,06
DE 2,08 546 3,09 5,62 295 5,21 4,80
n 11 4 15 19 5 24 39

Tabla 4-17: Concentraciones (ug g! peso fresco) de Cu, Cd y Zn en tejido renal del delfin

franciscana segun los grupos de edad. Letras diferentes indican diferencias significativas p=0,05.

Grupo de Edad
>0; <1 >0 <4 >5.13
Media 4,77 3,90 8,68
Mediana 3,69 2,58 21,16
Cu DE 2,93 3,26 7,50
Rango 2,40 - 13,38 1,62 - 10,60 2,30 - 20,57
n 13 14 6
Media 3,842 6,69b 7,73b
Mediana 1,49 3,46 3,30
Cd DE 6,17 8,65 7,10
Rango 0,20 - 22,74 0,20 - 29,85 0,20 - 19,16
n 16 15 7
Media 22,90 22,02 23,82
Mediana 21,16 21,05 24,42
Zn DE 5,08 5,12 417
Rango 16,84 - 34,92 12,17 -29,88 19,24 - 31,31
n 16 15 7

En cuanto a las relaciones entre los metales y los parametros biologicos (talla, peso y edad)

se encontré que en rifién unicamente el Cd fue el que se relaciond estadisticamente con

ellos tres (Spearman: Edad Rg,= 0,70, p< 0,001, Talla Ry,= 0,64, p< 0,001, Peso Ry,= 0,55,
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p< 0,001). Los resultados obtenidos por el método no paramétrico de correlaciéon de
Spearman fueron corroborados por el método GLZ, con la salvedad de que el modelo que
mejor explico la variacion de los datos de Cd en rifién fue el compuesto por la interaccion
de dos variables, la edad y la talla (GLZ: AIC= 80,73, p< 0,001, primer puesto del ranking).
No obstante, en el segundo puesto del ranking obtenido aparece un efecto significativo de
la interaccion de tres variables, edad, talla y peso (GLZ: AIC= 82,63, p< 0,001). Se verificd
una correlacion marginalmente negativa entre los niveles de Cu y Cd (Spearman: Rg,= -
0,33, p= 0,05) por el método no paramétrico. Esta relacién no fue encontrada mediante el

método GLZ.

Condicioén Corporal

Al igual que lo descripto para el higado, los indices de condiciéon en riién no se
relacionaron con el sexo, el estado de madurez sexual de los ejemplares ni el grupo de edad
al cual pertenecian los ejemplares segun las pruebas no paramétricas (Mann-Whitney y
Kruskal-Wallis; Tabla 4-18). No obstante, mediante la prueba GLZ el indice de condicién
Kn estuvo afectado por el sexo de los ejemplares (AIC= -26,10, p= 0,04, primer puesto en
el ranking). Mientras que el peso del rifnén se relacioné con la interaccion del sexo y el
estado de madurez sexual (GLZ: AIC= 391,38, p= 0,002, primer puesto en el ranking).
Adicionalmente, tampoco se hallaron relaciones significativas entre los indices de condicion
evaluados y los parametros biologicos por la prueba de rangos de Spearman (talla, peso y
edad, Ry, = -0,22 - 0,32, p> 0,05). Sin embatgo, al aplicar la prueba GLZ a las vatiables
tanto el Kn como el peso del rinén (PR) resultaron influenciados por la interaccion de los
tres parametros biologicos analizados (GLZ: Kn= AIC (Edad/Peso/LT)= -75,24, p<
0,001, primer puesto del ranking y AIC (Edad/Peso/LT)= 359,69, p< 0,001, segundo
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puesto del ranking). El %PG fue afectado por la interaccién de la edad y el peso (GLZ:
AIC (edad/peso)= 261,25, p= 0,03, primer puesto del ranking). El %IR no estuvo
relacionado con los parametros biolégicos en coincidencia con la prueba no paramétrica.

Tabla 4-18: Indices de condicién corporal analizados en funcién del sexo y el estado de madurez
sexual. %IR/%PG: porcentaje del peso del rinén (o de la grasa total) en funcién del peso total de
cada ejemplar. Kn: indice relativo de condicién corporal (Le Crem, 1951).

% IR % PG Kn
Media DE n Media DE n Media DE n
Hembras 041 0,15 15 2838 965 14 099 0,19 15

I 044 017 11 2888 1052 10 0,99 016 11
M 035 003 4 2713 830 4 100 027 4
Machos 0,39 012 24 2523 755 24 088 0,16 24
I 038 013 19 2611 715 19 0,88 016 19
M 044 010 5 21,89 896 5 090 015 5

Total 040 0,13 39 2639 840 38 093 018 39

Mediante la prueba no paramétrica se observé una relacion significativa entre el indice
%PG y el Zn, aunque débil (Tabla 4-19). Lo mismo fue verificado por la prueba GLZ
(GLZ: AIC= 241,49, p= 0,02, primer puesto del ranking) coincidiendo con el analisis
exploratorio inicial. Ademas se encontré una relacién negativa significativa entre el peso del
rifién y la concentracion de Cd y de Cu, en menor medida (Tabla 4-19), mientras que el Zn
no se relacion6 con el peso del rifion. Mediante la prueba GLZ, se verificd el efecto
conjunto de los tres metales sobre del peso del rifén (GLZ: AIC (Log Cu/Log Cd/Log
Zn)= 337,09, p< 0,001, primer puesto en el ranking), mientras que el Zn por si sélo no se
relacion6 con la variable en cuestion (GLZ: AIC= 352,89, p= 0,55, puesto 14 en el
ranking) en concordancia con lo observado por la prueba no paramétrica de Spearman.

El indice Kn fue el unico indice de condicién analizado que presenté valores
significativamente diferentes en las localidades de Monte Hermoso y Necochea (Kruskal-
Wallis: p= 0,02), presentando los ejemplares de Monte Hermoso los valores medios mas

bajos y los de Necochea los mas altos (Tabla 4-20).
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Tabla 4-19: Pruebas de rangos de Spearman: indices de condicién en funcién del logaritmo de las
concentraciones de Cd, Cu y Zn. Ry coeficiente de correlacion de la prueba. %IR/%PG:
porcentaje del peso del rinén (o de la grasa total) en funcién del peso total de cada ejemplar. PR:
valor del peso absoluto del rifién. Kn: indice relativo de condicién corporal (Le Crem, 1951). Se
resaltan en negrita los valores significativos.

n Rsp p
%IR-Cd 39 004 0,80
%IR-Cu 34 -0,23 0,19
%IR-Zn 39 004 081
PR-Cd 39 0,53 0,00
PR -Cu 34 -0,38 0,01
PR -Zn 39 -0,12 048
%PG-Cd 38 -0,02 0,93
%PG-Cu 34 -0,17 0,33
%PG-Zn 38 -0,31 0,05
Kn - Cd 39 -0,04 0,83
Kn - Cu 34 -0,13 048
Kn - Zn 39 -0,17 0,31

Tabla 4-20: Indices de condicion corporal analizados en funcién de la localidad de procedencia de
los delfines. %IR/%PG: porcentaje del peso del rindn (o de la grasa total) en funcién del peso total
de cada ejemplar. Kn: indice relativo de condiciéon corporal (Le Crem, 1951). MH: Monte Hermoso,
N: Necochea, C: Claromec6, BB: Bahia Blanca. Letras diferentes indican diferencias significativas
p=0,05.

% IR % PG Kn
Media DE n Media DE n Media DE n
MH 0,41 009 8 2436 270 8 0,82 0,10 8

Localidades

N 040 0,08 12 2493 988 11 1,02* 023 12
C 038 016 17 27,87 947 17 092* 0,15 17
BB 052 031 2 3005 519 2 089" 001 2

Finalmente se evalué el efecto del varamiento sobre las medidas de los indices de
condiciéon. Se recuperaron cuatro ejemplares varados durante el muestreo. Se encontrd
diferencias significativas entre los ejemplares varados y enmallados (n= 35) para los tres
indices de condicion, Kn, %IR y %PG (Mann-Whitney: Kn p= 0,001, %IR= 0,03, %PG=
0,03). Sin embargo, los niveles de Zn no fueron afectados por la variable (Mann-Whitney:

varamiento vs enmalle, p= 0,74).
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En coincidencia con lo encontrado en el tejido hepatico no se encontraron diferencias

significativas entre las localidades analizadas para el Cd, Cu y Zn ya que las distancias de

Mahalanobis (al cuadrado) fueron bajas (Tabla 4-21 y 4-22), y sus respectivos p fueron

mayores de 0,05 en todos los casos. A diferencia de lo descripto para el higado se

cumplieron los supuestos de homogeneidad de varianza de la matriz de varianza-covarianza

(F=-42,53, gl= 20, p> 0,99, n= 32). Sin embargo, todos los estadisticos puestos a prueba

(Wilk, Pillai, Lawley-Hotelling y Roy; p=0,06) concuerdan en no rechazar la hipdtesis nula

de que no existen diferencias significativas entre las localidades (Tabla 4-21, Figura 4-8).

Tabla 4-21: Concentraciones (ug g! peso fresco) de Cd, Cu y Zn segun el area de procedencia de

los delfines. N: Necochea, C: Claromecd, MH: Monte Hermoso. No se encontraron diferencias

significativas entre las localidades analizadas.

Localidades
N C MH BB
Media 323 4,71 8,31 4,94
Mediana 3,31 3,05 6,95 4,94
Cu DE 0,67 3,65 6,99 4,39
Rango 1,64 - 3,76 1,62 - 13,38 2,08 - 20,57 1,84 - 8,04
n 9 16 7 2
Media 5,44 4,78 5,07 15,03
Mediana 2,20 2,87 3,28 15,03
Cd DE 7,82 5,79 5,34 20,97
Rango 0,20 - 23,22 0,20 - 22,74 0,20 - 13,91 0,20 - 29,85
n 12 17 8 2
Media 22,63 22,31 24,19 21,05
Mediana 21,76 20,74 24 42 21,05
Zn DE 3,34 5,62 4,51 8,89
Rango 17,90 -29,33 12,17 -34,92 19,24 -31,31 14,76 - 27,33
n 12 17 8 2
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Tabla 4-22: Distancias de Mahaladonis al cuadrado entre las localidades analizadas. N: Necochea,
C: Claromeco, MH: Monte Hermoso.

MH N C
MH 0,00 221 1,66
N 2,21 0,00 0,10
C 1,66 0,10 0,00
3,001
log Pb id
1,507 o Log Cu
X
S
o
N ° MH
g 0,00 . °
%
g P log Zn ¢ p
QO
= Log Cd
& -1,501 §
-3,00-, i i .
-3,00 -1,50 0,00 1,50 3,00

Eje Canénico 1

Figura 4-8: Grafico biplot que resulta del analisis de funciones discriminantes. Los triangulos
grandes respresentan los centroides de cada grupo. El eje candnico 1 (94,94%) y 2 (5,06%) explican
el 100% de la wvarianza acumulada. No se detectaron grupos estadisticamente diferentes.
Referencias: Colores: Verde: localidad de Necochea, Amarillo: Monte Hermoso, Azul: Claromecd,
el area de Bahifa Blanca no fue incluida. Las variables (Cd, Cu, Pb y Zn) estan representadas por los
vectores y la correlacién con cada funcién discriminantes es representada por el angulo, y la
direcccién indica su incremento.

En la Tabla 4-23 se resumen los niveles de Cd, Zn y Cu informados para toda el area de
distribucion de P. blainvillei a los largo del tiempo, desde 1990 hasta la actualidad.
En rifién las concentraciones de Zn, Cu y Cd encontradas en el NBA por Marcovecchio y
col. (1990) fueron estadisticamente mayores a las informadas para R] y las del SBA
Student: Zn: pgasry, npasssa< 0,001, Cu: pygam= 0,0065 pupasssa= 0,015 Cd: pugawy,

aeasea< 0,001; Lailson-Brito e al, 2002). Mientras que unicamente el Cd resultd
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estadisticamente mayor en el SBA respecto a R] (Student: pgy, /< 0,001, Tabla 4-23). El

Zny el Cu resultaron similares en ambas regiones del Océano Atlantico Sudoccidental.

Tabla 4-23: Concentraciones medias de metales pesados (ug g'! de peso humedo) en tejido renal de
delfin franciscana a lo largo de la costa sudamericana. Letras diferentes indican diferencias

significativas p=0,05.

Concentracién en pg g de peso

Pais Area M?tal himedo Referencia
analizado
Rango Media DE
cd 15 nd - 1,20 0,300 0,32
. Zn 15 11,00 - 49,00 22,66 9,51 Lailson-Brito et al., 2002
RIO de 3 b 5 b
Janeiro Cu 15 1590-1,60 472 3,80
Brasil
cd 18 ~ 0,79 ~ Seixas et al., 2007 *
Rio Grande - 4 13 - 1,28 - Seixas ef al,, 2007 *
do sul
Uruguay Zona Cd 15 0,03-574 nd nd Foglia, 2008
oceanica
cd 2 - 9,90 3,90
NortZSde Bs. Zn 2 - 79,400 21,40 Marcovecchio ez al.,, 1990
Cu 2 ~ 14,00 4,90
cd 18 024-6,70 ~ ~
Norte de Bs. 4 >
Argentina As. Gerpe et al., 2002
Zn 18 2,11-1548 - -
cd 39  nd- 29,85 5,55 7,34
Sur gl: Bs. Zn 39 1217-3491 2273 480 Presente estudio
Cu 34 1,62-2057 5,07 4,34

* Las concentraciones en base de peso seco fueron transformadas en base de peso fresco asumiendo un

contenido de humedad de 77% segin Yang e a/. (2003).

Diferencias y asociacion entre tejidos

En el siguiente apartado fueron analizados los coeficientes de variaciéon de los metales
detectados y las diferencias de las concentraciones en funcioén de cada 6rgano analizado

(Tabla 4-24). Se observé que los valores de variaciéon fueron muy elevados, principalmente
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para el Cd en rinén. Adicionalmente se encontré diferencias significativas para cada metal
segun el tejido analizado. El Cd fue encontrado en mayor concentracién en rifién respecto
al higado (Mann-Whitney: p= 0,01). Mientras que el Zn y Cu presentaron mayores niveles
en higado (Mann-Whitney: H vs R, Cu p= 0,04, Zn p< 0,001). No se evidenci6 relacién
alguna entre los tejidos para los metales analizados por el andlisis estadistico no
paramétrico, presentando coeficientes de correlaciéon de Spearman bajos y valores de p no

significativos (Spearman: RSp: -0,23 - 0,29, p> 0,09).

Tabla 4-24: Valores de coeficiente de variacién para cada metal detectado segin el tejido analizado.
DE: desvio estandar, CV: coeficiente de wvariacion. ILetras diferentes indican diferencias
significativas p=0,05.

Rifién Higado
Media DE %CV Media DE %CV
Cd 5,572 7,33 131,57 2,57b 2,42 93,92
Cu 5,07¢ 4,34 85,60 6,684 6,04 90,46
Zn 22,73¢ 4,80 21,11 33,024 15,17 45,95

Del analisis de correlacion canonica fue posible evaluar la asociacion de los metales en los
organos analizados. Para éste analisis no se tuvieron en cuenta los datos faltantes o missing
data y se utilizaron los valores de logaritmo de las concentraciones.

El Factor 1 obtenido del analisis de correlacion logré explicar un 91% de la variabilidad de
los datos (Tabla 4-25). Unicamente este Factor present6 un valor de p de la prueba del
lambda de Wilk significativo (A= 0,37, F= 3,42, p=0,002). El valor de R de correlacién
canonica para el F1 fue 0,78. Las Tablas 4-26 y 4-27 muestran la matriz de correlacion
canodnica y los valores de correlacion entre los datos de concentracion de cada metal y las

variables candnicas.
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Tabla 4-25: Valores propios y porcentaje de variabilidad explicado por cada factor canénico (F1y
F2).

F1 F2

Valor propio 0,01 0,06
Variabilidad (%) 91,10 8,63
% acumulado 91,10 99,73

Del analisis de correlaciéon candnica se desprenderia la existencia de una asociacién entre
los tejidos analizados para el Cd, ya que como se observa en la Figura 4-9 ambas variables
presentan una tendencia y angulo similar con el F1. Asimismo el Cd, en ambos tejidos,
present6 los valores mas altos de correlacion con la variable canénica F1, tnica variable que
explica significativamente la variabilidad de los datos. Fue evidente también, la
independencia entre estas dos vatiables (log Cd H/R) con el Zn en tifidén y el Cu en higado,
evidenciada por un angulo de 90° entre ellas. Tanto el Cu en rifién como el Zn en higado

fueron las variables con menor coeficiente de correlacion la variable candnica 1.

Tabla 4-26: Matriz de correlacién candnica. R: rifion, H: higado.

Variables LogCdH LogCuH logZnH LogCuR LogCdR logZnR

Log Cd H 1 0,08 0,13 0,19 0,53 0,20
Log Cu H 0,08 1 0,24 0,03 0,22 0,31
log Zn H 0,13 0,24 1 0,03 0,11 0,19
Log CuR 0,19 0,03 0,03 1 0,26 0,04
Log Cd R 0,53 0,22 0,11 0,26 1 0,21
log Zn R 20,20 0,31 0,19 0,04 0,21 1

Tabla 4-27: Correlaciones entre las variables de entrada (logaritmo de las concentraciones de Cd,
Cuy Zn) y las variables canénicas (F1 y F2). R: rifién, H: higado.

F1 F2
Log CdH -0,91 -0,42
LogCuH 0,49 -0,83
log Zn H 0,29 -0,40
Log CuR -0,20 -0,48
Log CdR -0,72 -0,29
log Zn R 0,40 -0,82
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Figura 4-9: Grafico de correlacion candnica de las concentraciones de los metales pesados

analizados en higado (H) y rifién (R).
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4-4 Discusion

La estimacién de la edad y el estado de madurez sexual, asi como también el sexo y los
indices de condicién aqui evaluados fueron obtenidos segun métodos estandarizados con el
fin de obtener informacién comparable con los datos aportados por la bibliografia
existente. Asimismo, como fue previamente sefialado por Shaughnessy en 1993, los
residuos de los contaminantes ambientales son acumulados y metabolizados
diferencialmente dependiendo del sexo, edad y del estado de madurez en que los
organismos se encuentren, asi como también dependen de factores como la condicién de
salud y dieta de los ejemplares (Aguilar y Borrell, 1990). De aqui se desprende la

importancia de obtener informacién sobre la historia de vida de cada ejemplar analizado.

El valor de los resultados obtenidos se vincula con la escasa informacion sobre la presencia
de contaminantes ambientales en el sur de la costa bonaerense, donde habita una de las
poblaciones de franciscanas mas austral de la distribucion de la especie que sufre el impacto
de la captura accidental y de la modificaciéon del ambiente por mano del hombre. Los
trabajos previos relacionados con el tema bajo estudio se limitan a aquellos que abarcan las
poblaciones de Brasil (Estados de Rio de Janeiro, Sio Paulo, Parana y Rio Grande do Sul) y

el Norte de Buenos Aires (San Clemente del Tuyu y Cabo San Antonio).
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Concentracion de metales pesados

No se encontraron diferencias entre los tejidos hepatico y renal en cuanto a los metales
detectados por el método analitico utilizado. En ambos tejidos fueron tres los metales
analiticamente detectados, Cd, Cu y Zn. Adicionalmente, el Cd fue el tnico metal
encontrado en mayor concentraciéon en el rifién, mientras que el Cu y el Zn fueron
mayoritarios en el higado. Este resultado coincide con lo publicado en la bibliografia
cientifica, principalmente sobre ejemplares capturados accidentalmente, donde fue
informada la acumulacién preferencial del Cd en el tejido renal de los mamiferos marinos y
puntualmente de P. blainvillei (Marcovecchio ez al., 1990; Thomson, 1990; Law, 1996; Gerpe
et al., 2002; Lailson-Brito et al., 2002; Kunito ef al., 2004; Dorneles ef al., 2007; Seixas et al.,
2007; 2009). El hecho de que el Cd se acumula preferencialmente en el rifién estarfa ligado
a las funciones de filtracién y eliminacién de este 6rgano, asi como también, a la fuerte
unioén que presenta el metal con las metalotioneinas presentes en el rifion (Monaci e# al.,
1998; Das et al., 2000). Estas proteinas cumplen la funcién de detoxificacion de elementos
no esenciales (tales como el Cd y el Hg) en los 6rganos de moluscos y mamiferos marinos

(Das et al., 2002; 2000).

Es importante destacar el gran porcentaje de variacion de los valores de Cd (%CV= 131,57
y 93% en el rindén y el higado respectivamente), que es un metal no esencial, con respecto a
los metales esenciales estudiados aqui, el Cu y el Zn. Este hecho fue observado
previamente por otros autores, quienes seflalaron grandes variaciones en los niveles de los
metales no esenciales en los diferentes tejidos de mamiferos marinos, debido a que reflejan
principalmente los niveles de exposicion ambiental y la preferencia alimenticia de los

individuos (Capelli ¢z al., 2008). Por otro lado las concentraciones de los metales esenciales
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son reguladas por procesos fisiolégicos que mantienen la homeostasis del organismo

(Capelli ez al., 2008; Seixas, 2008).

En relacién al Pb, metal no esencial, se encontré que el 70% de sus valores de
concentracion fueron no detectables en ambos tejidos, lo que sugiere que ninguno de los
o6rganos bajo estudio serfan 6rganos blanco del Pb en la especie analizada. La informacion
existente acerca de la presencia y niveles de Pb es muy escasa siendo el tnico trabajo el
publicado por Kunito y colaboradores (2004), quienes estudiaron su acumulacién hepatica.
Mas tarde, en 2008 una tesis doctoral (Seixas, 2008) estudio la presencia del metal tanto en
higado como en rifién. Ambos trabajos informaron niveles de Pb menores a los aqui
informados. No obstante este hecho y de acuerdo a la literatura, el Pb no es considerado
nocivo para las especies que habitan en ambientes marinos, en comparaciéon con los efectos
del Cd y el Hg. Adicionalmente, se considera a la dieta la fuente principal de Pb en éstos

organismos (Kennish, 1997, en Seixas, 2008).

En relacién al tejido blanco del Pb, diferentes estudios han demostrado que los dientes y el
tejido 6seo de los mamiferos y las aves marinas son los principales tejidos de acumulacién
del mismo (Eisler, 1988; en Seixas, 2008; Nam e7 a/., 2005). También fue observado que en
lobo marino de California Zalophus californianus las concentraciones de Pb en hueso fueron
hasta 52 veces mayores a las informadas para musculo y grasa (Kennish, 1997, en Seixas,
2008). Este patrén de acumulacion de Pb (Pb*") estarfa relacionado con la interferencia de
metal con el metabolismo del calcio (Ca*?) en los tejidos de los mamiferos marinos (Nam ez
al., 2005). La baja detecciéon de este metal en los 6rganos analizados concuerda con el
hecho de que los niveles de Pb tienden a disminuir a medida que se asciende en la trama

trofica reflejando la bio-deplesion de éste (Syderman y Jarman, 1998).
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En referencia al Ni, es importante resaltar que su presencia y niveles han sido muy poco
estudiados hasta la fecha en mamiferos marinos. Este metal es esencial y toxico para los
humanos y otros mamiferos (Anke ef al, 1995). Al igual que lo encontrado por Das y
colaboradores (2003) en diferentes mamiferos marinos las concentraciones de Ni
encontradas en franciscana fueron bajas, es mas s6lo estuvo en forma detectable en el
higado de cuatro ejemplares, tres de los cuales fueron capturados en Claromecé y sélo uno
en Necochea. Asimismo, unicamente dos ejemplares presentaron valores detectables en
rifién, también procedentes de la localidad de Claromecé. El Ni actia antagonisticamente
con el Ca™ y el Mg"?, particularmente (Costa ez a/., 2003). Sin embargo, no resulta claro ain
el efecto de la toxicidad del Ni sobre los mamiferos marinos (Law, 1996). Una
investigaciéon realizada sobre la poblacion finlandesa de la foca de anillos Pusa hispida
saimensis revel6 una clara conexion entre las crias nacidas muertas y la concentracion de Ni
en el aire (Hyvirinen y Sipild, 1984). Estos autores encontraron la existencia de un gran
aporte de este metal al medioambiente en esa zona particular por parte de la actividad
industrial. Se sugiere que las concentraciones aqui encontradas podrian estar relacionadas

con un aporte puntual de éste metal al medio.

Los niveles de Cr, Ni y Pb presentes en tejido renal y hepatico, no fueron detectables con el
método analitico utilizado y ademas no fue posible encontrar informacion previa para esta
especie, con excepcion del trabajo de Kunito y col. (2004) para delfines de Brasil. Por lo
tanto, estos son los primeros resultados informados para la poblacién de franciscanas que
habita en las costas del sur de Buenos Aires. Finalmente, se concluye que estos ultimos
metales se acumularfan en el riién y en higado del delfin franciscana en concentraciones

que se encuentran por debajo del limite de deteccién del método.
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Efecto de los parametros biolégicos edad y madurez sexual, sobre las

concentraciones de los metales pesados

El sexo de los ejemplares no se relacioné con los tres metales hallados en el tejido hepatico,
mientras que si lo hizo sobre las concentraciones de Cu y Zn en el rifién, las cuales fueron
mayores en machos respecto a las hembras. Estas diferencias podrian relacionarse con la
prefiez y la lactancia en las hembras. Segin Watanabe y colaboradores (1998), estas son
rutas de excrecion que resultan en una menor concentracion de metales en las hembras
respecto de los machos. Asimismo, las funciones de filtrado y excrecién del rifién
probablemente influyen sobre dicha diferencia. Sin embargo, este resultado no coincide
con el patrén encontrado en estudios previos, tanto en la especie bajo estudio como en
otros mamiferos marinos donde no se observé la influencia del sexo en el patron de
acumulacion de los metales pesados en ambos 6rganos (O Shea e7 al., 1999; Lailson-Brito ez

al., 2002; Gerpe et al., 2002; Kunito et al., 2004; Seixas ef al., 2007; Seixas, 2008).

Ninguno de los metales esenciales analizados en esta tesis (Zn y Cu) present6 correlacion
significativa con la talla, peso y edad de los ejemplares en ambos 6rganos (higado y rifién),
aunque presentaron una tendencia negativa. En coincidencia con los resultados obtenidos
en la presente tesis, Seixas (2008) no encontr6 una influencia significativa de la talla/edad
sobre el Cu en tejido hepatico para los delfines de Brasil. Sin embargo, Kunito y col. (2004)
y Gerpe y col. (2002) si observaron una relacion significativa con ambas variables, aunque
para el caso de los delfines de Brasil (Kunito ez @/, 2004) esta fue negativa, mientras que
para los delfines de Argentina, la relacion fue positiva (Gerpe e al., 2002). En la bibliografia
existen trabajos donde se informa la presencia o ausencia de la relaciéon en cuestién; por

ejemplo, Kunito y col. (2004) encontraron una relacion significativa y negativa, entre el Cu
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y Zn y la edad para los delfines listados Stenella coernleoalba, mientras que los mismos autores
en 2002, no encontraron dicha relaciéon en la ballena minke Balaenoptera acuturostrata. Los
autores proponen que dicha inconsistencia podria deberse tanto a diferencias en el
metabolismo, como a los habitos alimenticios de cada especie. Como se menciond
anteriormente, es conocida la influencia de la dieta sobre la acumulacién de los metales en
los tejidos de los mamiferos marinos. En estudios previos sobre la especie bajo estudio se
encontr6 que los neonatos se alimentaban mayormente de crustaceos, que son ricos en Cu,
mientras que los peces 6seos y calamaretes (ricos en Hg, Se y Cd) fueron los principales
item presa consumidos por los juveniles y los adultos (Di Beneditto y Siciliano, 2007; Paso-

Viola et al., 2010).

De acuerdo con Woshner y colaboradores (2001), 1a caida del Cu con la edad en los tejidos
de los mamiferos marinos puede deberse a la pérdida del mismo con el tiempo debido a,
por ejemplo, la dilucién de los niveles con el aumento de la masa muscular con la edad, o
también, por una disminucién de los niveles requeridos de Cu para realizar las actividades
metabolicas. Segun otros investigadores (Kakuschke ez @/, 2008b) la alta concentracion de
los metales en los neonatos podria deberse a la transferencia de los mismos a través de la

placenta y la leche materna durante la lactancia.

El dnico metal no esencial que se pudo analizar estadisticamente en esta tesis, el Cd,
presenté en patrén de comportamiento muy diferente. Este fue influenciado de forma
positiva por la edad, talla y peso de los ejemplares tanto en higado como en rifién.
Resultados similares fueron informados para los delfines que habitan en las aguas costeras
de Brasil (Lailson-Brito ez al, 2002; Kunito e al., 2004; Seixas, 2008), Uruguay (Foglia,
2008) y Argentina (Gerpe ef al., 2002). No sélo se encontré esta relacion entre los niveles
de Cd y la talla/edad en franciscana, sino que también fue obsetvada en diferentes especies

de mamiferos marinos tanto en higado como en rifién (Caurant ez al, 1994; Monaci ef al.,
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1998; O’Shea, 1999; Monteiro-Neto ef al., 2003). A medida que los delfines se desarrollan y
sustituyen el alimento materno por presas solidas se observa un cambio significativo en la
concentracién de Cd en el higado y el rifion. Esto se vio reflejado en la diferencia en los
niveles de Cd entre el grupo de edad 1 y los otros dos grupos. El primero de los grupos
incluyé seis individuos neonatos, de los cuales cuatro contenfan solo leche en sus
estomagos (Paso-Viola ez a/., 2009) y no se encontraron valores detectables de Cd en ambos
organos. Finalmente, es posible concluir, que tnicamente el Cd se acumula en ambos
tejidos en los defines franciscana procedentes de Buenos Aires, mientras que existe una

tendencia al decremento de Cu en ambos tejidos.

El estado de madurez sexual de los ejemplares influyd, unicamente, sobre la acumulacion
del Cd en el higado, mientras que no ocurrié lo mismo en rifién. En rifién se observé la
influencia tanto del sexo como del estado de madurez sexual sobre las concentraciones de
Cu y Zn. Dentro del grupo de los inmaduros, los delfines neonatos fueron los que
presentaron mayor concentraciéon de los metales, este hecho refuerza la hipotesis ya
confirmada en otras especies de mamiferos marinos y anteriormente discutida, sobre un
mayor requerimiento de estos metales esenciales por individuos neonatos y su asimilaciéon

por los individuos durante la gestacion (Law ez 4/, 1992; Wood y Van-Vleet, 1996).

La ausencia de diferencias significativas entre los grupos de madurez sexual para los
metales esenciales en higado, en discrepancia con lo informado en estudios previos, podria
deberse a que la gran variacién intraespecifica de las concentraciones (Aguilar ef al., 1999)

enmascara las posibles diferencias presentes en este trabajo.
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Efecto de la condicién corporal

La concentracion total de los metales pesados por si sola es insuficiente para poder estimar
tanto el estado de salud de los animales o el efecto de un determinado téxico. Sin embargo,
es importante y necesaria ya que puede proveer un punto de partida para determinar si las
cargas de los metales en los ejemplares son “normales” o “anormales” (Wagemann y Muir,
1984). Para establecer la toxicidad de estos metales en mamiferos marinos se requiere de
informacién adicional, como por ejemplo las influencias antagonistas y sinérgicas

producidas por otros metales as{ como también la especiacion de los metales en los tejidos.

Posibles efectos de niveles subletales de los metales pesados a nivel de las funciones
neurolégicas e inmunoldgicas y sobre el comportamiento de los mamiferos marinos han
sido muy poco estudiados, y la implicancia sobre la salud de los animales es actualmente
poco conocida (Kauschje y Prange, 2007). Uno de los mecanismos propuestos por el cual
los metales pueden alterar el estado de salud es a través de la modulacion de la homeostasis.
Los metales pueden cambiar la respuesta por medios directos e indirectos, los cuales
incluyen cambios en la proliferaciéon celular, fagocitosis, expresion proteinica y otros
mecanismos celulares. Algunos efectos resultantes incluyen inmunosupresién, procesos
inflamatorios crénicos y agudos que conducen a la hipersensibilidad y enfermedades
autoinmunes. En las multiples influencias de los metales sobre el sistema inmune subyace la
importancia del estudio de los metales pesados como potenciales factores de stress

fisiolégico de los mamiferos marinos (Kauschje y Prange, 2007).

Es posible encontrar algunos ejemplos de los efectos de los metales pesados sobre los
mamiferos marinos. Entre ellos son destacables el estudio realizado por Shlosberg y col.

(1997) en el que describieron un dafio progresivo del higado y la posterior muerte de un
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delfin nariz de botella Tursiops truncatus como resultado de la intoxicacion por plomo. Mas
tarde, Bennett y colaboradores (2001) estudiaron marsopas de puerto Phocoena phocoena que
habfan muerto debido a un trauma fisico y a enfermedades infecciosas encontrando que
aquellos ejemplares que murieron a causa de la enfermedad presentaron valores medios de
Hg, Se, Zn vy proporcién de Hg:Se significativamente mayores a los de las marsopas que
murieron a causa de trauma. Pillet y col. (2000) encontraron un efecto sexo dependiente de
Zn sobre la actividad fagocitica en la beluga Balaenoptera melas. En otro estudio realizado
sobre neonatos de foca de puerto Phoca vitulina, Kakuschke y col. (2008a) observaron que la
proliferaciéon de linfocitos era especialmente inhibida por Be, Pb, Cd y Hg, que la
susceptibilidad a los efectos del téxico disminuia con el aumento de la edad de los

neonatos.

En un nuevo estudio, Das y col. (2004) demostraron que el peso del higado puede ser
influenciado por el estado de condicién de los ejemplares, manteniéndose sin cambio en
aquellos individuos con bueno o moderadamente buen estado de condicién general. El
peso relativo del higado (peso de higado/peso del ejemplar) o indice hepatico aumenta
significativamente con el deterioro de la condiciéon corporal como resultado de la pérdida
de biomasa del ejemplar. Esta pérdida podria deberse a que durante el proceso de
inanicién, los lipidos de la grasa y las proteinas musculares son preferentemente
metabolizadas (Markussen, 1995). También observaron que aquellos ejemplares que fueron
capturados accidentalmente presentaron mejor estado nutricional que los delfines varados.
En el trabajo las medidas de referencia de un buen estado nutricional de los organismos
fueron la presencia de una capa de grasa o blubber mas gruesa, menor indice hepatico y
mayor indice graso. El mismo patrén fue observado por Negri (2010) para el delfin
franciscana, quien encontré que los ejemplares varados presentaron menor valor del indice

graso respecto a los ejemplares capturados accidentalmente y en la presente investigacion.
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Aqui se evidenci6 el efecto del varamiento sobre los indices de condicion, encontraindose
que los valores de Kn y %PG fueron significativamente menores en ejemplares varados
respecto de los enmallados, mientras que el %IR fue mayor en los primeros. Sin embargo,
no se observé un efecto sobre los niveles de Zn, probablemente debido al bajo nimero de

animales varados estudiados.

Nuevamente Das y col. (2004), observaron una relacion entre la concentracion hepatica y
renal de Zn con la condicién corporal de los ejemplares, encontrando un incremento
significativo de Zn con el deterioro de la condiciéon. Mientras que el Cu, Cd y Hg, no

mostraron variacion segun los diferentes estados de condicion corporal.

Un patron similar fue observado en el presente trabajo, donde se encontré un efecto
significativo, aunque débil, entre la concentraciéon de Zn y el indice graso, lo que estarfa
demostrando que los niveles de Zn informados podrian tener un incipiente efecto sobre el
estado de condicion de los ejemplares. Sin embargo, el estado general de los individuos fue
bueno o moderadamente bueno, ya que no se observé un cambio significativo en la masa
del higado y rifién (%IR y %IH), evidenciado por la ausencia de relaciéon con la talla y edad

de los ejemplares en ambos tejidos, por los dos métodos estadisticos aqui empleados.

Por otro lado, los machos maduros presentaron un estado de condicién corporal
levemente menor que las hembras, hecho que fue reflejado en el mayor valor de los indices
hepatico y renal y menor valor de indice graso, no obstante tal diferencia no fue
significativa. Este hecho podria estar ligado a que los ejemplares fueron muestreados en su
mayoria durante la época reproductiva de la especie y podrian haber estado invirtiendo sus
energfas en la reproduccion, reflejando la capacidad de los ejemplares en buen estado de

salud para movilizar la grasa del blubbery utilizarla como fuente de energia (Das ez al., 2004).
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Tal tendencia no fue corroborada para las hembras posiblemente debido al bajo nimero de

hembras maduras muestreado.

Finalmente, se sugiere que los niveles de Zn en ambos tejidos podrian ser utilizados, en
relacién con los indices hepaticos, renales y de condiciéon como un indicador del estado de
condiciéon. Las concentraciones de Zn aqui informadas podrian considerarse como
“normales” para la especie bajo estudio; no obstante habria que poner especial atencion a los
cambios de éstas en el futuro, ya que como se expuesto anteriormente hay evidencia de un
efecto sobre la condicién de los ejemplares y el peso de los 6rganos analizados. Es
importante continuar investigando la influencia de este metal, ya que a pesar de ser esencial,
sus niveles altos pueden influenciar criticamente el sistema inmune de los mamiferos (Rink

y Gabriel, 2001; Salgueiro ez al., 2000).

Analisis segun el area de procedencia de los ejemplares

Las concentraciones de Zn, Cu y Cd encontradas en el norte de Buenos Aires por
Marcovecchio y colaboradores (1990) fueron estadisticamente mayores a las informadas
para Rio de Janeiro y las del sur de Buenos Aires. Mientras que unicamente el Cd resulto
estadisticamente mayor entre el sur de Buenos Aires y el Norte de Brasil, Rio de Janeiro,
siendo el Zn y en Cu similares en ambas regiones del atlantico sudoccidental (Kunito ef al.,

2004; Lailson—Brito ef al., 2002; Seixas et al., 2007; Carvalho e7 al., 2008; Seixas e# al., 2009).

A partir de los analisis no paramétricos y del analisis de discriminantes se verifico la escasa

diferencia entre las localidades (Necochea, Claromecé y Monte Hermoso) para las
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concentraciones de Cd, Cu y Zn en ambos tejidos. Fue posible reconocer (Figura 4-6) que
Necochea y Claromecé serfan mas semejantes entre si y diferentes en relacion a los niveles
de los metales de Monte Hermoso. Al analizar las diferencias entre las localidades para el
Cd en higado, se observé que los ejemplares de mas de 1 afio y hasta 4 afios de edad, las
concentraciones entre las localidades de Necochea y Claromecé fueron significativamente
diferentes, siendo la concentraciéon media de Cd en Claromecé mayor que la de Necochea.
Esta diferencia estrfa muy probablemente relacionada con el ingreso de Cd a través de la
dieta principalmente del calamarete, que es un importante item presa de la especie en el
area de estudio (Rodriguez ez al., 2002; Paso Viola ef al., 2010). Ademas que el Cd y el Zn
no se diferenciaron estadisticamente entre los grupos de edad 2 y 3 segin las localidades.
Sin embargo, el Cu presenté diferencias significativas entre Claromecé y Monte Hermoso
para los ejemplares de mas 4 afios de edad, siendo la concentraciéon de Monte Hermoso
mayor a la de Claromecé. Segun lo descripto en la discusién sobre la condicidon corporal,
esta diferencia podria estar relacionada con el estado de condicién de los ejemplares y la

dieta de los mismos.

A partir de los resultados expuestos se desprende que los delfines del sur de la provincia de
Buenos Aires presentaron bajos niveles de metales pesados en sus tejidos en comparacion
con las restantes localidades estudiadas, siendo los niveles aqui informados semejantes de
los encontrados en las franciscanas de Rio de Janeiro, Brasil. Es destacable que en este
estudio realizado en la costa sur bonaerense los niveles encontrados resultaron menores a
los determinados en el norte de la provincia. Esto podria ser consecuencia de un mayor
impacto sobre la zona debido a la cercania a centros urbanos (la Ciudad de Mar del Plata y
Bahia Samboromboén), a la desembocadura del Rio de La Plata, as{ como también a las
caracteristicas geograficas asociadas a las bahias. Si bien los especimenes estudiados

presentaron bajos niveles de metales pesados en relacién a las poblaciones de otras areas

70



Capitulo 4

geograficas, este trabajo en conjunto con investigaciones precedentes indica un estado
crénico de contaminacion. Entre los efectos que estos elementos pueden producir a largo
plazo, en uno de los principales 6rganos de detoxificacion, se pueden enumerar la
alteracion de la tasa en que los elementos toxicos son metabolizados y excretados (Aguilar
et al., 1999). Por esta razén se propone comenzar estudios de histopatologia sobre aquellos

tejidos mas afectados a fin de evaluar posibles efectos subletales sobre los tejidos.

Segun nuestros resultados, el rifién serfa el 6rgano acumulador de Cd, mientras que el
higado acumula preferentemente Zn y Cu. También se sugiere que los metales podrian
tener diferentes roles en ambos tejidos, resultado evidenciado a partir del andlisis de
correlacion canodnica, expresado en la independencia del Cd con el Zn y Cu, es decir entre

el metal no esencial versus los esenciales.
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Metales pesados en tejido epitelial y muscular

5-1 Introduccion

En las ultimas décadas un gran nimero de trabajos cientificos han abordado el estudio de
los contaminantes, como por ejemplo, los metales traza en los mamiferos marinos y en
especial en diversas especies de delfines costeros. En esencia se ha informado la presencia
de diversos metales traza en el higado y en el rifién (Gerpe et al., 2002, Das et al., 2002). Sin
embargo, los estudios realizados sobre piel y musculo no han sido muy frecuentes en
cetaceos hasta la fecha (Fossi y Marsili, 1997; Bryan ef al., 2007; Kunito et al., 2002; Stavros
et al., 2007; Yang et al., 2002). Adicionalmente, en algunos de estos trabajos las muestras
fueron obtenidas de animales varados en las playas (Wagemann ez a/., 1996; Watanabe et al.,
1996; Frodello y Marchand, 2001; Carvalho ez al, 2002; Kunito ez al., 2002; Fossi et al.,
2004) y las concentraciones de metales traza obtenidas pueden no ser representativas de los
valores que exhibe la poblacion. La degradacion a la que se ven sometidas estas muestras
mientras el animal estd en varado en la playa, dificulta la evaluacion del impacto adverso del
metal sobre la salud del ejemplar (Das ez a/., 2003).

En recientes estudios realizados sobre muestras de piel de Szenella coernleoalba y Balaenoptera
acutorostrata, se ha propuesto que la presencia de metales pesados podria ser utilizada para el
monitoreo de la acumulacién de estos contaminantes en los 6rganos internos (Monaci e7 al.,
1998; Kunito ez al, 2002). Aun mas, se sugiri6 que la biopsia de piel podria ser
implementada con una herramienta no letal para el estudio de riesgo ecotoxicologico en

mamiferos marinos (Fossi y Marsili, 1997; Farro ez al., 2008; Querouil e al., 2010).
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Asimismo, la informacién sobre los niveles de metales en musculo es ain mas escasa que la
existente en piel (Marcovecchio et al, 1994; Carvalho ez al., 2002; Carvalho ez al., 2008). En
particular, la informacién disponible sobre los niveles y presencia de metales pesados en
tejido esquelético muscular en P. blainvilles; hasta la actualidad se encuentran disponibles en
la bibliografia unicamente dos trabajos. El primero de ellos fue publicado en 1994 por
Marcovecchio y colaboradores, basandose en el estudié de la presencia de Zn, Cu, Cd y Hg
en delfines recuperados de las costas de Mar del Plata. El segundo trabajo, mas reciente,
data del afio 2008 y fue publicado por Carvalho y col. quienes analizaron la distribuciéon de
Zn, Cd y Hg en tejido muscular y hepatico de defines procedentes de Rio de Janeiro.

El objetivo de este Capitulo fue determinar la presencia y concentraciéon de metales traza
(Cd, Cu, Pb, Zn, Cr y Ni) en piel y musculo del delfin franciscana de las costas del sur de la
provincia de Buenos Aires y evaluar la influencia de los parametros biologicos (talla, peso,
edad, madurez sexual), ecologicos (area de procedencia) y la condiciéon corporal sobre su

asimilacion.
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5-2 Materiales y Métodos

Se analizaron muestras de tejido muscular (n=306) y epitelial (n=33). Adicionalmente, de
cada una de las muestras de piel se extrajo la capa cérnea superficial con bisturi de acero
inoxidable. Los procedimientos para la toma de las muestras y la metodologia analitica
utilizados fueron los mismos descriptos en detalle en el Capitulo 4. El método para la
estimacion de los limites de deteccion del equipo utilizado, el porcentaje de recuperacion de
los metales analizados (Tabla 5-1) y la forma en que se trataron los datos desde el punto de
vista estadistico, también coinciden con los descriptos en el Capitulo 4.

El equipo utilizado para la medicién de los metales pesados (Pb, Cd, Cu, Cr, Ni y Zn) en
las muestras de piel y muasculo fue un espectrofotémetro de emisiéon Optica de plasma
acoplado inductivamente (ICP-OES) modelo Perkin-Elmer Optima 2100 D1 (Figura 5-1).
Las condiciones de lecturas de cada metal fueron elegidas segin el manual del equipo.

El procedimiento de calibraciéon de las curvas es realizado automaticamente por el ICP-
OES a partir de la entrada de los valores de peso de cada muestra analizada y de las

concentraciones de los estandares internos.

74



Capitulo 5

Figura 5-1: Espectrofotémetro de emisiéon 6ptica de plasma acoplado inductivamente (ICP-OES)
modelo Perkin-Elmer optima 2100 DV

Tabla 5-1: Limite de deteccién del método (ug g'), del instrumento (ug ml') y porcentaje de
recuperaciéon de cada metal analizado por Espectrofotometrfa de emisién Optica de plasma
acoplado inductivamente (ICP-OES).

Metales LDM LDI %RE

Cu 1,63 0,001 100,06
7n 026  0,0000 93,56
Ni 021 0,0001 73,12
Cr 1,03 0,001 80,95
cd 1,90 00009 113,17
Pb 534 0,0006 97,80
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5-3 Resultados

Tejido Epitelial

Concentracion de metales pesados y analisis exploratorio de los datos

En la Tabla 5-2 se resumen los valores medios de los parametros biologicos (sexo y el

estado de madurez sexual) de los ejemplares analizados en este estudio.

Tabla 5-2: Parametros biolégicos de los delfines franciscana estudiados en este apartado.
I: inmaduros, M: maduros.

Talla (cm) Peso (kg) Edad (afios)

Media DE n Media DE n Media DE n
Hembras 121,21 2221 14 2497 10,81 14 271 223 14
I 113,22 17,21 11 21,14 6,69 11 2,00 1,67 11

M 150,50 9,34 339,02 1259 3 533 231
Machos 115,17 15,75 19 1941 6,44 19 333 311 18
I 105,99 13,78 11 16,04 536 11 1,60 1,35 10

M 127,79 7,26 8 2323 6,07 8 550 3,38

El Zn presenté menos del 40% de sus valores de concentracién no detectable por el
método analitico utilizado, mientras que el Ni presenté un 48% de sus valores no
detectables. Debido a la gran diferencia entre este porcentaje de concentraciones no
detectable de Ni con el observado en higado y rifion (mas de 90%) se decidi6 incluir a este
metal en los analisis estadisticos. El 100% de los valores de concentraciéon de Cd y Cr y el
99% de los de Pb resultaron no detectables, de mientras que el Cu presenté un 91% de sus
valores de concentraciéon no detectables. La Tabla 5-5 resume los niveles de Zn y Ni en la

piel del delfin franciscana.
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Tabla 5-3: Concentraciones (ug g! peso fresco) de Zn y Ni en piel del delfin franciscana. I:
inmaduros, M: maduros.

Zn Ni
Media  Mediana DE n Media Mediana DE n
Hembras 11529 112,63 48,07 14 0,31 011 048 10
1 115,03 112,15 53,42 11 0,17 0,11 0,09 8
M 116,23 117,6 27,33 3 0,88 0,88 1,09 2
Machos 85,11 77,63 35,43 19 0,75 0,22 1,05 11
I 84,37 77,63 38,45 11 0,55 0,16 0,80 4
M 86,13 78,75 33,35 8 0,86 0,25 1,21 7
Total 97,91 88,24 4329 33,00 0,54 0,16 0,84 21,00
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Figura 5-2: Grafico de los autovectores de las variables originales en funcién de los factores de

componentes principales en piel. Indices de condicién analizados: Kn: indice relativo de condicion

corporal; %PG: indice graso. Parametros biologicos: peso, talla y edad.
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Tabla 5-4: Autovalores de la matriz de correlacién y la estadistica asociada. Var.: Varianza de los

datos.

Autovalor % de var. % de var.
total acumulada
1 2,99 42,76 42,76
2 1,60 22,87 65,63
3 0,94 13,50 79,13
4 0,64 9,19 88,31
5 0,52 7,37 95,68
6 0,30 421 99,89
7 0,01 0,11 100,00

Del analisis de componentes principales (ACP) se obtuvo que los primeros 2 Factores

resultantes de las combinacion lineal de las variables originales explicaron un 65,63% de la

varianza de los datos (Tabla 5-4). El Factor 1 represent6 a las variables relacionadas con el

crecimiento de los ejemplares (edad, talla, peso), mientras que el Factor 2 estarfa

relacionado con la condicién corporal (porcentaje del peso de la grasa) (Tabla 5-5, Figura 5-

2).

Tabla 5-5: Autovectores de la matriz de correlacién. %PG: porcentaje del peso de la grasa total en

funcién del peso total de cada ejemplar. Kn: indice relativo de condicién corporal (Le Crem, 1951).

Factor 1 Factor 2 Factor 3

Edad
Talla
Peso
%PG
Kn
Log Zn
Log Ni

0,47
0,52
0,46
0,39
0,13
0,33
0,14

0,10
0,19
0,43
0,24
0,64
0,34
0,42

-0,01
0,14
0,07
0,56
0,27
0,12
0,76
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Figura 5-3: Graficos de los Factores 1 y 2 en funcién de las variables categoricas (sexo, estado de

madurez sexual (Mad), localidad (Loc) y grupo de edad (G de E). M: madutros, I: inmaduros, N:
Necochea, C: Claromecd, MH: Monte Hermoso; BB: Bahia Blanca.

En la Figura 5-3 puede apreciarse que tnicamente el estado madurez sexual y el area de
estudio parecerfan tener un efecto sobre los factores obtenidos del ACP, mientras que el
sexo y los grupos de edad no muestran ningun patrén especifico. Estas tendencias fueron

verificadas mediante el uso de pruebas estadisticas complementarias cuyos resultados se

detallan a continuacion.
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Efecto de los parametros biolégicos edad y madurez sexual, sobre las

concentraciones de los metales pesados

Se verificé que las concentraciones de Ni en piel no resultaron influenciadas por sexo y el
estado de madurez sexual de los ejemplares (Mann-Whitney: Sexo p= 0,26; Madurez p=
0,13; GLZ: p> 0,05). Por el contrario, el Zn fue afectado significativamente por el sexo de
los ejemplares (GLZ: AIC= -13,15, p= 0,04). Sin embargo, este hecho no fue verificado
por el analisis ANOVA de dos factores, al no encontrarse diferencias significativas entre
los factores analizados (ANOVA: Madurez F= 0,16, p= 0,69; Sexo F= 3,41 p= 0,07,
Sexo*Madurez F= 0,01, p= 0,92).

Al estudiar el efecto de la edad sobre las concentraciones de Ni y Zn, una vez mas, se
encontré que Unicamente las concentraciones de Zn estuvieron relacionadas con esta
variable, hecho que fue verificado por el GLZ y por analisis estadistico paramétrico
convencional (ANOVA de un factor, prueba post-hoc de Tukey ANOVA F= 3,99 p= 0,03,
Tabla 5-6). El Zn resulté estadisticamente mayor en el primero de los tres grupos de edad
analizados (>0 - =<1), mientras que los grupos 2 y 3 no se diferenciaron entre si. Esta
tendencia pudo ser confirmada por los analisis de regresion y correlacion entre la edad de
los ejemplares y el logaritmo de Zn. No obstante, la relacion con la talla presenté una
tendencia negativa no significativa (Figura 5-4).

Se observo un efecto no significativo de la edad (y de los grupos de edad), la talla y el peso
sobre el Ni mediante los tres analisis aplicados (Kruskal-Wallis: p> 0,16; GLZ: p> 0,05;

Spearman: Edad: R_= 0,34, p= 0,15, Talla: R_= 0,24, p= 0,31, Peso: R_= 0,05, p= 0,85).
p p p P p P p
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Tabla 5-6: Concentraciones (ug g! peso fresco) de Zn y Ni en la piel del delfin franciscana segin el
grupo de edad al que corresponden. Letras diferentes indican diferencias significativas.

Grupo de Zn Ni
edad Media Mediana DE n Media Mediana DE n
>0; <1 118,392 111,58 42,64 14 0,18 0,14 0,09 8
>2; <4 86,70 76,39 4329 12 0,52 0,11 0,73 8
>5,13 76,18b 76,61 28,93 7 1,14 0,29 1,37 5
Total 97,91 88,24 4329 33 0,54 0,16 0,84 21
150 | . i \ 1.50 | _
| =013 r=036,p =005 y=202-003"x] | | [F008 r=023,p 023 y - 220-0,002°x]
1.38 | . 1 1.38 ] .
1,30 I 1.30 |
|.1u|p . |.19i’ . .
. ¢ | I . " . .
1,10 1 10 _ -
; \0z .-_ ! - . . :: I.OZ; - .o .y @ . .
E__I.SM B —— . | :%I_SME_ - o '.".- —_ .
ERES i : fe T - k) 185 | S e ' . TTe—
1.74 . 1,74 .
1,66 A | * ] 1,66 | « 2 .
1,58 . 1 1_58;' -
1.50 . . |.50;‘ -
0 2 3 4 5 7 % 13 78,7 54 100,00 108,51160122,9129.7 141.5 1490 1605

Edad { afios) Talla {cm)

Figura 5-4: Relacion entre la edad y talla de los ejemplares con el logaritmo de la concentracién de
Zn (ug g peso fresco).

Condicién Corporal

Ninguno de los indices de condicion, Kn y %PG, presentaron relaciones significativas con
el sexo o el estado de madurez sexual de los ejemplares. Este resultado fue verificado por
los analisis estadisticos paramétricos (ANOVA: Kn vs madurez F= 3,93 p= 0,06; Kn vs
sexo F= 1,43 p= 0,24), no paramétricos (Mann-Whitney: %PG vs madurez p= 0,43; %PG
vs sexo p= 0,22) y por el analisis GLZ (GLZ: p> 0,05). No obstante, los machos
sexualmente maduros presentaron una condicion corporal mas pobre con respecto a las
hembras y a los machos inmaduros, lo cual se reflejé en sus menores valores de %PG y Kn

(Tabla 5-7). Por otro lado, el indice Kn fue afectado por la interaccion de la talla y el peso
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(GLZ: Kn AIC=-48,83, p< 0,001) hecho que fue demostrado mediante al analisis de
regresién multiple (r,,= 0,91, = 0,81, F (2, 27)= 66,38, p< 0,001). El %PG no se
relaciond significativamente con los parametros biologicos evaluados (Spearman: Edad:
R,,= -0,23, p= 0,21, Talla: R = -0,14, p= 0,25, Peso: R ;= 0,11, p= 0, 54) ni con los
logaritmo de las concentraciones de Zn y Ni (Spearman: Log Zn: R = 0,14, p= 0,43, Log
Ni: R,= -0,04, p= 0,86).

Mediante el analisis exploratorio de componentes principales fue posible observar una
asociacion débil entre el indice %PG y la concentracion de Zn, y un contraste entre el
indice Kn y la concentracion de Ni. Sin embargo, estas asociaciones no fueron
corroboradas estadisticamente por el analisis GLZ (GLZ: p> 0,05). No obstante, la

relacién negativa entre el Kn y el Ni fue verificada mediante la prueba no paramétrica de

correlacion (Spearman: Log Ni vs Kn: R,,=-0,50, p= 0,03).

Tabla 5-7: Indices de condicién corporal analizados en funcién del sexo y el estado de madurez
sexual. %0PG: porcentaje del peso de la grasa total en funcién del peso total de cada ejemplar. Kn:
indice relativo de condicién corporal (Le Crem, 1951). No se encontraron diferencias significativas

entre sexos y grupos de madurez.

% PG Kn
Media DE n Media DE n
Hembras 2855 10,02 13 1,04 0,19 14

1 2891 10,51 10 1,06 0,16 11
M 27,38 10,15 3 1,01 032 3
Machos 24 85 8,36 19 0,91 0,18 19
I 25,35 9,03 11 0,94 021 11
M 2416 791 8 0,87 0,12 8

Total 2636 911 32 097 0119 33
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Analisis segun el area de procedencia de los ejemplares

La homogeneidad de varianza de la matriz de varianza-covarianza result6 significativa (F= -
42,53, ¢l= 20, p> 0,99, n= 32). Las diferencias de las concentraciones de Ni y Zn en
funcién de las tres localidades y resultaron no significativas (Ay,,.= 0,64, F (4, 30)= 1,88, p<
0,14). Por lo que no fue posible rechazar la hipétesis nula de que no existen diferencias
significativas entre las localidades (Tabla 5-8, Figura 5-5). En coincidencia con lo
encontrado en el tejido hepatico y renal, no se hallaron diferencias significativas entre las
localidades analizadas para el Ni y Zn ya que las distancias cuadradas de Mahalanobis
resultaron bajas y no significativas en todos los casos (p>0,05) (Tabla 5-9).

Tabla 5-8: Concentraciones (ug g' peso fresco) de Zn y Ni segin el drea de procedencia de los

delfines. N: Necochea, C: Claromec6, MH: Monte Hermoso, BB: Bahia Blanca. No se encontraron

diferencias significativas entre las localidades analizadas.

Localidades - Zn ; .Nl
Media  Mediana DE n Media Mediana DE n
N 102,69 109,28 26,02 12 0,18 0,11 0,11 6
C 107,90 100,6 57,28 14 0,48 0,11 0,69 9
MH 67,31 54,78 2495 5 1,39 1,07 143 4
BB 75,88 75,88 6,86 2 0,18 0,18 0,10 2

Total 97,91 88,24 43,29 33 0,54 0,16 0,84 21

Log Ni

MH

272 164 055 0,53 161
Eje Canénico 1 (94,75%)

Figura 5-5: Analisis de funciones discriminantes. Los rombos respresentan los centroides de cada
grupo. Referencias: Verde: Necochea, Amarillo: Monte Hermoso y Azul: Claromecé. Las variables
(Ni y Zn) estan representadas por los vectores, la correlacién con cada funcién discriminantes es
representada por el angulo y la direcccion indica su incremento.
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Sin embargo, es posible observar tanto en la Figura 5-5 como en la Tabla 5-10 que la
localidad de MH se diferencia levemente de las localidades de N y C en relaciéon a ambos
metales, siendo la concentraciéon de de Ni mayor en MH y la de Zn menor, respecto a las

otras localidades.

Tabla 5-9: Distancias de Mahaladonis al cuadrado entre las localidades analizadas.

N C MH
N 0,000 0,169 3,033
C 0,169 0,000 2,381
MH 3,033 2,381 0,000

Tabla 5-10: Prueba de Hotelling con nivel de significancia corregido por la prueba de Bonferroni
«=0,05.

Localidad LogZn Log Ni n

C 2,05 0,36 1 A B
N 2,02 0,19 7 A
MH 1,82 0,89 11 B

Nota: letras distintas indican diferencias significativas p= 0,05.
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Tejido Muscular

Concentracion de metales pesados y analisis exploratorio de los datos

LLa Tabla 5-11 resume los valores de los parametros biologicos de los ejemplares analizados
en este apartado segun el sexo y el estado de madurez sexual.

Los metales detectados en el tejido muscular, al igual que sus concentraciones, presentaron
el mismo patrén y las mismas tendencias que los encontrados en la piel. Una vez mas, el Zn
fue el metal pesado mayoritario, presentando todo sus valores de concentraciéon por encima
del LDM. Por su parte, el Ni presenté un 48,6% de sus valores no detectables por el
método analitico utilizado y fue el segundo metal mayoritario (Tabla 5-12). El Cd, Cr y Pb
no presentaron valores detectables, mientras que el Cu present6 el 77% de sus valores de
concentracion por debajo de LDM. En funcién de estos resultados sélo fueron analizados

estadisticamente el Zn y el Ni en el tejido muscular.

Tabla 5-11: Parametros biolégicos de los delfines franciscana estudiados en este apartado.
I: inmaduros, M: maduros.

Talla (cm) Peso (kg) Edad (afios)
Media DE n  Media DE n Media DE n
Hembras 125,19 23,10 15 25,70 10,57 14 287 223 15

I 116,03 19,58 11 2206 677 11 200 1,67 11
M 150,38 7,63 4 3902 1259 3 525 189 4
Machos 111,96 1635 21 1834 651 21 271 299 21
I 104,79 1304 15 16,04 488 15 147 1,19 15
M 12988 723 6 2407 690 6 583 392 6
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Tabla 5-12: Concentraciones (ug g! peso fresco) de Zn y Ni en el tejido muscular esquelético del

delfin franciscana. I: inmaduros, M: maduros.

Zn Ni
Media Mediana DE n Media Mediana DE n
Hembras 11,60 11,10 325 14 0,69 0,40 0,92 15

I 11,98 11,63 332 10 0,79 0,50 1,03 11
M 10,64 947 333 4 044 025 049 4
Machos 12,50 10,85 423 20 0,53 029 0,61 20
I 12,37 10,85 391 14 0,53 011 0,60 14
M 12,80 11,03 532 6 0,53 029 0,68 6

Total 12,13 10,85 3,83 34 0,60 040 0,75 35
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Figura 5-6: Grafico de los autovectores de las variables originales en funcién de los factores de
componentes principales en musculo. Indices de condicién analizados: Kn: indice relativo de
condicién corporal. %0PG: indice graso. Parametros biologicos: peso (P), talla (LT) y edad.

Del analisis de componentes principales (ACP, Figura 5-6) se obtuvo que los primeros tres
Factores resultantes de las combinacion lineal de las variables originales explicaron mas del
80% de la varianza de los datos (Tabla 5-13). El Factor 1 representé a las variables

relacionadas con el crecimiento de los ejemplares (edad, talla y peso), mientras que el
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Factor 2 estarfa relacionado con la condicién de los ejemplares (porcentaje del peso de la

grasa y Kn), y el Factor 3 explicaria la variacion de los datos de Ni (Tabla 5-14, Figura 5-06).

Tabla 5-13: Autovalores de la matriz de correlaciéon y la estadistica asociada. Var.: Varianza de los

datos.

Autovalor % de vat. total % de var.

acumulada
1 2,85 40,77 40,77
2 1,76 25,20 65,98
3 1,21 17,25 83,23
4 0,58 8,23 91,46
5 0,35 5,01 96,47
6 0,22 3,15 99,62
7 0,03 0,38 100,00

Tabla 5-14: Autovectores de la matriz de correlacion. %PG: porcentaje del peso de la grasa total en

funcién del peso total de cada ejemplar. Kn: indice relativo de condicién corporal (Le Crem, 1951).

Factor 1 Factor 2 Factor 3

Edad
Talla
Peso
% PG
Kn
Log Zn
Log Ni

_0,47
0,54
-0,55
0,11
0,10
0,34
0,23

0,27
0,16
-0,09
0,61
-0,58
0,35
0,24

0,26
0,06
0,26
0,27
0,36
0,44
0,68

Del analisis de los Factores en funciéon de las variables categoricas (sexo, estado de

madurez, grupo de edad y localidades, Figura 5-7) surgié que ninguna de las variables

categobricas analizadas, el sexo, el estado de madurez sexual, la localidad y los grupos de

edad, seguirfan un patréon especifico. Estas tendencias fueron verificadas, ademas, mediante

pruebas estadisticas complementarias.
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Figura 5-7: Graficos de los Factores 1 y 2 en funcién de las variables categéricas (sexo, estado de
madurez (Mad), localidad (Loc) y grupo de edad (G de E). M: maduros, I: inmaduros, N: Necochea,
C: Claromeco, MH: Monte Hermoso; BB: Bahia Blanca.

Efecto de los parametros biolégicos edad y madurez sexual, sobre las

concentraciones de los metales pesados

Se comprob6 la ausencia de diferencias significativas entre el sexo y el estado de madurez

sexual de los ejemplares para las concentraciones de Ni y Zn en musculo (Mann-Whitney:

Sexo p,.= 0,52, py= 0,78, Madurez p,,= 0,54, py= 0,53). El mismo resultado fue

encontrado también mediante el analisis GLZ en el cual ningin modelo explico

significativamente la variabilidad en la concentracion de ambos metales (GLZ: p> 0,05).

Al estudiar el efecto de la edad sobre las concentraciones de Ni y Zn, a diferencia de lo

observado en la piel, en el tejido muscular no se encontré diferencias significativas entre los
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grupos de edad (Kruskal-Wallis: p> 0,05). No obstante, es posible observar una
disminucién de los niveles de ambos metales en el grupo de edad 2 (=2 - =4) (Tabla 5-15).
De igual forma no se verifico la existencia de una relacion significativa entre los parametros
biolégicos (talla, peso y edad) y el logaritmo de las concentraciones de Ni (Spearman: Talla
Ry, = - 0,14, p= 0,44, Peso Ry, = - 0,20, p= 0,26, Edad Ry, = - 0,07, p= 0,68; GLZ: p> 0,05).
Por otro lado, el Zn presentd una relacion significativamente negativa y débil con la talla y
el peso de los ejemplares (Spearman: Talla Ry = - 0,39, p= 0,02, Peso Ry,= - 0,49, p= 0,003
verificada también por el método GLZ (GLZ: Peso AIC= -45,41 p= 0,01, AAIC, ;01 7=

0,78; Talla: AIC= -4477 p= 0,02, AAIC, -~ 1,40). Asimismo, estas relaciones

coinciden con lo previamente observado en el analisis de componentes principales (Figura

5-7).

Tabla 5-15: Valores medios (ug g! peso fresco), desvios estandar (DE) y n de Zn y Ni encontrados
en tejido muscular del delfin franciscana segun el grupo de edad. No se encontraron diferencias
significativas entre los grupos de edad analizados.

7Zn Ni
Media Mediana DE n  Media Mediana DE n
>0; <1 12,28 11,63 365 16 0,61 0,5 0,66 17
>2;<4 10,42 9,69 2,38 11 0,31 0,11 024 11
25,13 1447 15,12 512 7 1,03 0,47 1,24 7
Total 12,13 10,85 383 34 0,60 0,4 0,75 35

Condicioén Corporal

Los indices de condicion (%PG y Kn) no resultaron afectados por el sexo o el estado de
madurez sexual de los ejemplares (Tabla 5-106), resultado verificado por los analisis
estadisticos no paramétricos (Mann-Whitney: %PG vs madurez p= 0,14, %PG vs sexo p=
0,55; Kn vs madurez p= 0,18, Kn vs sexo p= 0,14) y por el GLZ (p> 0,05). No obstante,
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los machos sexualmente maduros, un vez mas, presentaron una menor condiciéon corporal
que las hembras y los machos inmaduros, lo cual se ve reflejado en sus bajos valores de
%PG y Kn (Tabla 5-16). Por otro lado, el indice Kn fue afectado por la interaccion de la
talla y el peso en el analisis de GLZ (GLZ: Kn AIC=-50,22 p< 0,001) aunque no mediante
el andlisis de correlacion (Spearman: Ry = -0,23 — 0,20, p> 0,18). Similar a lo observado en
la piel, el %PG no se relaciond significativamente con los parametros biolégicos evaluados
(Spearman: Ry, = -0,28 — -0,04, p> 0,11). Mediante el analisis exploratorio de componentes
principales fue posible observar la independencia entre el indice %PG y la concentracién
de Zn y Ni evidenciado por un angulo de 90° entre las variables (Figura 5-6), este resultado
fue confirmado mediante el andlisis de correlacion de Spearman (Spearman: Rg,= -0,13 — -
0,03, p> 0,48) y el GLZ (p> 0,05). Adicionalmente del analisis de componentes principales
se comprobo la asociaciéon entre el Zn y el Ni, ademas confirmada por la prueba no

paramétrica de Spearman (Ry = 0,46, n= 34, p= 0,007).

Tabla 5-16: indices de condicién corporal analizados en funcién del sexo y el estado de madurez
sexual. %PG: porcentaje del peso de la grasa total en funcién del peso total de cada ejemplar. Kn:
indice relativo de condicién corporal (Le Crem, 1951). No se encontraron diferencias significativas

entre los sexos y grupos de madurez sexual.

%PG Kn
Media DE n Media DE n

Hembras 27,84 983 13 1,03 020 14

I 2798 1028 10 1,04 0,17 11
M 2738 10,15 3 101 032 3
Machos 2590 6,92 21 092 017 21
I 27,09 584 15 094 0,18 15
M 2202 901 6 086 0,14 6

Total 26,64 8,06 34 096 0,19 35
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Analisis segun el area de procedencia de los ejemplares

De la misma forma que para la piel, la matriz de varianza-covarianza (F= -25,78, gl= 6, p>
0,99, n= 32) y las concentraciones de Ni y Zn en funcién de las tres localidades resultaron
no significativas (Lambda de Wilk: F (6, 58)= 1,58, p< 0,17, ver Tabla 5-17, Figura 5-8). En
coincidencia con lo encontrado en el tejido hepatico, renal y piel, no se encontraron
diferencias significativas entre las localidades analizadas para el Ni y Zn ya que las
distancias de Mahalanobis (al cuadrado) fueron bajas (Tablas 5-18 y 5-19) y sus respectivos

p fueron no significativos.

Tabla 5-17: Concentraciones (ug ¢! peso fresco) de Zn y Ni segin el area de procedencia de los
delfines. N: Necochea, C: Claromecd, MH: Monte Hermoso, BB: Bahia Blanca. No se encontraron
diferencias significativas entre las localidades analizadas.

Zn Ni
Media  Mediana DE n Media Mediana DE n
11,67 10,81 3,19 12 0,39 0,11 0,51 13
C 11,79 10,62 425 13 0,84 0,56 0,99 13
MH 14,14 14,21 433 7 0,57 0,11 0,69
BB 10,04 10,04 1,79 2 0,51 0,51 0,02
Total 12,13 10,85 383 34 0,60 0,4 0,75 35

z

Tabla 5-18: Distancias de Mahaladonis al cuadrado entre las localidades analizadas.

C MH N
C 0,00 1,46 0,47
MH 1,46 0,00 0,52
N 0,47 0,52 0,00

Tabla 5-19: Prueba de Hotelling con nivel de significancia corregido por la prueba de Bonferroni

a=0,05.
Localidad Zn Ni n
N 11,67 0,41 13 A
MH 14,14 0,57 6 A
C 11,79 0,84 13 A

Nota: letras distintas indican diferencias significativas p< 0,05
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Figura 5-8: Grafico del analisis de funciones discriminantes. Los rombos grandes respresentan los
centroides de cada grupo. Referencias: Colores Verde: Necochea, Amarillo: Monte Hermoso y
Azul: Claromecé. Las variables (Ni y Zn) estan representadas por los vectores y la correlacion con
cada funcién discriminantes es representada por el angulo, y la direcccion indica su incremento.

Diferencias y asociacion entre el tejido epitelial y muscular

La Tabla 5-20 muestra los valores de variacién de las concentraciones de cada metal en los
ejemplares analizados. Se puede observar que los valores de variaciéon fueron muy elevados,
principalmente para el Ni, tanto en piel como en musculo.

Los niveles de cada metal presentaron diferencias significativas segun el tejido analizado,
siendo el Zn mayor en piel y el Ni en muisculo (Mann-Whitney: M vs P Zn, p< 0,001; Ni
p= 0,04). Seguidamente, se verificé unicamente una relaciéon significativamente positiva

entre los dos metales en musculo (Spearman: Rg,= 0,46, n= 34, p= 0,007).
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Tabla 5-20: Valores de coeficiente de variaciéon (CV) para cada metal detectado segun el tejido
analizado. DE: desvios estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas p=0,05.

Piel Musculo

Media DE n  %CV Media DE n

Zn 9791 4329 33 4421 12,13" 3,83 34
Ni 0,54 0,84 21 15562 0,60 0,75 35

A partir del analisis de correlacién candnica fue posible evaluar la asociaciéon entre los

metales en los 6rganos analizados. Para éste analisis se sigui6 el mismo procedimiento que

en el Capitulo cuatro.

El Factor candnico 1 obtenido del analisis de correlacion logré explicar por si sélo un 99%

de la variabilidad de los datos (Figura 5-9). El valor de R de correlacién candnica para el F1

fue 0,38. Sin embargo, éste factor no presenté un valor de p de la prueba del lambda de

Wilk significativo (A= 0,85, F= 0,67, p=0,62), es decir que no fue posible explicar

significativamente la variacién de los datos. Por lo tanto éstos resultados deben

considerarse como tendencias.

Variables (ejes F1y F2: 100,00 %)

*

F2 (0,02 %)

0,75 +
05 +
LOg ] 0,25
-0,75 -0,5 0 0,25 0,5 0,75
-0,25 +
0g9Zn 05 |
g Zn P .
0,75 + Log WP

F1 (99,98 %)

Figura 5-9: Grafico de correlacién candnica de las concentraciones de los metales pesados

analizados en higado y rifién.
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Los niveles encontrados de Zn en musculo de delfines franciscanas del sur de la provincia
de Buenos Aires resultaron significativamente menores a los encontrados en delfines
procedentes del norte de la provincia de Buenos Aires (Marcovecchio ef al, 1994) quienes
informaron una concentracién media de Zn de 49,3 £ 4,80 ug g’1 (¢ de Student t= 19,98 p<

0,001), siendo éstos los unicos datos comparables hasta la fecha.
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5-4 Discusion

Los resultados de concentraciones de Ni en la piel, aqui presentados, son los primeros
informados para el delfin franciscana del sur de la provincia de Buenos Aires.

La piel en los cetaceos cumple un papel muy importante como la primera barrera en contra
de los agentes externos, siendo uno de los érganos mas importantes del grupo y de los
mamiferos en general (Yang ef al., 2002). La piel de los ceticeos no presenta pelos ni
glandulas sudoriparas o sebaceas (Tinker, 1988; Pfeiffer y Rowntree, 1996). A diferencia de
los pinnipedos tampoco cuentan con las vias de excrecion (pelos o glandulas) de algunos
metales pesados (por ej. Hg); por esta razén era esperable que la acumulacién de los
metales pesados en la piel de los cetaceos presente diferentes particularidades (Watanabe e7
al., 1996; Monaci et al., 1998; Yang ez al., 2002).

En estudios previos se demostré que las concentraciones de contaminantes en la piel y en
la sangre se relacionan con la carga de estos contaminantes en el cuerpo (Fossi ez al., 1992;
Monaci ¢z al., 1998; Kunito e# al., 2002), proveyendo la estimacién de las concentraciones de
metales pesados en piel una herramienta no letal para futuros estudios sobre el monitoreo

de especies en peligro de extincion.

Concentracion de metales pesados

El Zn result6 el metal hallado en mayor concentracion seguido por el Ni, mientras que los
restantes metales bajo estudio (Pb, Cd, Cr y Cu) resultaron no detectables por el método
analitico utilizado. Este resultado coincide con el informado por Yang y col. (2002) para la

marsopa de Dall Phocoenoides dalli y por Stravos y colaboradores (2007) en delfin nariz de
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botella Tursiops truncatus, donde se sugirié ademas, que la piel era el 6rgano acumulador de
Zn. En coincidencia con los resultados de Yang y col. (2002) los niveles del Zn en piel
fueron muy superiores a los encontrados en higado, riién y musculo en ambos trabajos. La
concentracion de Zn en la piel hallada, en este trabajo, fue ocho veces superior a la
encontrada en musculo, cuatro veces superior a la encontrada en rifién y casi tres veces
superior a la encontrada en el higado. LLa mayor concentraciéon de Zn en piel en relacion
con las concentraciones en el higado o el rifién fue también informada en el delfin mular
del Mediterraneo Tursiops truncatus (Roditi-Elasar et al., 2003) y en el delfin listado Stenella
coernleoalba (Honda y Tatsukawa, 1983; Roditi-Elasar e# 4/, 2003). Brian y colaboradores
(2007) informaron la presencia de bajas concentraciones de Cr, Cd y Cu, en el delfin nariz
de botella Tursiops truncatus, semejantes a las detectadas en las muestras de piel analizadas en
este trabajo.

En relacién a los metales en musculo, sus concentraciones estuvieron dentro de los mismos
ordenes de magnitud que aquellos informados por Carvalho y col. (2002) en el delfin nariz
de botella Tursiops truncatus y en el deltin comun Delphinus delphis. Sin embargo, la
concentracion de Zn encontrada por Carvalho ez a/ (2008) en el tejido muscular de
franciscanas procedentes de Rio de Janeiro fueron mayores a las informadas en este
estudio. Resultando la maxima concentraciéon de las franciscanas que habitan la costa del
norte de Brasil 34,80 ug g' (Media 27,00 ug g'), mientras que la estimada para las
franciscanas de sur de la provincia de Buenos Aires fue de 21,67 ug g' (Media 12,13 ug g').
La misma tendencia fue mostrada por los niveles encontrados en el norte de la provincia de
Buenos Aires (Marcovecchio e al., 1994). En funcién de estos resultados, la concentracion
de Zn en musculo parece presentar la misma tendencia a la ya confirmada para las
concentraciones de los metales analizados en relacion a las areas geograficas. Es decir, los

niveles de Zn en musculo de las franciscanas del sur de la provincia de Buenos Aires
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fueron menores en relacion a los niveles encontrados a lo largo de la distribucion
geografica de la especie.

En este estudio, las concentraciones de Cd, Cr y Pb detectadas en la piel fueron, en general,
inferiores a las informadas en otros tejidos como el higado y el rifién. Por lo cual resultaria
poco probable que estos elementos tengan efectos toxicologicos significativos sobre la

poblacién de delfines estudiada.

Efecto de los parametros biolégicos edad y madurez sexual, sobre las

concentraciones de los metales pesados

Las variables relacionadas con la historia de vida de cada ejemplar (sexo, estado de
madurez, edad, estado de condicién corporal, etc.) influyeron diferencialmente en los
niveles de Zn en cada tejido analizado (higado, rifién, piel y muisculo). Un ejemplo de esto
fue la influencia del sexo y el estado de madurez sexual sobre la concentracion de Zn en
piel y musculo. Yang y colaboradores (2002) encontraron un resultado similar; los autores
informaron diferencias significativas segun el sexo de los ejemplares sobre los niveles de
Zn en piel, encontrandose mayores concentraciones en hembras que en machos; de la
misma forma que los resultados aqui presentados. Este mismo patrén fue observado en
muchas otras especies, como por ejemplo: marsopa de puerto Phocoena phocoena y de Dall
Phocoenoides dalli (Paludan-Miller ez al., 1993; Yang e al., 2002), beluga Delphinopterus lencas
(Wagemann ef al., 1996) y ballena minke Balaenoptera acuturostrata (Kunito et al., 2002),
pudiendo ser considerado este patréon como un fenémeno general en los cetaceos. Los
altos niveles de Zn encontrados en estos animales responden al rol que cumple en
funciones de proteccion. El Zn desempefaria una funcién critica en la recuperacion de

heridas en la piel. Una gran cantidad de Zn es usado por metaloenzimas, la proliferacion de
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las células cutaneas, y el deposito de colageno en las incisiones (Gontl e7 al., 1998; Nezu ez
al., 1999). Otra posible funcién del Zn serfa la proteccion de las células de la piel contra el
dafno solar foto-oxidativo producido por los rayos ultravioletas que podtian ocasionar
inflamacion de la piel y progresion de tumores (El-Ghorr y Norval, 1999; Leccia ez a/., 1999
en Yang ef al., 2002). La concentracién cutanea de Zn en los cetaceos puede ser mucho
mayor que la de los pinnipedos. Esto puede deberse a que la piel de focas, leones marinos o
morsas esta protegida por pelaje y en consecuencia un mecanismo de proteccion basado en
el Zn no resultarfa tan adaptativo ni necesario (Yang ¢z al., 2002).

En relaciéon a los resultados obtenidos de Ni, se pudo observar la ausencia de la influencia
del sexo, la madurez sexual y la edad. Sus niveles resultaron, ademas, similares a los
encontrados en el delfin coman Delphinus delphis por Carvalho y col. (2002) y muy cercanos
al limite de detecciéon del método. Muy pocos trabajos han estudiado la influencia de
parametros bioldgicos y ecolégicos sobre los niveles de Ni, por lo tanto no fue posible

analizar comparativamente los resultados obtenidos de Ni en funcién de éstos parametros.

Efecto de la condicién corporal

Los resultados obtenidos permitieron comprobar que el %PG resultaria un buen estimador
del estado de condiciéon de los ejemplares, ya que como se explic en el Capitulo 4, este no
fue afectado por el sexo y la madurez, ni por la talla, el peso y la edad de los ejemplares; por
lo tanto resulté ser independiente del crecimiento de los individuos. Mientras que el Kn
presenté un comportamiento diferente al observado para el indice graso; ya que se
relacioné significativamente con parametros bioldgicos. El indice relativo de condicion
corporal o Kn fue utilizado previamente para estimar el estado de condicion de ejemplares

procedentes del norte de la provincia de Buenos Aires por Rodriguez y col. (2002). Sin
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embargo, en base a los resultados aqui obtenidos no se sugiere utilizar dicho parametro
como indice que condicién ya que presenté relaciones significativas con los parametros
biolégicos de los ejemplares aqui analizados, tales como la edad, el peso y la talla, dicha
tendencia refleja una asociaciéon con el crecimiento de los mismos. Adicionalmente al no
observarse un cambio significativo del %PG (menor %PG a mayor edad o talla) es posible
sugerir que los ejemplares se encontraban en un estado bueno de condiciéon (o estable). Sin
embargo, y en coincidencia a lo informado en el Capitulo anterior, se encontré una
asociacion débil, no significativa, entre la concentracién de Zn y el %PG en piel. La
continuidad necesaria de este estudio a través del tiempo, conlleva el objetivo de seguir
monitoreando los niveles de Zn y el estado de condicion de los ejemplares de P. blainvillei
que habitan las costas bonaerenses para evaluar la evolucion de los niveles de este metal y
un posible deterioro en la condicién de los ejemplares de esta especie actualmente
vulnerable.

En la piel se observé una correlacion negativa entre la concentracion de Ni y el indice Kn
(de crecimiento). Esta relacion no ha sido informada en ningun estudio previo y aun mas,
no existe un consenso actual de si se trata 0 no de un metal esencial en los mamiferos
(Anke ez al., 1995). A partir de esta investigacion se pudo sugerir que al menos en la
franciscana, el Ni se comportarfa como un metal no esencial, ya que no fue influenciado
por los cambios que sufren los ejemplares a lo largo de su vida, es decir, ni los parametros
biolégicos analizados ni la condiciéon corporal afecté los niveles de este metal.
Adicionalmente, presenté un gran valor de CV en ambos tejidos (> 155%). Estos hechos
caracterizan el comportamiento de los metales no esenciales, aportando de esta manera
informacién para su caracterizacion final como metal no esencial en el delfin franciscana.
Otro resultado que refuerza esta hipétesis es la independencia entre el Ni y el Zn tanto en

musculo como en piel, verificada por el analisis de correlaciéon canénica. Mientras que, tal
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como se esperaba, el Zn presenté una asociaciéon en ambos tejidos, reflejando su caracter
esencial, ya analizado previamente.

Hyvirinen y Sipild (1984) observaron un efecto de la concentracién de Ni aportado por la
actividad industrial de su zona de estudio sobre la mortandad de las crias de la foca de
anillos Pusa hispida saimensis. Este hecho, unido a la relacién negativa entre los niveles de Ni
y el Kn y al resultado de que mayores niveles de Ni fueron encontrados en Monte
Hermoso hacen preciso seguir investigando y reforzando los analisis sobre los ejemplares
que habitan en las cercanias de esta localidad.

Los metales presentes en musculo no se vieron influenciados significativamente por el
estado de condicion de los ejemplares. Por lo tanto es posible concluir que el estudio de los
niveles de metales en musculo no provee de una herramienta util para la evaluacion de los
posibles efectos de los contaminantes sobre el delfin franciscana del sur de la provincia de

Buenos Aires.

Anilisis segun el area de procedencia de los ejemplares

El area de procedencia no presento relacion con la concentracion de Zn y Ni en piel ni en
el musculo de los ejemplares. Sin embargo, tal como fue destacado en la seccién previa, el
Ni en piel podria ser utilizado como una herramienta para analizar el efecto de parametros
ecoldgicos, ya que no fue influenciado por las variables de la historia de vida de los
ejemplares, como el sexo, la edad, talla, estado de madures, etc. Para tal efecto resulta
necesario encontrar nuevas herramientas analiticas que provean un limite de deteccion
menor para hacer el estudio de éste metal, ya que el mismo es un metal micro-traza y
debido a ello resulta dificil obtener valores detectables con los métodos analiticos que

actualmente se usan.
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Finalmente, se recomienda no utilizar el tejido muscular para el monitoreo de
contaminantes en futuros estudios sobre la especie y en cambio se destaca la utilizacion de
la piel como una posible herramienta no letal para el estudio de la condicién de los
ejemplares y de la presencia de Zn y Ni. Sin embargo, para lograr un aplicacion eficiente de
esta herramienta, resulta necesario seguir trabajando con los ejemplares capturados
accidentalmente de manera de obtener los valores desde de los cuales se pueda
proporcionar un punto de referencia a partir del cual una dada carga de metal pueda ser
considerada como "normal" o "anormal" en los tejidos de los animales analizados

(Wagemann y Muir, 1984).
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Aspectos reproductivos del delfin franciscana

6-1 Introduccion

Aspectos reproductivos de esta especie como la variaciéon ontogénica, la edad de primera
madurez, el ciclo reproductivo, y las descripciones histoldgicas de sus goénadas, fueron
estudiados en forma parcial para las FMAs III y IV por diversos autores (Harrison ez al.,
1969; Harrison y Brownell, 1971; Harrison ez al, 1972; 1981; Kasuya y Brownell, 1979;
Brownell Jr., 1989; Pinedo, 1991; Corcuera, 1996; Danilewicz 2003; Danilewicz ez al., 2004,
Botta, 2005; Bertozzi, 2009).

Pontoporia blainvillei presenta dimorfismo sexual sesgado hacia las hembras, siendo mayores
en tamafo que los machos en estado adulto. El dimorfismo se manifiesta en el peso y en la
talla (Kasuya y Brownell, 1979; Pinedo, 1991; Ramos, 2000). De acuerdo a los criterios
propuestos por Kasuya y Brownell (1979) la longitud a partir de la cual los ejemplares
macho son considerados sexualmente maduros es de 131,4 cm y mientras que la talla de
madurez sexual en las hembras es de 141 cm. La edad de madurez sexual ocurre entre los 2
y 3 anos de edad en ambos sexos. Para las franciscanas que habitan en el extremo sur de la
distribucion Corcuera (1996) estimé que la edad de madurez sexual fue de 3,3 afios para los
machos y 4,5 para las hembras. Los delfines franciscana de Rio Grande do Sul, en Brasil
presentaron una edad de primera madurez sexual de entre 3,0 y 3,6 afios, con 128,2 cm y
26,4 kg para los machos y entre 3,5 y 3,7 aflos para las hembras con 138,9 y 32,8 kg
(Danilewicz et al,2003; Danilewicz, 2004). En 2009, Bertozzi, encontré para las

franciscanas de Sao Pablo, en Brasil, que la edad y longitud de madurez sexual, fue menor,
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tanto para los ejemplares macho (1,3 - 1,5 afios y 103 — 107 cm) como para los ejemplares
hembra (1,2 — 1,8 afos y 115 — 119 cm).

El periodo de gestacion para los delfines franciscana de Uruguay se estimé entre 10,8 y 11,1
meses, o 10,5 meses en promedio, de acuerdo a Kasuya y Brownell (1979) y Harrison y col.
(1981). Este periodo fue similar al hallado por Danilewicz (2003) para franciscanas de Rio
Grande do Sul (11,2 meses).

El periodo de lactancia se estim6 en 9 meses y las crias comienzan a cazar alimento solido a
partir de los tres meses de edad (Kasuya y Brownell, 1979).

Sélo en pocas ocasiones se registraron hembras lactantes prefiadas segun Brownell (1989) y
en relacién a la periodicidad, el ciclo reproductivo de una hembra fue descripto como
bianual tanto para las costas uruguayas (Kasuya y Brownell, 1979) como para el litoral de
Sao Pablo y Parana (Rosas y Monteiro-Filho, 2002). Sin embargo, Danilewicz (2003) estim6
un intervalo de nacimientos de 1,5 afios para las franciscanas de Rio Grande do Sul, lo que
significarfa que la mitad de las hembras maduras se estan reproduciendo anualmente, y la
otra mitad lo hace bianualmente. Mas tarde Bertozzi (2009) informé que el intervalo de
nacimientos para las franciscanas de Sao Paulo fue de 1,8 afios.

La longevidad del delfin franciscana se estimé en aproximadamente 20 afios, sin embargo
pocos individuos alcanzan esta edad (Pinedo y Hohn, 2000). El ejemplar macho de mayor
edad encontrado recientemente tenfa 17 afios de edad y fue capturado accidentalmente en
redes de pesca costera en aguas del estado de Rio Grande do Sul (Botta, 2005). LLa hembra
de mayor edad tenfa 21 afios y fue encontrada por Pinedo (1991).

En la actualidad persisten vacios o escasez de informacién biologica de esta especie en la
costa de Argentina (FMA 1V), esta falta de informacién bioldgica se hace extensiva a
diversos aspectos de la historia de vida de esta especie, en particular en el norte de la
provincia de Buenos Aires y mas aun hacia el extremo sur de la distribuciéon. Dado la

escasez y antigiedad de la informacién existente sobre la biologia reproductiva de la
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especie en el extremo sur de la distribucién, sumada a la evidente variacion de las variables
biolégicas entre las diferentes unidades de manejo de franciscana o entre las FMAs, y el
hecho de que recientemente (2008) la especie ha sido catalogada como “Vulnerable”
(IUCN, 2008) en todo su rango de distribucion, se plante6 como objetivo estudiar aspectos
reproductivos y los respectivos parametros bioldgicos involucrados en el proceso

reproductivo del delfin franciscana del sur de la provincia de Buenos Aires.
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6-2 Materiales y Métodos

6-2-1 Método histolégico

Los testiculos fueron separados del epididimo y conservados en tubos herméticos con
solucién de formaldehido al 10%. De la parte media de cada pieza testicular se obtuvieron
con bisturi submuestras de 3 mm de espesor. El tejido fue embebido en Paraplast®
(Biopack) y los tacos obtenidos se cortaron en laminas de 4 — 7 um de espesor con
micrétomo digital y tefiidos con hematoxilina - eosina. El estado de madurez sexual de los
machos fue determinado mediante la observaciéon de las secciones testiculares bajo
microscopio 6ptico a distintos aumentos, segun el criterio descripto por Hohn e /. (1985)
y Danilewicz e al. (2004): presencia de espermatogonias, espermatocitos, espermatidas,
espermatozoides y la forma de los tubulos seminiferos. Segtin este criterio los individuos se
clasificaron en:

Inmaduros: Sus tdbulos seminiferos contienen principalmente espermatogonias. Los
tubulos seminiferos se presentan embebidos en abundante tejido intersticial, se encuentran
densamente empaquetados y presentan una secciéon transversal circular (no estan
elongados).

Maduros: Los tubulos seminiferos presentan espermatogonias, espermatocitos,
espermatidas y espermatozoides. Los tabulos seminiferos se observan bien elongados, con
gran limen tubular y poco tejido intersticial rodeandolos.

Por otro lado, durante la necropsia, los ovarios fueron separados del tracto reproductor, y
conservados en formaldehido al 10%. Para la estimacion del estado de madurez de las
hembras luego de la observaciéon macroscopica realizada bajo lupa, los ovarios fueron

cortados a mano con bisturi en secciones de 1 a 3 mm de espesor y se los observé bajo
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lupa segun el protocolo descripto por Danilewicz (2003). El criterio para determinar el
estado de madurez utilizado fue la presencia de al menos un cuerpo liteo o blanco en
alguno de los ovarios. Cuando fue necesario se realiz6 un examen microscopico. Para tal
fin los ovarios fueron embebidos en parafina o Paraplast” y cortados en liminas de entre 4-
10 pm de espesor. Los cortes se colorearon con hematoxilina — eosina y se observaron bajo
lupa y microscopio 6ptico a diferentes aumentos. El analisis histologico de las gonadas se
realiz6 sobre 25 testiculos y 14 ovarios.

El estado de madurez sexual de aquellos ejemplares de los cuales no se obtuvieron cortes
histolégicos apropiados o no se obtuvieron las goénadas, fue estimado por los métodos

morfométricos que se detallan en la secciéon préxima.

6-2-2 Método morfométrico gonadal

Tanto los ovarios como los testiculos, una vez extraidos durante la diseccién, fueron
medidos con un calibre digital (£ 0,01 mm) y pesados con balanza digital (+ 0,01 gr). Los
testiculos fueron pesados sin el epididimo. Las gonadas obtenidas fueron medidas en tres
dimensiones (largo, ancho y espesor) y se determinaron los siguientes parametros
morfométricos (Danilewicz e7 al., 2004; Danilewicz 2003) sobre cada ejemplar:

Largo y peso combinado de testiculos y ovarios (LCT/O y PCT/O), largo y peso medio de
testiculos y ovarios (LTM y PTM), indice de madurez sexual testicular (IM), peso relativo
de testiculos y ovarios (PRT/O) y didmetro medio testicular (DMT). Los parametros

mencionados se calcularon segun las siguientes ecuaciones:

Largo combinado de testiculos y ovarios (LCT/O) =
LCT/O(cm)=LTD/LOD(cm)+ LTI /LOI(cm)
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Peso combinado de testiculos y ovarios (PCT/O) =

PCT /O(gr) = PTD/POD(gr) + PTI / POI (gr)

LTD(cm) + LTI (cm)
2

Largo testicular medio (LTM) - LTM(cm) =

Peso testicular medio (PTM) > PTM(gr) = PTD(gr) + PTI(gr)

2
Indice de madurez mm) > IM = m
LCT/O(cm)
Peso Relativo de testiculo y ovario (PRT/O) >
PRT/O%:M*]_OO
P(gr)

Diametro medio testicular (DMT) -

(aTD (cm) + €TD (cm) )+ (aTl (cm) + €Tl (cm))
2

DMT (cm) =

Donde:

P: peso corporal total (gr)

PTD/POD: peso de testiculo/ovario derecho (gr)
PTI/POI: peso de testiculo/ovario derecho (gr)
LTD/LOD: largo de testiculo/ovatio (cm)
LTI/LOI: largo de testiculo/ovario izquierdo (cm)
aTD/I: ancho de testiculo derecho /izquierdo (cm)

e¢TD/I: espesor de testiculo derecho / izquierdo (cm)

Fue posible analizar las medidas morfométricas gonadales de 38 machos y 24 hembras.

Con los resultados de los diferentes parametros calculados se determiné cual o cuales de

ellos resultaran los mas confiables para la estimacion del estado de madurez sexual de los

ejemplares. Estos parametros brindaran la posibilidad de realizar una estimacién del estado
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de madurez sobre carcasas encontradas que no se encuentren completas o en buenas

condiciones de conservacion.

6-2-3 Método morfométrico corporal

Actualmente este es el método mas utilizado para la estimacién de la madurez sexual en
Argentina. Permite estimar el estado de madurez de los ejemplares al momento de la
muerte partir de la talla medida sobre los cuerpos de los ejemplares muertos en redes de
pesca de forma accidental o varados en las playas. L.a Tabla 6-1 muestra los valores de la
talla, peso y edad obtenidos por Kasuya y Brownell (1979), y cuyos valores se utilizan para
estimar el estado de madurez. Para este analisis morfométrico corporal se utilizaron 44

ejemplares machos y 29 hembras.

Tabla 5-1: valores promedio, desvio estindar (DE) y rangos y de la edad y talla obtenidos por
Kasuya y Brownell (1979) sobre franciscanas capturadas accidentalmente en las costas uruguayas.

Edad Talla (cm) Peso (kg)

Rango Media Rango Media DE n Rango Media DE n

0<<1 03 8401020 927 80 50 109-172 142 27 40
1<<2 12 90,5-1340 1157 9,7 480 11,8245 186 44 21,0
Machos 2<<3 22 110,0-1520 1288 10,6 21,0 163357 240 64 10,0
3<<4 33 1180-1290 1235 2,0 17,2 1,0
4<<16 62  1220-1470 1333 86 21,0 199322 282 57 40
0<<1 05 8501050 984 60 80 11,8149 131 1,6 3,0
1<<2 13 100,0-143,0 1226 10,6 540 14530,8 229 47 260
Hembras 2<<3 22 120,0-169,0 1412 144 250 17,7349 263 68 9,0

3<<4 3,2 145,0-160,0 1522 55 6,0 34,4 34,4 1,0
4<<13 6,4 137,0-171,0 1528 9,2 28,0 29,90-52,10 40,3 8,6 5,0
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6-2-4 Método multivariado descriptivo: Analisis de cluster

A partir del actual auge de los analisis multivariados descriptivos y debido a la valiosa
informacién que éstos brindan se decidié abordar la estimaciéon de la madurez sexual
analizando de forma conjunta los parametros morfométricos corporales (talla y peso) y la
edad. Se realizé6 un analisis de Cluster jerarquico sobre 40 machos y 28 hembras con el
objetivo de encontrar la estructura natural de agrupamiento.

El criterio de agrupamiento utilizado fue jerarquico y la distancia de (di) similitud fue la
distancia euclidea. Se analizaron varios métodos de ligamiento con el fin de encontrar el
mas apropiado para los datos aqui analizados. La eleccion del método se baso en el valor de
correlacién cofenética, siendo elegido aquel método que present6 el valor mas alto de
correlacion. Se realizaron dos cluster por separado, uno para cada sexo. Los grupos
definidos por el analisis para cada sexo se compararon con la informacién obtenida del
analisis histolégico y morfométrico corporal. El analisis de conglomerado se realizé con el

programa estadistico InfoStat/E (Di Rienzo ¢t al., 2010).

6-2-5 Estimacion de la edad, talla y peso medios de madurez sexual

Para determinar la edad, talla y peso en la cual los ejemplares alcanzan la madurez sexual se
utilizaron dos métodos diferentes: el método de la regresion logistica y el método de
DeMaster (1978) modificado por Ferrero y Walker (1995).

El método logistico se realizé aplicando 100 iteraciones, por el método no lineal-Quasi
Newton, minimizando la suma de cuadrados de los residuos (Cox y Snell, 1989 en Ferrero
y Walker, 1995). La relaciéon entre los parametros qued6 expresada segin la siguiente

ecuacion:
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1

Donde x es la edad, talla o peso del animal, Y es la proporciéon de maduros e inmaduros, &
es el coeficiente de regresion; y « es la ordenada al origen.
Por el método de DeMaster (1978) con modificaciones, la edad de madurez (EMS) se

expresa segun la siguiente ecuacion:

k
EMS=Y a(f,- f,,)

a=]
Donde, f, es la fracciéon de animales sexualmente maduros de la clase de edad 4, / es la edad
del animal sexualmente maduro mas joven de la muestra; y £ es animal sexualmente
inmaduro mas longevo de la muestra.

La varianza de EMS queda expresada por la siguiente ecuacion:

VAR(EMS) = Zk;[a(l— f.)/N, —1]

a=]
Donde, N, es el numero total de animales de edad a.
La talla (TMS) y el peso (PMS) de madurez sexual fueron calculados usando la ecuacién de
DeMaster (1978) modificada por Ferrero y Walker (1995). La ecuacion utilizada para el
calculo fue la siguiente:

Crnax
TMS/PMS= ) C(f, - f_,)

Cmin

Donde, C

max

representa la clase de talla/peso de los ejemplares sexualmente inmaduros de

mayor tamafio o mas pesados, C,

min

es la clase de talla/peso de los ejemplares maduros de
menor talla o peso, C es el menor valor de la clase talla/peso 7 y f es la fraccién de
animales sexualmente maduros de la clase de talla/peso % Los ejemplates fueron agrupados
en intervalos de 5 cm y 5 kg.

El calculo de la varianza también sufre un cambio y quedd expresada por la siguiente

ecuacion:
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VAR(TMS/ PMS) = wzzk;[f (1 f)/N, -1]

a=]
Donde, N, es el nimero total de animales de clase de talla/peso 7 y #° es el intervalo de
clases, en este caso fue 5.
Todos los analisis estadisticos aqui utilizados (Prueba de normalidad Shapiro-Wilk, prueba
de homocedasticidad de Levene, pruebas de comparacion: Kruskal-Wallis y Mann-Whitney,
prueba de Wilcoxon, prueba de rangos de Spearman) se realizaron con el programa
estadistico Statistica 7.0 (Statsoft, Inc.). Se consideré como nivel de significancia estadistica

p = 0,05 para todas las pruebas realizadas.
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6-3 Resultados

M¢étodo histolégico macroscépico y microscopico

Para la determinaciéon del estado de madurez de los individuos analizados se utilizé el
método histolégico macroscopico y el microscopico, ambos complementarios y
determinantes para el objetivo buscado. De manera, la estimacién del estado de madurez
obtenida por el método histologico fue comparada con aquellas obtenidas por los restantes
métodos evaluados en esta Tesis.

Los ovarios de los animales inmaduros presentaron una forma ovoide y alargada con una
superficie externamente lisa y sin relieves (Figura 6-1). En cambio, los ovarios maduros
presentaron cuerpos luteos y blancos sobre su superficie (Figura 6-2). Los ovarios
inmaduros presentaron en su interior foliculos primarios unilaminales y multilaminales,
secundarios en crecimiento y foliculos de de Graff o atrésicos (Figuras 6-3 y 6-4).

En cuanto a los machos, la determinacién del estado de madurez sexual no pudo realizarse
mediante la observacion directa externa de las génadas ya que éstas no se diferencian
macroscopicamente (Figuras 6-5) haciendo necesario realizar cortes histolégicos. Los
machos inmaduros presentaron tubulos seminiferos, en general, de forma circular en su
seccion transversal, densamente empaquetados en tejido intersticial (Figura 6-6 A). En los
tabulos seminiferos con un ldmen tubular pequefio o en aquellos que estaban
completamente cerrados predominaron las espermatogonias sobre las paredes internas,
caracteristica propia de los mamiferos (Figuras 6-6 C). Los machos maduros, se observaron
tabulos mas elongados y menos empaquetados (Figura 6-7 B); con espermatidas en
diferentes estadios de maduracién en su interior (Figuras 6-7 B y E-F).

El macho inmaduro de mayor tamafio present6 una talla de 135,2 cm, un peso de 23,0 kg y
3,0 aflos de edad, por su parte el macho maduro mas pequefio en tamafio ostentd una talla
de 119,3 cm, 16,5 kg y 5 afios de edad. Los machos cuyos valores de talla, peso y edad
fueron mayores a 121,8 cm, 18,5 kg y 3,2 anos, respectivamente, resultaron sexualmente

maduros por este método (limite inferior del IC 95%).
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Figura 6-1: Aspecto externo de los ovarios de una hembra inmadura. Escala 1 cm.

Figura 6-2: Aspecto macroscopico externo e interno de ovarios maduros de ejemplares de delfin
franciscana. Las marcas sobre la superficie representan, cuerpos liteos (CL) y blancos (CB). Escala
2 cm.
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Figura 6-3: Foliculos primarios: unilaminar (izquierda) y multilaminar (derecha). Aumento 200X.
Cortes histolégicos de 6 micrones teflido con hematoxilina-cosina.

Figura 6-4: Foliculo secundario (izquierda) y foliculo atrésico (derecha) a un aumento de 100X.
Cortes histolégicos de 6 micrones teflido con hematoxilina-eosina.

Figura 6-5: Aspecto externo e interno de un testiculo inmaduro (derecha) y maduro (izquierda) de
ejemplares de delfin franciscana. Escala 1 cm.
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Figura 6-6: Aspecto general del corte histologico de un testiculo inmaduro (A y C) y maduro (B y
D). Escala 500 um (A-B) y 50 pm (C-D). Se puede observar la mayor cantidad de tejido intersticial y
el menor tamafio de los tubulos seminiferos del individuo inmaduro (A-C) respecto al maduro (B-
D). Las figuras E y F muestran en detalle espermatidas (EP) en diferentes estadios de maduracién

en un de testiculo maduro.
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La Tabla 6-2 A resume los valores medios de los dos grupos de madurez segin el método
histologico.

Las hembras, por su parte, presentaron los valores mas altos en las tres variables analizadas.
La hembra inmadura de mayor tamano present6 una talla de 147,0 cm, 32,2 kg de peso y 4
afios de edad, mientras que la madura mds pequefia mostr6 una talla de 142,0 cm, un peso
de 26,9 kg y 4 afios de edad y estaba prefiada al momento de ser capturada (Tabla 6-2 B).
Las hembras que presentaron valores de talla, peso y edad mayores a 139,2 cm, 25,3 kg y
1,6 afos, respectivamente, resultaron maduras sexualmente por este método (limite inferior
del IC 95%).

LLa hembra madura mas grande presentd una talla de 160,5 cm y 8 afios de edad, a su vez
esta hembra fue la que presenté mas cantidad de cuerpos de ovulacién en el ovario
derecho: 6 cuerpos blancos y dos lateos. La misma hembra estaba amamantando al

momento de ser capturada (Figura 6-7).

Figura 6-7: Hembra madura capturada accidentalmente en la costa de Claromecé. Este espécimen

fue el de mayor tamafo muestreada (160,5 cm).
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Tabla 6-2: Talla, peso y edad de delfines machos (A) y hembras (B), segin el estado de madurez

sexual estimado por el método histolégico.

Grupo de madurez

A. Inmaduros  Maduros
Media 109,49 126,48
DE 15,19 6,07
1 =2 ’ ’
Talla em)n=25 81,50 119,30
Max 135,20 136,00
Media 17,71 21,60
DE 5,41 374
ko) n= 2 ’ ’
Peso (kg n=24 5.80 16,53
Max 23,00 29,00
Media 1,60 4.56
1,24 1,74
Edad (afios) n= 24 DE ’ ’
Min 0,00 2,00
Max 4,00 7,00
Grupo de madurez
B. Inmaduras Maduras
Media 122,40 152,75
Talla (cm) n= 14 DE 16,49 8,49
Min 100,00 142,00
Max 147,00 160,50
Media 24,47 36,21
Peso (kg) n= 14 DE 579 6,84
Min 15,80 26,85
Max 32,20 43,19
Media 2,60 5,00
1 2.1
Edad (afios) n= 14 bE )78 16
Min 1,00 3,00
Max 5,00 8,00
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Morfometria gonadal

Machos

Los testiculos del delfin franciscana se caracterizaron por su pequefio tamafio (%PRT=
0,02), aun en ejemplares maduros.

Las génadas estudiadas resultaron simétricas, es decir, todas las medidas tomadas sobre los
testiculos (peso, largo, ancho y espesor) fueron similares en ambos (Wilcoxon: Peso: p=
0,88; Largo: p= 0,69; Ancho: p= 0,48; Espesor: p= 0,90). En aquellos casos donde sélo fue
posible recuperar uno de los dos testiculos se asumi6 que las medidas del testiculo faltante
eran iguales a las del testiculo obtenido. La Tabla 6-3 resume los valores medios de las
medidas tomadas sobre los testiculos recuperados.

Todas las variables morfométricas gonadales analizadas resultaron ser significativamente
diferentes entre los individuos inmaduros y maduros (Mann-Whitney: PTM p= 0,001; IM
p= 0,001; PCT p= 0,003; DMT p= 0,005; LTM p= 0,007; LCT p= 0,010; %PRT p= 0,020,
ver Tabla 6-4).

El PTM y PCT fueron los parametros que presentaron menor solapamiento entre los
valores de los dos grupos de madurez. El IC 95% para el PTM fue 0,83 — 1,23 gr y 2,62 —
0,39 gr para los inmaduros y maduros respectivamente. Mientras que el IC 95% del PCT de
los ejemplares inmaduros varié entre 1,62 — 3,07 gr y el de los maduros entre 5,24 — 12,79
gt.

Contrariamente a lo observado con los parametros de peso testicular, el largo combinado
de testiculo (LCT) y el largo testicular medio (ILTM) presentaron un gran solapamiento
entre los rangos de ambos grupos de madurez. El LCT present6 un IC 95% entre 5,81 —

0,74 cm y 7,73 — 10,20 cm, para los ejemplares inmaduros y los maduros, respectivamente.

118



Capitulo 6

El LTM present6 un rango de solapamiento menor entre 4,92 y 7,01 cm y su IC 95% para
los individuos inmaduros vari6é entre 2,90 — 3,34 cm, mientras que para el grupo de los
ejemplares maduros este rango estuvo entre 3,99 y 5,09 cm.

El rango de solapamiento del DMT entre los dos grupos de madurez fue de 0,32 a 1,58 cm,
mientras que el IC 95% para los inmaduros estuvo entre 0,45 y 0,76 cm y entre 0,85 y 1,32
cm para los maduros. El rango del %PRT fue entre 0,01 y 0,11. El valor mas bajo de
%PRT fue de 0,007 y el mas alto 0,070, perteneciendo éste ultimo al ejemplar mas longevo
de la muestra analizada (13 afios).

El indice de madurez (IM) presenté un rango de solapamiento de 0,04 — 0,11, generado
s6lo por tres ejemplares, y el IC 95% vari6 entre 0,03 — 0,04 y 0,07 — 0,12 para los
inmaduros y maduros respectivamente. El valor mas bajo fue de 0,008 y el mas alto 0,180,
que nuevamente correspondié al ejemplar mas longevo.

Las relaciones entre la talla y los parametros medidos que presentaron los valores del
coeficiente de correlacion = 0,70 en orden descendente, fueron PTM (R,= 0,77, p< 0,001),
PCT R,= 0,74, p< 0,001), IM (R,= 0,73, p< 0,001) y LTM (R,= 0,71, p< 0,001). Para el
DMT se observé una relacion con la talla significativa aunque su valor del coeficiente de
correlaciéon de Spearman (R, = 0,48, p= 0,01) estuvo entre los menores encontrados junto
con el PRT (R,= 0,52, p= 0,001).

La relacion entre los parametros morfométricos gonadales con la edad y la talla, mostrd que
hay un aumento de los valores de todos ellos a partir de los 4 afios de edad y 125 cm de

talla (aproximadamente) de los ejemplares analizados (Figs. 6-8 a 6-14).
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Tabla 6-3: Peso, longitud, ancho y espesor de los testiculos recuperados de las carcasas de los

delfines franciscana accidentalmente capturados.

PTD PTI LID LTI ATD ATI EID ETI

(@) (@ (m (m) (m) (m) (cm) (cm)

Media 222 232 365 364 091 099 063 0,63
DE 216 290 0,97 1,04 049 0,62 032 031
Minimo 020 020 202 205 007 006 006 0,06
Miximo 10,00 16,00 6,53 749 200 354 132 135
n 37 37 38 38 35 35 33 33

Estadistica

Tabla 6-4: Paraimetros morfométricos gonadales evaluados segun el estado de madurez sexual de
los delfines machos. Todos los parametros morfométricos gonadales analizaron resultaron
significativamente diferentes entre los individuos inmaduros (I) y maduros (M).

Madurez Variables Media DE Minimo Miximo n
DMT (cm) 0,62 0,33 0,06 1,58 22
PCT (gr) 249 1,83 040 8,70 24
LCT (ecm) 6,40 1,16 4,48 9,00 25
I M 0,04 0,02 0,01 0,11 25
% PRT 0,01 0,01 0,00 0,06 24
PTM (gr) 1,17 054 0,20 2,50 20
LTM (cm) 3,13 052 224 450 25
DMT (cm) 1,09 0,39 0,37 1,95 13
PCT (gr) 928 6,45 2,60 26,00 13
LCT (em) 9,16 223 4,50 14,02 13
M M 0,09 0,04 0,04 0,19 12
% PRT 0,04 0,02 0,01 0,07 13
PTM (gr) 451 3,12 1,30 13,00 13
LTM (cm) 4,63 093 3,10 7,01 13

%
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Figura 6-8: Relacion entre la talla (LT) 6 la edad con el peso testicular medio (PTM) para machos

de delfin franciscana. I: inmaduros, M: maduros.
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Figura 6-9: Relacion entre la talla (LT) 6 la edad con el peso combinado de testiculos (PCT) para
machos de delfin franciscana. I: inmaduros, M: maduros.
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Figura 6-10: Relacion entre la talla (L'T) 6 la edad con el indice de madurez (IM) para machos de

delfin franciscana. I: inmaduros, M: maduros.
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Figura 6-11: Relacion entre la talla (LT) 6 la edad con el largo medio testicular (LMT) para machos

de delfin franciscana. I: inmaduros, M: maduros.

121



Capitulo 6

16 17
I I X
14 X M %
~12 | XM =
§10 | X B2 [
£ %, ¥X = Xxg X
87 AN 3 X
—= 6 F X a7 %
4 X |
2 1 1 1 J 2 1 1 1 1 1 1 J
70 9 110 130 150 0 2 4 6 8 10 12 14
LT (cm) Edad (cm)

Figura 6-12: Relacién entre la talla (LT) 6 la edad con el largo combinado testicular (LCT) para
machos de delfin franciscana. I: inmaduros, M: maduros.
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Figura 6-13: Relacion entre la talla (LT) 6 la edad con el peso relativo testicular (%oPRT) para
machos de delfin franciscana. I: inmaduros, M: maduros.
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Figura 6-14: Relacion entre la talla (LT) y la edad con el diametro medio testicular (%oDMT) para
machos de delfin franciscana. I: inmaduros, M: maduros.
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Hembras

Al igual que en los machos, los ovarios resultaron ser simétricos en cuanto a su peso, largo,
ancho y espesor (Wilcoxon: Peso: p= 0,81; Largo: p= 0,70; Ancho: p= 0,33; Espesor: p=
0,11, Tabla 6-5). En consecuencia, se procedi6 de igual manera que como se hizo con los
machos (con los ovarios inmaduros). Se calcularon los valores de peso, largo, ancho y
espesor medios y combinados. Para el calculo de los parametros en las maduras se usaron
unicamente las medidas del ovario mas pesado.

Del total de hembras recuperadas (n= 27) fue posible analizar la morfometria gonadal de
un maximo de entre 20 y 24 génadas segin la variable medida.

Los valores de los parametros morfométricos ovaricos se detallan en la Tabla 6-6. Todas las
variables morfométricas gonadales analizadas, excepto el LCO, resultaron ser
estadisticamente mayores en los individuos maduros respecto a los inmaduros (Mann-
Whitney: IM p< 0,001; PCO p< 0,001; LCO p= 0,790; %PRO p< 0,001).

ElI PCO fue el parimetro con mayor coeficiente de cortelacion de Spearman (R ;= 0,93, p<
0,001) y menor solapamiento de los valores entre los dos grupos de madurez con la talla y
edad de los ejemplares (Figs 6-15 a 6-18). Todas las hembras cuyo valor de PCO fue mayor
a 4,02 gr resultaron maduras sexualmente (limite inferior del IC 95%). Este parametro fue
seguido por el IM (R,;= 0,90, p< 0,001) y el %PRO (R,= 0,82, p< 0,001). En todas las
hembras se observé un aumento de los valores de los parametros morfométricos gonadales
a partir de los 3 afnos de edad y una talla cercana a los 140 cm.

En relacién a las cicatrices de ovulacion, se encontr6 igual cantidad de cuerpos luteos y
blancos (seis) en ambos ovarios, pero vario la distribucion de ellos entre los dos ovarios. La
totalidad de los cuerpos blancos estuvieron en el ovario derecho de la hembra de mayor
tamafio muestreada (160,5 cm), mientras que los cuerpos luteos se repartieron en igual

proporcién entre los dos ovarios.
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Tabla 6-5: Peso, longitud, ancho y espesor de los ovarios recuperados de las carcasas de los
delfines franciscana accidentalmente capturados.

eadistic, POD LOD  AOD EOD POl LOI AOI EOI

(g (m) (cm) (ecm) (gr) (em) (cm) (cm)

Media 127 1,70 085 052 1,13 1,71 092 0,50

DE 202 059 051 029 1,64 068 056 028

Minimo 0,10 089 007 003 010 095 007 004

Miximo 7,10 321 230 120 6,00 394 244 120
n 23 25 24 20 23 25 24 20

Tabla 6-6: Parametros morfométricos gonadales evaluados segun el estado de madurez sexual de
los delfines hembras. Todos los parametros morfométricos gonadales analizaron resultaron
significativamente diferentes entre los individuos inmaduros (I) y maduros (M), con excepcion de
LCO.

PCO 1LCO POM LOM %PRO IM
Media 0,80 297 040 149 000 022
DE 067 060 034 030 000 017

1 Min 0,20 1,89 0,10 0,95 0,00 0,00
Max 2,20 392 1,10 1,96 0,01 0,60
n 18 20 18 20 20 20

Media 5,88 2,63 588 2063 0,02 2,57
DE 1,07 1,16 1,07 1,16 0,00 1,19
M Min 450 138 450 1,38 0,01 1,52
Max 7,10 394 710 394 0,02 4,28
n 4 4 4 4 4 4
*para las hembras maduras sélo se tuvo en cuenta las variables del ovario mas

pesado.
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Figura 6-15: Relacion entre la talla (LT) 6 la edad con el peso combinado de ovarios (PCO) del
delfin franciscana. I: inmaduras, M: maduras.
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Figura 6-16: Relacién entre la talla (LT) 6 la edad con

delfin franciscana. I: inmaduras, M: maduras.
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Figura 6-17: Relacién entre la talla (L'T) 6 la edad con el indice de madurez (IM) del delfin

franciscana. I: inmaduras, M: maduras.

170

002 r 4y
0016 + °M
00012 +
&
< 0,008 | ¢
RN
0,004 - 'S
s H®
O 1 ‘ 1 1 J
70 90 110 130 150
LT (cm)

0

i ol
¢ M

i ,*.

& B

0 2 8 10

4 6
Edad (afios)

Figura 6-18: Relacién entre la talla (LT) 6 la edad con el peso relativo de ovarios (%PRO) del

delfin franciscana. I: inmaduras, M: maduras.

Se realizé un analisis de la morfometria de las génadas en funciéon de la presencia de

cuerpos luteos y blancos. Del analisis se desprendieron los siguientes resultados:
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Intervalo de edad de hembras sin cuerpos lateos o blancos 0-5 afios
Hembra mas joven con cuerpos de ovulacion 3 afios
Hembra mas vieja con cuerpos de ovulacion 8 afios
Hembra mas joven prenada 3 afios
Hembra mas vieja prefiada 8 afos
Hembra mas vieja muestreada 8 afios

Método morfométrico corporal

A partir del analisis morfométrico corporal en base a la aplicaciéon de los rangos de edad,
talla y peso obtenidos por Kasuya y Brownell (1979), fue posible agrupar a los individuos
en grupos de madurez. Tanto las hembras como los machos fueron divididos en dos
grupos: inmaduros (I) y maduros (M). Para los analisis morfométricos se conté con 42 - 44
machos y 28 - 29 hembras. Los ejemplares inmaduros, tanto machos como hembras, de
mayor tamafio presentaron una talla de 1293 y 132,0 cm y 7 y 5 anos de edad,
respectivamente. Los maduros mas pequefios; presentaron una talla de 132,0 cm y 3 afios
de edad, los machos y 140,0 cm y 6,0 afios de edad, las hembras. Los individuos mas
jovenes en alcanzar la madurez sexual presentaron dos y tres afios de edad para los machos
y hembras, respectivamente (Tabla 6-7). Todas las variables tenidas en cuenta en este
apartado fueron mayores en las hembras respecto de los machos.

Del total de hembras maduras, cuatro se encontraron prefiadas y una amamantando. En
relacién a ésta hembra, fue posible examinar las glandulas mamarias llenas de leche en toda
su extension (Figura 6-20). Las glandulas presentaron una longitud total de 31,5 cm
(derecha) y 30,0 cm (izquierda), color rosado palido y apariencia de bolsas ovoides. Se
extendfan desde la hendidura mamaria hasta el ombligo aproximadamente, con una
consistencia firme y forma definida.

Entre el método histologico y el morfométrico corporal, basado en los rangos de edad, talla

y peso obtenidos por Kasuya y Brownell (1979), se encontré una discrepancia en la

126



Capitulo 6

determinacion del estado de madurez en dos hembras y nueve machos. La discrepancia
surgié al determinar cémo inmaduro a individuos que a través de la observacion de los
cortes histologicos goénadales resultaron sexualmente maduros. En funcién de esta
discrepancia, los valores medios de talla y peso de los machos, obtenidos por el método
morfométrico corporal en base a la comparacion de los resultados de Kasuya y Brownell
(1979), fueron estadisticamente mayores a la de aquellos obtenidos por el método
histolégico (Kruskal-Wallis: Talla p= 0,010; Peso p= 0,001). Los machos cuya talla, peso y
edad fueron mayores a 132,44 cm, 23,86 kg y 1,87 afos, segun los limites inferiores del IC
95%, se determinaron como sexualmente maduros. Las hembras cuya talla fue mayor a
143,83 cm con un peso y edad mayores a 30,16 kg y 3,85 afios fueron sexualmente

maduras.

Tabla 6-7: Talla, peso y edad de delfines machos (A) y hembras (B), segtn el estado de madurez
sexual estimado por el método morfométrico corporal.

Grupo de madurez

A. Inmaduros  Maduros

Media 112,88 135,04

DE 13,02 3,38
Talla (cm) n= 44 Min 81,50 132,00
Max 129,30 141,50

Media 18,85 27,96

DE 4,57 3,54

P ko) n= 44 ’ )

eso (kg) n Min 5.80 23,00
Max 24,40 35,20

Media 2,26 5,00

DE 1,88 3,74

E fl =42

dad (afios) n Min 0,00 2,00

Max 7,00 13,00
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...continuacién
B Grupos de Madurez
Inmaduros  Maduros
Media 111,80 150,60
Talla (cm) n= 29 DE 18,21 0,81
Min 72,70 142,00
Max 147,00 160,50
Media 21,25 37,34
Peso (kg) n=28 DE 8,59 9,63
Min 3,58 26,85
Max 42,50 52,00
Media 1,86 5,29
Edad (anos) n=29 D_E 1,64 1,98
Min 0,00 3,00
Max 6,00 8,00

Figura 6-19: Hembra madura. Izquierda: leche brotando desde la hendidura de la glandula
mamaria. Derecha: aspecto de las glandulas mamarias.

Método Multivariado descriptivo: Analisis de cluster

Del analisis de cluster se desprendieron 2 grupos de madurez para ambos sexos, con mas
del 50% de distancia de unién. Para los machos el método con el que se obtuvo el valor
mas alto de correlacion cofenética (0,66) fue el método del vecino mas lejano o de
ligamiento completo mientras que para las hembras el método mas apropiado fue el de
Ward (correlacion cofenética=0,71). Los grupos resultantes fueron inmaduros (I) y

maduros (M). La Tabla 6-8 muestra los valores medios, desvio estandar (DE) y rangos de la
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talla, peso y edad correspondientes a cada grupo de madurez y la Figura 6-20 muestra los
dendogramas obtenido del analisis de cluster.

La estimacion del estado de madurez obtenida por el método histolégico y morfométrico
multivariado discreparon en la estimacion del estado de madurez sexual en 5 ejemplares
machos y 4 hembras. Los valores medios de talla, peso y edad de los ejemplares de cada
grupo de madurez correspondientes a las hembras no variaron significativamente entre los
tres métodos (Kruskal-Wallis: I Talla: p= 0,95; Peso: p= 0,95; Edad: p= 0,98; M Talla: p=
0,50; Peso: p= 0,97; Edad: p= 0,94). Lo mismo ocurri6é con los machos (Kruskal-Wallis: I
Talla: p= 0,62, Peso: p= 0,77; Edad: p= 0,62; M Talla: p= 0,11, Peso: p= 0,27, Edad: p=
0,84).

Segun este método multivariado el ejemplar macho inmaduro mas longevo presento siete
afios de edad y 120,0 cm y 24,1 kg, mientras que el maduro mas pequeno presentd dos afios
de edad, 127,5 cm y 23,3 kg de peso. Los ejemplares cuya talla, peso y edad son mayores o
iguales a 130,42 cm, 22,19 kg y 2,82 afos fueron considerados maduros por el método
morfométrico de cluster. Por su lado, la hembra inmadura de mayor tamafio present6 una
talla de 129,7 cm y 3 afios. La hembra madura mas pequefa ostenté 137,0 cm y 5,0 afios de
edad. Por el método multivariado las hembras fueron consideradas sexualmente maduras a
partir de una talla, peso y edad de 141,56 cm, 15,85 kg y 3,85 afios.

Del analisis combinado del método multivariado e histolégico se estimé que los machos de
la especie P. blainvillei del sur de la provincia de Buenos Aires pueden ser considerados
sexualmente maduros a partir de una talla, peso y edad igual o superior a 126,47 cm, 21,34
kg v 3,45 afios de edad (valores del limite inferior del IC 95 %) y sus valores medios fueron
de 129,78 (£ 6,44) cm, 23,89 (* 4,00) kg y 4,94 (£ 2,79) afios. Los ejemplares inmaduros
presentaron una talla media de 110,32 (£ 12,90) cm, un peso de 18,42 (£ 4,89) kg y una
edad de 1,79 (+ 1,59) afos. Del mismo analisis se desprenden los siguientes resultados para

las hembras: 143,13 cm, 31,13 kg y 3,81 afios (valores del limite inferior del IC 95 %). Sus
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respectivos valores medios fueron 150,02 (£ 7,50) cm, 39,89 (+ 8,34) kg y 5,57 (+ 1,90)

aflos.

Tabla 6-8: Parimetros morfométricos y edad de los machos (A) y hembras (B).

Grupo de madurez

A
Inmaduros Maduros
Media 11023 132,86
rall DE 12,17 428
m
alla (cm) Min 81,50 127,50
Max 12300 141,50
Media 18,43 25,53
DE 4778 4,53
Peso (k : ’
eso (kg) Min 5.80 19,26
Max 24,40 35,20
Media 1,93 4,69
i DE 1,69 3,09
Eidad (afios) Min 0,00 2,00
Max 7,00 13,00
n 26 13
B Grupos de madurez
) Inmaduras Maduras
Media 10711 147,63
DE 14,62 7,90
Talla (cm) Min 72,70 137,00
Max 129,70 160,50
Media 19,02 36,69
DE 6,57 8,27
Peso (kg) Min 3,58 26,85
Max 30,50 52,00
Media 1,53 5,22
i DE 1,39 1,79
Fdad (afios) Min 0,00 3,00
Max 5,00 8,00
n 19 9
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Figura 6-20: Dendograma obtenido del analisis de cluster para la determinacién de los grupos de
madurez sexual realizados a partir de las medidas de largo (cm), peso (kg) y edad (afios). Figura

superior: machos, inferior: hembras.
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Determinacion de la edad y talla medias de madurez sexual

El rango de tallas de machos comprendido desde los 81,5 hasta 109,0 cm y entre 0 y 1 afio
de edad contuvo unicamente ejemplares inmaduros, mientras que el rango de 130,0 — 141,4
cm y mayores de cinco afios sélo estuvo constituido por ejemplares maduros (Figuras 6-22
y 6-23).

Para las hembras el rango de tallas que incluy6 a los ejemplares desde 72,7 a 137,0 cm y
desde el nacimiento hasta el primer afio de edad estuvo formado por ejemplares
sexualmente inmaduros en su totalidad, mientras que el rango de 150 cm y 6 afios o mas
present6 en su totalidad ejemplares sexualmente maduros (Figuras 6-24 y 6-25).

La edad de madurez sexual estimada para los delfines machos de franciscana del sur de la
provincia de Buenos Aires por el método del ajuste logistico fue: 2,92 + 0,30 afios (R’=
57,60%, p< 0,001) y por el método de DeMaster (1978) fue de 3,54 £ 0,17 (IC95%= 2,72 -
4,36 afios, Figura 6-26). Por otro lado, la talla media de madurez sexual estimada por el
método logistico y de DeMaster (1979) fueron: 126,26 * 3,97 cm (R*= 41%, p<0,001) y
126,19 + 0,18 (IC 95% = 125,36 — 127,01 cm), respectivamente.

La EMS para las hembras obtenido por el método logistico y el de DeMaster (1978) fueron
de 4,05%0,54 afios (R*= 47,1%, ver Figura 6-27) y 5,05 £ 0,35 (IC 95%= 3,89 - 6,21),
respectivamente. Mediante el método logistico la talla de madurez se estimé en 141,97 *
2,57 cm (R*= 68,41%, p< 0,001), la misma variable por el método de DeMaster (1978)

present6 un valor de 144,30 £ 0,60 cm (IC 95%= 142,78 — 145,82 cm).
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Figura 6-22: Frecuencia absoluta de machos maduros e inmaduros por clase de edad de delfines

franciscana.
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Figura 6-23: Frecuencia absoluta de machos maduros e inmaduros por rangos de tallas estudiadas

en delfines franciscanas.
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Figura 6-24: Frecuencia absoluta de hembras maduras e inmaduras clase de edad de delfines

franciscanas.
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Figura 6-25: Frecuencia absoluta de hembras maduras e inmaduras por rangos de tallas estudiadas

de delfines franciscanas.
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Figura 6-26: Curva sigmoidea ajustada a la funcién logistica obtenida a partir de la edad y el estado

de madurez de los ejemplares machos de franciscana. ILa edad en la cual el 50% de los ejemplares
resultaron sexualmente maduros (Y=0,5) fue 2,92 afios (EMS). R?>= 57,6 %, R= 0,76, p< 0,001.
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Figura 6-27: Curva sigmoidea ajustada a la funcién logistica obtenida a partir de la edad y el estado
de madurez de ejemplares hembras de franciscana. La edad en la cual el 50% de los ejemplares
resultaron sexualmente maduros (Y=0,5) fue 4,05 afios (EMS). R2= 47,1%, R= 0,70, p< 0,001.
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6-4 Discusion

Los ejemplares de delfin franciscana aqui analizados fueron capturados de forma accidental
en redes de pesca artesanal costera o encontrados varados en las playas a lo largo del area
de estudio. Los ciclos vitales de esta especie tan peculiar de delfin costero fueron
exhaustivamente estudiados a lo largo de toda la costa de Brasil y Uruguay. En
consecuencia, los estudios realizados hasta la actualidad en estos paises resultan de gran
valor para el conocimiento de su estructura poblacional y para el analisis del impacto que
pueden provocar los sucesos de captura accidental y varamientos sobre la especie. Sin
embargo en Argentina no existen hasta la fecha trabajos publicados donde se aborde el
tema de la biologia reproductiva del delfin franciscana. Consecuentemente, los resultados
aqui presentados resultan de interés como primera aproximacion al estudio de la biologfa
reproductiva en Argentina, y en particular en el extremo sur de la distribucion.

Establecer el estado de madurez sexual de los individuos bajo estudio es el primer paso en
cualquier trabajo cuyo objetivo sea estudiar las caracteristicas reproductivas o aspectos de la
biologfa reproductiva de una especie. LLa mejor herramienta para establecer el estado de
madurez sexual es a través del examen histolégico de las génadas (Perrin y Donovan,

1984).

M¢étodo histolégico micro y macroscépico

Se confirmé para los delfines de la poblacion del sur de la provincia de Buenos Aires, la

hipétesis de simetria en la morfometria de los testiculos establecida previamente para las
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poblaciones de Brasil y Uruguay (Kasuya y Brownell, 1979; Danilewicz ez al., 2004; Botta,
2005; Bertozzi 2009).

La presencia de espermatogonias, espermatocitos I y II y espermatidas en el analisis
microscopico, y la no visualizaciéon de espermatozoides, resulté similar a los resultados
informados por Botta (2005). La autora analiz6 80 gbénadas y tampoco encontrd
espermatozoides. Sin embargo, si fue posible visualizar tanto en el estudio previo como en
el actual la presencia de espermatidas en avanzado estado de desarrollo.

Acerca de la simetria de los ovarios, la literatura cientifica nos relata que generalmente los
ceticeos presentan simetria ovarica, y los foliculos ovulan alternativamente en ambos
ovarios en los sucesivos ciclos reproductivos (Steward y Steward, 2009). Sin embargo,
dentro del grupo de los delfines existen diferentes estrategias reproductivas. Best y Silva
(1984) han documentado para Sofalia fluviatilis que la ovulacion ocurre siempre en el ovario
izquierdo, lo mismo ocurre con las ballenas piloto Globicephala melas donde ademas éste
ovario resulté ser de mayor tamafio que el derecho (Slijper, 1966 en Steward y Steward,
2009). En la marsopa Phocoena phocoena se encontré que los ovarios de los ejemplares
inmaduros no eran diferentes ni en apariencia ni en tamafio, mientras que al alcanzar la
madurez sexual el ovario izquierdo presentaba un incremento de tamafio respecto al
derecho (Fisher y Harrison, 1970).

En el caso particular del delfin franciscana, los primeros trabajos realizados sobre aspectos
reproductivos sefialaron una mayor actividad del ovario izquierdo (Harrison ez al., 1981;
Brownell 1984). Harrison y col. (1981) encontraron que el 94% de las cicatrices ovaricas
aparecfan en el ovario izquierdo en delfines de Uruguay. Mas tarde Danilewicz (2003) y
Bertozzi (2009) encontraron el mismo patron, en franciscanas de Brasil, donde la mayoria
de las cicatrices estuvieron presentes en el ovario izquierdo, confirmando asi una disparidad

funcional de los mismos. Segun este patron se catalogd a las hembras de la especie como
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“Tipo 3” dentro de la clasificaciéon de Oshumi (1964), donde puede observarse un sesgo en
la acumulacion de cicatrices en el ovario izquierdo en detrimento del derecho.

Para las franciscanas de Sao Paulo, Brasil, Rosas y Monteiro-Filho (2001) encontraron que
ambos ovarios de los ejemplares maduros eran simétricos. No obstante, debido al bajo
namero de ejemplares analizados los resultados deben ser interpretados como preliminares.
La cantidad de cicatrices encontradas en los ovarios de las hembras del sur de la provincia
de Bueno Aires fue igual al nimero encontrado por Corcuera y Monzén (1990) y por
Brownell (1984), Danilewicz (2000) y Rosas (2000) para franciscanas del sur de la provincia
de Buenos Aires y de Rio Grande do Sul respectivamente. Sin embargo, éste nimero fue
mayor al nimero encontrado en Uruguay y en estados de Sao Paulo y Parana, Brasil.

La hembra de mayor tamafo, que a su vez estaba amamantando, presentdé una gran
cantidad de cuerpos de ovulaciéon (8 en total), donde dos de ellos resultaron cuerpos lateos
y el de mayor tamano correspondio al de prefiez, mientras que 6 fueron cuerpos blancos.
Las hembras analizadas representaron un porcentaje de prefiez de 71,43%, valor que fue
similar al encontrado por Corcuera y Monzoén en 1990 y menor a los informados por
Kasuya y Brownell (1979) y Danilewicz (2003), 13,3% y 66%, respectivamente. Esta gran
cantidad de cuerpos y el alto porcentaje de hembras prefiadas apuntalan la idea propuesta
por Corcuera y Monzén (1990) de que las franciscanas del sur de la provincia de Buenos
Aires posiblemente presenten un ciclo de reproduccién anual en contraposicion a las
franciscanas del norte de la distribuciéon en Brasil donde el ciclo reproductivo fue estimado
entre 1,8 y 2 afios (Rosas y Monteiro-Filho, 2001; Bertozzi, 2009).

En resumen, en la presente investigaciéon no se encontré diferencias significativas entre las
variables analizadas en ambos ovarios, asi como tampoco disparidad funcional. Sin
embargo, no fue posible concluir si alguno de los dos ovarios es mas frecuentemente activo
o si ambos son igualmente activos, debido al bajo nimero de hembras maduras analizadas.

Para poder confirmar la categorizaciéon propuesta por Ramos (2000) y la idea del ciclo
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reproductivo anual propuesto por Corcuera y Monzén (1990) es necesario analizar un
mayor numero de goénadas. Por lo expuesto, los resultados que se desprenden de los

analisis de los ovarios deben ser considerados como preliminares.

Morfometria gonadal

La importancia de la evaluaciéon de las variables morfométricas gonadales radica en la
dificultad del estudio de la espermatogénesis y la ovulogénesis, especialmente cuando las
gbénadas son muestreadas mucho después de ocurrida la muerte del animal, quedando
entonces comprometido el tejido gonadal debido a la autolisis celular (Lockyer, 1984). Por
lo tanto cuando no es posible obtener tejido fresco para el analisis histologico, es
importante contar con otra fuente de informacién o variables de facil acceso y mejor
conservacion a partir de las cuales se pueda estimar el estado de madurez.

Sélo tres de las 7 variables morfométricas gonadales analizadas, resultaron ser confiables
para determinar del estado de madurez sexual de machos: el peso testicular medio, PTM, el
peso combinado de testiculo, PCT y el indice de madurez sexual o IM.

Los limites obtenidos de los parametros morfométricos gonadales para estimar la madurez
sexual, no difirieron de los previamente informados para la poblacién de franciscanas de
Rio Grande do Sul, Brasil (Student: PCT t=0,25, gl=44, p=0,81; IM t=1,47, gl=43, p=0,15)
y de Sao Paulo, Brasil (Student: PCT t=1,38, ¢l=34, p=0,17; IM t=0,00, gl=33, p=1,00)
(Botta, 2005 y Bertozzi, 2009, respectivamente). E1 IM no sélo resulté confiable para la
estimacion del estado de madurez de la especie bajo estudio (Danilewicz ef a/., 2004; Botta,
2005; Bertozzi, 2009) sino que también fue confirmada su confiabilidad en otras especies
como por ejemplo en Szenella atennatta (Hohn et al., 1985). Por consiguiente, a partir de los

resultados presentados se sugiere utilizar este indice de madurez testicular y el peso
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combinado de los testiculos para estimar el estado de madurez sexual de machos de
franciscana en el area de estudio.

El DMT fue un parametro que resultd confiable para la determinaciéon del estado de
madurez para las franciscanas estudiadas por Botta (2005), no coincidiendo con lo aqui
encontrado al no resultar adecuado para la estimacion del estado de madurez sexual en el
presente estudio, ya que su coeficiente de correlaciéon con la talla y edad estuvo por debajo
de 0,7 por lo tanto, segun el criterio utilizado no resulté un buen indicador del estado de
madurez sexual. Los parametros LTM y LCT tampoco resultaron ser confiables para la
estimacion del estado de madurez ya que presentaron una gran superposicion entre los
valores de los dos grupos de madurez analizados, este hecho coincide con lo informado
por Botta (2005). De esta manera, no se aconseja hacer uso de esos parametros para la
determinacion de la madurez.

La informacién sobre medidas morfométricas gonadales de hembras de P. blainvillei es atn
mas escasa que la existente para los machos, la informacién mas completa procede del sur
de Brasil, y no existen datos publicados para las poblaciones de Argentina. Por lo tanto,
aqui se presentaron los primeros datos sobre medidas morfométricas gonadales de
ejemplares hembra de delfin franciscana.

Los parametros mas confiables para estimar el estado de madurez sexual de las hembras
fueron el peso del ovario mas pesado y el indice de madurez ovarico, ya que fueron éstos
parametros los que presentaron menor solapamiento entre los grupos de madurez sexual y
mayor valor de coeficiente de correlacion con la talla y la edad. Sin embargo, éste resultado
debe ser verificado con un mayor numero de muestras, por lo tanto deberfa considerarse
como un resultado preliminar. Tanto el peso de los ovarios como el IM resultaron ser
estadisticamente diferentes y mayores a los valores informados para las franciscanas de Sao
Paulo y Parana (Student: Rosas (1997) vs el presente trabajo PCO t= 9,54, gl= 8, p< 0,001;

Bertozzi (2009) vs el presente trabajo PCO t= 4,07, gl= 19, p< 0,001; IM t= 8,23, gl= 19,
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p< 0,001). Esto podria responder al hecho de que las franciscanas de las poblaciones que
se encuentran al sur de la distribucién de la especie son de mayor tamano que aquellas que

se encuentran al norte (Pinedo 1991; Secchi ez a/, 1998).

Morfometria corporal

Las medidas morfométricas externas son mas accesibles y muchas veces, son con las unicas
que se cuenta para determinar el estado de madurez sexual de un ejemplar capturado
accidentalmente o varado en la costa. En este estudio fueron analizados dos métodos que
involucran estas medidas. El primero de ellos se utiliza desde el afio 1979 y se basa en la
comparacion de las medidas de talla, peso y edad obtenidas por Kasuya y Brownell,
originalmente concebidos sobre la poblacién de franciscanas de Uruguay y extensamente
utilizado para estimar el estado de madurez sexual de los ejemplares de Argentina, debido a
la cercanfa geografica entre ambos paises (Secchi e 4/, 2003). El segundo método analizado
fue el método multivariado de cluster, que tuvo en consideracion la talla, peso y edad en
conjunto.

Para los machos los valores medios de talla y peso de los dos grupos de madurez
obtenidos, aplicando los resultados de Kasuya y Brownell (1979), resultaron ser mayores
(132,44 cm, 23,86 kg) a los obtenidos por el método histologico (126,48 cm, 21,60 kg)
(Kruskal-Wallis: p= 0,02). En cuanto a las hembras no se encontraron tales diferencias
significativas entre los valores medios de talla, peso y edad obtenidos por los tres métodos
y solo fueron encontradas dos discrepancias en la determinacion del estado de madurez
sexual entre los métodos corporales e histologico. Sin embargo, para los machos se

encontraron nueve discrepancias entre los resultados obtenidos al aplicar los resultados de

Kasuya y Brownell (1979) sobre los ejemplares del sur de la provincia de Buenos Aires en

141



Capitulo 6

comparacion con los valores obtenidos por el método histolégico. Siendo el nimero de
discrepancias entre el analisis de cluster y el histolégico menor (5).

A partir de estos hallazgos se sugiere utilizar el método multivariado de cluster para
categorizar a los ejemplares machos segun su estado de madurez cuando se cuenta con la
talla, edad y peso de los mismos, ya que fue el método con el cual se obtuvo resultados
similares al compararlos con el método histolégico. Mientras que el analisis combinado del
método multivariado e histolégico resultd, también, apropiado para estimar el estado de
madurez sexual de los machos de la especie P. blainvillei del sur de la provincia de Buenos
Aires. Asi, los machos pueden ser considerados sexualmente maduros a partir de una talla,
peso y edad igual o superior a 128,06 cm, 21,75 kg y 3,09 afios de edad. Los valores de las
mismas variables obtenidas del analisis combinado de los tres métodos para las hembras

fueron 143,13 cm, 31,14 kg y 3,81 afos.

Talla y edad medias de madurez sexual

La informacién previa acerca de la talla y edad de madurez sexual para las franciscanas del
sur de la provincia de Buenos Aires, se remonta a los anos 1990 y 1996. Corcuera y
Monzén (1990) y Monzén y Corcuera (1990) presentaron informacién sobre algunos
aspectos reproductivos de las franciscanas provenientes de la localidad de Necochea entre
los afios 1988 y 1992. Mas tarde, Corcuera (1996) aumento el numero de ejemplares de
machos y hembras (44:27) analizados. Cronologicamente, casi 10 afios mas tarde se
presentaron dos trabajos, donde se analiz6 histolégica y morfométricamente las génadas de
ejemplares obtenidos entre el 1998 y 2008 (Panebianco ez al, 2006; 2009). Sin embargo,
cabe destacar que todos estos resultados aun no han sido publicados en revistas de interés

cientifico. De esta manera, la investigacion realizada en esta Tesis resulta la mas completa
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en ser presentada hasta la fecha (Panebianco e7 @/, en revision) en relacién con los aspectos
reproductivos del delfin franciscana de Argentina.

Las tallas medias de madurez sexual de las hembras presentarfan un valor mayor que los
machos, coincidiendo con estudios previos, relacionado con el dimorfismo sexual sesgado
hacia la hembra (Kasuya y Brownell, 1979; Danilewicz, 2000; Rosas, 2000).

A partir del analisis comparativo de las tallas y de la edad media de madurez sexual
existente entre las diferentes poblaciones de franciscanas, se observo que de norte a sur de
la distribucién hay un aumento de dichas medidas. En el estado brasilero de Rio de Janeiro,
Ramos (2000) encontré una TMS de 115 cm y EMS de maés de 2 afios, mientras que para
los estados de Parana y Siao Paulo, Ramos y Monteiro-Filho (2001) y Bertozzi (2009)
informaron una talla y EMS menores (103 y 107 cm; 1,3 y 1,5 afios). Continuando hacia el
sur en Rio grande do Sul (Brasil) se informé una EMS de 3,6 afios y una talla de 128,2 cm
(Danilewicz et al., 2004). Los delfines de las costas uruguayas presentaron una edad de
madurez de entre 2 y 3 afos y una talla de 131,4 cm (Kasuya y Brownell, 1979). Estudios
previos realizados sobre delfines de Argentina (Monzén y Corcuera, 1990 y Corcuera,
1996) informaron una EMS de 3,3 y 4,5 afios y una TMS de entre 125 y 135 cm.
Finalmente en esta Tesis se encontré una TMS de 126,24 cm acompanada de una edad de
madurez de 2,92 — 3,54 anos. Estos ultimos valores resultaron muy similares a los
obtenidos para los delfines de las costas de Uruguay y Rio Grande do Sul. Las hembras
presentaron el mismo patrén, pero los valores de edad y talla media de madurez sexual
fueron mayores en todas las regiones analizadas. Hacia el norte las poblaciones brasileras de
hembras de Rio de Janeiro presentaron una talla y edad media de madurez mayores (130
cmy 2 - 3 afnos) a las de las franciscanas de Sao Paulo y Parana (115-119 cm y 1,2-1,8 afios,
Rosas y Monteiro-Filho, 2001; Bertozzi, 2009). Los delfines de Rio Grande do Sul
ostentaron una talla de madurez de 138,9 y una edad de 3,7 afios (Danilewicz, 2003). Los

delfines de las costas uruguayas maduran a una edad media de 2,7 afios y una talla de 140
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cm (Kasuya y Brownell, 1979), resulté similar a la informada por Corcuera y Monzon
(1990) y la talla aqui obtenida. Sin embargo, la edad media de las hembras de Argentina fue
mayor a las de Uruguay y alrededor de los 4 afios (Corcuera y Monzén, 1990, presente
estudio). A partir de éste analisis fue posible corroborar lo descripto por Pinedo en 1991 y
ratificado genéticamente por Secchi ef a/. (1998), la existencia dos ecotipos diferentes para la
especie. Distribuyéndose el primero de ellos desde el estado de Espirito Santo hasta Santa
Catarina, Brasil, y el segundo, de mayor tamafio, desde el estado brasilero de Rio Grande

do Sul hasta Argentina.

Estrategia reproductiva

El sistema de apareamiento del delfin franciscana ha sido muy poco estudiado debido a la
timida conducta y naturaleza criptica de la especie (Brownell, 1989; Trimble y Praderi,
2008). Estas caracteristicas conductuales y de coloraciéon hacen muy dificil realizar estudios
sobre el comportamiento reproductivo en estado silvestre. Aun asi, se han realizado
importantes avances en el estudio del comportamiento de ésta especie (Bordino ez al., 1999;
Bordino, 2002; Failla, En prensa). Sin embargo, son escasos los trabajos publicados donde
se trate el tema de la estrategia reproductiva de P. blainvillei (Rosas y Monteiro-Filho, 2001;
Danilewicz ez al., 2004). Los mismos autores realizaron una aproximacion para establecer el
sistema de apareamiento a partir del estudio de los caracteres sexuales secundarios, el
dimorfismo sexual y del tamano relativo de los testiculos, entre otras caracteristicas
(Kenagy y Trombulak, 1986; Ralls, 1976). Tanto la existencia de caracteres sexuales
secundarios en los machos, como su intensidad (medida) resultaron mejores estimadores
del grado de seleccion intrasexual que la talla de los ejemplares (Anderson, 1994). En los

<

machos de los odontocetos, estos caracteres pueden aparecer en formas de “armmas”, por
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ejemplo los dientes en las especies del género Grampus, Physeter, Berardius, Hyperoodon y
Mesoplodon, estan altamente modificados y especializados para las luchas entre machos
(MacLeod, 1989). Sin embargo, y en concordancia con lo expuesto por Danilewicz et al.
(2004) y Rosas y Monteiro-Filho (2001). Ademas, no existe evidencia que los mismos
procesos evolutivos hayan ocurrido en los machos de franciscana, ya que ellos presentan
dientes pequefios y funcionales, ni existe alguna caracteristica que pueda ser considerada de
defensa y tampoco hay evidencia de marcas producidas por congéneres debido a disputas
por acceso a hembras. Por otro lado, las hembras son de mayor tamafio que los machos, y
esta caracteristica se denomina dimorfismo sexual inverso (DSI). Este DSI fue
documentado en 12 de los 20 6rdenes de mamiferos (Ralls, 1976). Dentro del orden de los
odontocetos cuatro de las ocho familias presentan DSI (Ziphidae, Pontoporiidae, Phocoenidae, y
Delphinidae). En las especies con DSI las hembras no se aparean con varios machos, ni son
mas agresivas o dominantes que éstos, tampoco muestran caracteres secundarios sexuales
relacionados con selecciéon intrasexual. Estas caracteristicas en su conjunto refuerzan la
hipétesis de que el sistema de apareamiento imperante serfa la monogamia.

La posibilidad de un sistema monogiamico se revela al estudiar el tamafio relativo del
testiculo, que resulta bajo a lo largo de la distribuciéon de la especie. En la literatura
cientifica, en general, el sistema de apareamiento de los mamiferos se divide en dos
categorias: 1) sistema que involucra un tnico macho, con frecuencia de copulas baja y peso
relativo de testiculo pequefio: monogamia y 2) sistema que involucra a multiples machos,
con una frecuencia alta de cépulas y un peso relativo de testiculo importante: poligamia
(Krebs y Davis, 1997). Segun Rosas y Monteiro-Filho (2001) el pequefio tamafo relativo de
testiculo que presentan los machos (alrededor de 0,04%) de la especie responde a una baja
frecuencia de copulas, sugiriendo que encuadra dentro de un sistema de apareamiento

llamado monogamia serial. De acuerdo a este sistema, un macho y una hembra se aparean
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durante un ciclo reproductivo, pudiéndose la hembra aparearse con un macho diferente (o
no) en los sucesivos ciclos reproductivos.

En resumen, las caracteristicas relativas a la reproduccion que surgen de los resultados de la
presente tesis (bajo tamano testicular, dimorfismo sexual sesgado hacia la hembra, ausencia
de caracteres secundarios masculinos y la ausencia de cicatrices producidas por congéneres)
indicarfan la ausencia de competencia espermatica en la especie. Ademas, formarfa una
pareja de apareamiento unica por cada ciclo reproductivo. Valsecchi y Zanelatto (2003)
aportaron nueva evidencia molecular que sugiere que esta especie formaria grupos sociales
pequefos conformados por una hembra, su cria y el padre biologico. Las autores sugieren
que los machos proveerian de cuidado parental a sus crias de manera de prolongar el

vinculo con la pareja reproductiva.
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Conclusiones y consideraciones finales

En la presente tesis se logrd actualizar y aportar nueva informacion cientifica sobre
la presencia y la concentracion de metales pesados, esenciales y no esenciales, en las
distintas areas de estudio (Necochea, Claromec6, Monte Hermoso y Bahia Blanca)
y en tejidos sobre los que no se tenfa informacién previa (piel). Se logré obtener
nueva informacioén biolégica sobre aspectos reproductivos del delfin franciscana,

Pontoporia blainviller.

Se determiné que todos los ejemplares estudiados presentaron un estado general de
condicion bueno a moderado, por lo que es posible afirmar que las
concentraciones de los metales traza encontrados no estuvieron influidos por
razones de salud o privaciéon de nutrientes que impliquen enfermedad o mala
condiciéon de los individuos muertos en forma accidental en redes de pesca o
varados en la costa.

Las metodologfas analiticas utilizadas en la presente Tesis probaron ser precisas, ya
que los porcentajes de recuperacion de todos los metales en funcién de los valores
certificados resultaron, en todos los casos, ser mayores del 93%.

El rifén resultd ser un tejido acumulador de Cd, mientras que el higado lo fue de
Zn. La piel resultd ser un tejido centinela de la presencia de Zn y en menor medida
de Ni, en el ambiente. El musculo, por otro lado, no resulté6 ser una buena
herramienta para estudiar la presencia de metales pesados. Se corrobor6 de

Pontgporia blainvillei como especie centinela.
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La piel podria ser utilizada como una herramienta no letal y no invasiva, para el
estudio del estado de condicién corporal de los delfines franciscana que habitan en
las costas de la provincia de Buenos Aires.

Los parametros biolégicos: sexo y madurez sexual afectaron significativamente la
acumulacién de los metales pesados esenciales. Por otro lado, la acumulacién de Cd
se vio afectada por la edad y la dieta.

Los niveles de Zn en piel, podrian ser utilizados como una herramienta para estimar
el estado de condicién de los ejemplares. Estos niveles fueron afectados por el
estado de condicion de los ejemplares. Mayor concentraciéon de Zn se relacioné con
un mayor %IH y %IR y menor %PG. Adicionalmente, se encontré un efecto
incipiente en los niveles actuales de Zn sobre la condicion de los ejemplares.

El Ni podria ser un elemento util para identificar stocks regionales, relacionados al
habitat de los ejemplares.

El area de origen no influyé de manera significativa sobre los niveles de los metales
pesados presentes en los 6rganos estudiados (higado, rifién, piel y misculo).

Los valores de concentraciéon encontrados en los tejidos de los delfines que habitan
las costas del sur de la provincia de Buenos Aires fueron los mas bajos a lo largo de
toda la distribucion de la especie.

El indice de madurez testicular y el peso de los testiculos fueron los parametros mas
confiables para estimar el estado de madurez de machos de franciscana. Mientras
que para las hembras fueron el peso del ovario mas pesado y el indice de madurez
OVvarico.

El método multivariado de cluster resulté mas preciso para categorizar a los
ejemplares machos segin su estado de madurez que aplicar el criterio de madurez

propuesto por Kasuya y Brownell (1979).
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La combinaciéon del método multivariado e histolégico resulté apropiada para
estimar el estado de madurez de los machos y hembras de la especie P. blainvillei del
sur de la provincia de Buenos Aires. Los machos pueden considerarse sexualmente
maduros a partir de una talla, peso y edad igual o superior a 128,06 cm, 21,75 kg y
3,09 afios de edad. Las hembras pueden considerarse sexualmente maduras a partir
de 143,13 cm, 31,14 kg y 3,81 afios.

No se encontraron diferencias significativas entre las variables analizadas en ambos
ovarios y tampoco se observé disparidad funcional. Sin embargo, este resultado no
es concluyente debido al bajo nimero de hembras maduras analizadas.

Los machos presentaron una edad y talla de madurez sexual igual a: 2,92 - 3,54 anos
y 126,19 - 126,26 cm. Mientras que para las hembras estos valores fueron: 4,05 -
5,05 afios y 141,97 - 144,30 cm.

Del analisis comparativo de los valores de las variables reproductivas obtenidos en
este trabajo con respecto a los de las restantes areas de manejo de la franciscana
(FMAs) surgi6 la existencia de una tendencia latitudinal. Ademas se confirmé la
existencia de dos ecotipos; el ecotipo norte, conformado por ejemplares de menor
tamafio y con una edad y longitud de primera madurez menores y el ecotipo sur,
cuyas variables reproductivas fueron mayores y en el cual se incluye a los ejemplares

que habitan en el area de estudio.
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APENDICE 1

Protocolo para la obtenciéon de cortes histologicos de dientes de

Pontoporia blainvillie

Fijacion

Entre 1 a 3 dientes de cada ejemplar se sumergen durante 12 hs en solucién de

formaldehido al 10%, luego se lavan con agua corriente durante otras 12 hs.

Descaleificacion

Este proceso se realiza con el fin de “ablandar” los dientes para poder cortarlos en

laminas finas.

Corte

Se sumergen los dientes dentro de histo-cassettes rotulados en una mezcla
comercial de 4cidos RDO®. Por cada litto de RDO" se colocan no mas de 10
cajas perforadas

Para evitar la decantacion del 4cido, éste se agité cada media hora.

La descalcificaciéon concluye cuando el diente se observa mas traslicido y con
mayor flexibilidad en las puntas de la dentina y de la raiz.

Se aclararon los dientes descalcificados en agua corriente para remover el
exceso de RDO®

Se conservaron en agua destilada hasta el momento del corte.

Los cortes se realizaron con cridstato marca Reickert-Jung.

Antes de cortar los dientes se fijaron en orientaciéon antero-posterior a la placa
del criéstato con un medio de montaje adecuado como el Crigplast®.

Se obtuvieron cortes a lo largo del plano medio longitudinal a 25 pm de espesor

que se conservaron en agua destilada hasta el momento de la tincién
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Tincion y montaje

1. Se colocaron pocos cortes de cada diente por histocassette (con el fin de evitar
la superposicion entre ellos)

2. Los histocassettes se sumergieron en 300 ml de Hematoxilina de Mayer durante
3 a 15 min segun la maduracion de la hematoxilina (a mayor longevidad menor
tiempo de tincion).

3. Se bafiaron los histocassettes en borato de sodio 1% por 1 min para remover el
exceso de colorante y lograr un mejor contraste.

4. Se aclararon los cortes con un bafio de agua corriente por 30 min.

5. Luego, se mantuvieron los cortes en glicerina 50% (glicerina: agua destilada) por
30 min y en glicerina 100% por 60 min. o hasta su montaje definitivo.

6. Finalmente los mejores cortes se montaron en glicerina al 100% en
portaobjetos. Se dejé secar y se sell6 el cubreobjetos con esmalte de ufias

transparente.
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APENDICE 2

Protocolo para la obtenciéon de cortes histoléogicos de goénadas de

Pontoporia blainvillie

Fijacion
Cubos/laminas de 3 mm de espesor (colocar la espira en el fijador, esperar 20 a 30

min. y cortar la feta con hoja de bisturi) se fijaron es solucién de formaldehido al 10%.

Deshidratacion
Este proceso se realiza con el fin de extraer la mayor cantidad de agua posible del

tejido para la posterior inclusion de la pieza en parafina siguiendo el protocolo que se
enuncia:

1. Se coloco la pieza de 1-3 mm del tejido gonadal en alcohol 80% durante 12

— 14 horas.
2. Se trasvaso a alcohol 96 % durante 1 hora.
3. Se colocé a la pieza en un bafo en alcohol absoluto (100%) durante 1 hora.

4. Se realizaron dos bafios en Xileno de 30 minutos cada uno.

Inclusion y solidificacion
1. Se sometié a la pieza a tres bafios en paraplast de 20-25 minutos de
duracién a 56-58 °C en estufa con termostato.
2. Se dej6 enfriar en un contenedor de aluminio a temperatura ambiente hasta

que endureci6 el contenido completamente.
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Se tall6 el taco con el corte incluido, usando una espatula de metal caliente y
un cuter, buscando que el taco tenga una forma trapezoidal y uno de los

bordes quede lo mas liso posible, para el postetior corte del mismo.

Los cortes obtenidos con el micrétomo se sometieron a un bafio térmico a
42°C donde se estiraron para facilitar la preparacion final.

Los cortes se extrajeron del bafio térmico con el portaobjetos y se
montaron sobre un portaobjetos.

El portaobjetos con el corte histolégico se coloco - en posicion vertical - en

estufa a 37°C durante 12 horas antes de la coloracién.

Coloracion con Hematoxilina segiin Mayer preparada:

Se sumergieron los portaobjetos con los cortes en Xilol durante tres
minutos, con el fin de desparafinar el corte (Xilol Nuevo).

Se dejaron secar a temperatura ambiente.

Hidratacién de los cortes con alcohol en graduacion decreciente (alcohol
100% - 96 % - 80% - 70%)

Pasaje por agua destilada.

Se sumergen los portaobjetos con el corte en solucion de Hematoxilina
segin Mayer durante 14 minutos, aproximadamente.

Lavado con agua corriente hasta que vire de un color violeta oscuro al
azulado.

Se secaron completamente a temperatura ambiente.

Inmersion de los portaobjetos en solucion de Eosina durante 10-15

minutos.
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9. Se realiz6 un pasaje de los portaobjetos por alcohol 80%, 96% y 100%.
10. Aclaracion de los cortes con xilol en exceso y sin dejar secar.

11. Montado con bilsamo de Canada sintético, Canadax.
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APENDICE 3
Tabla de abreviaturas
Siglas Descripcion
%CV Porcentaje de coeficiente de variacion
%IH Indice hepato-somatico (Porcentaje de peso del higado)
%IR Indice renal-somatico (Porcentaje de peso del rifién)
%PG Indice de condicién corporal (Porcentaje de peso de la grasa)
%PRT/O Porcentaje de peso relativo de testiculos y ovarios
%RE Porcentaje de recuperacion
ACC Analisis de correspondencia canoénica
ACP Analisis de componentes principales
AFD Analisis de funcion discriminante
AIC Criterio de informacién de Akaike
ATD/I Ancho de testiculo derecho/izquierdo
BB Bahia Blanca
C Claromecéo
CB Cuerpo blanco
CL Cuerpo lateo
DMT Diametro medio testicular
DSI Dimotfismo sexual invertido
EAA Espectrofotémetro de Absorcion Atémica
EMS Edad de madurez sexual
EP Espermatidas
ETD/1 Espesor de testiculo derecho/izquierdo
FMAs Atea de manejo de franciscana
GdeE Grupos de edad
gl Grados de libertad
GLGs Grupos de lineas de crecimiento
GLZ Modelo lineales generalizados
1 Ejemplares sexualmente Inmaduros
ICP-OFS Espectrofotometro d.e em1s?c'>n optica de plasma acoplado
inductivamente
M Indice de madurez
TUCN Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza
Kn Indice relativo de condicién corporal
LCT/O Largo combinado de testiculos y ovarios
LDI Limite de deteccion del instrumento
LDM Limite de deteccion del método
LOM Largo de ovario medio
LT Talla total del ejemplar
LTD/I Largo de testiculo derecho/izquierdo
LTM Largo medio de testiculos
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Continuacion. ..
Siglas Descripcion
M Ejemplares sexualmente Maduros
MH Monte Hermoso
N Necochea
NBA Norte de Buenos Aires
PA Estado de Parana (Brasil)
PCT/O Peso combinado de testiculos y ovarios
POM Peso de ovario medio
PTD/I Peso de testiculo derecho/izquierdo
PTM Peso medio de testiculos
RG Estado de Rio Grande do Sul (Brasil)
R] Estado de Rio de Janeiro (Brasil)
R, Coeficiente de correlaciéon de Spearman
SBA Sur de Buenos Aires
SP Estado de Sao Paulo (Brasil)
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