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Resumen

Durante el afio 2001 se redlizaron experiencias con especies de zooplancton -Daphnia
menucoensis (Cladocera) y Metacyclops sp. (Copepoda) colectadas de las Lagunas Cacique Chiquichano
y Parque de la Ciudad (43°S) para evauar la sensibilidad de estas especies a la radiacion ultravioleta
(RUV, 280-400 nm), y la capacidad de fotorreparacion, en términos de mortalidad. En particular, los
experimentos estuvieron disefiados para determinar (a) la resistencia de ambas especies a distintas dosis
de radiacion ultravioleta B (RUV-B, 280-320 nm) (b) la presencia de mecanismos de fotorreparacion del
daro producido en e ADN por la RUV-B, y (c) la presencia de compuestos potencial mente protectores.
Para ambas especies se determind que la RUV-B causaba una mortalidad significativa (que era, a su vez,
funcién de la dosis recibida) — méxima de 100% y 30% en D. menucoensis y Metacyclops sp.,
respectivamente. Para ambas especies se encontr6 ademés que la mortalidad disminuia
significativamente a ser expuestos los individuos a la radiacién ultravioleta A (RUV-A, 320-400 nm) y
radiacion visible (PAR, 400-700 nm), evidenciando asi la presencia de mecanismos de fotorreparacion.
Si bien la fotorreparacion fue mas evidente en D. menucoensis que en Metacyclops sp., se determind que
su efectividad era igual en ambas especies. Por otra parte, las funciones de peso biolégico (FPB)
sugieren que en general 1os copépodos son mas resistentes a la RUV-B que los cladoceros. Esta mayor
resistencia puede deberse a una combinacion de factores, y en este trabgjo se ha encontrado que los
copépodos poseen ademas compuestos potencialmente protectores de la RUV — “mycosporine like
aminoacids’ (MAAs) y carotenoides, 1o cual proporcionaria a esta especie una ventgja adaptativa

adicional al ambiente luminico a que normalmente se encuentra expuesto.
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Introduccion

Radiacion ultravioleta

La radiacion ultravioleta (RUV) es uno de los factores fisicos (abiéticos) mas importantes que
determinan las distintas caracteristicas de los seres vivos que estan expuestos tempora o
permanentemente aella. Pero ¢qué es laradiacion ultravioleta?

Laenergiaque llega del Sol es responsable de la actividad biol6gica sobre la Tierra basada en la
captacion de la radiacion y la sintesis de compuestos organicos a través del proceso de fotosintesis.
Estos compuestos almacenan esa energia en sus enlaces quimicos y la dgjan disponible para los
consumidores primarios. Laenergiadel Sol llegaalaTierra en forma de radiacion electromagnética, es
decir que tiene una determinada longitud de onda (I ), que es inversamente proporcional ala cantidad de

energia que transporta, de acuerdo a
e = hn = hc/l

donde e es la energia de la radiacion, h la constante de Planck (igual a 6,63x10% J 9), c lavelocidad de
laluz y n eslafrecuencia de la onda (inversamente proporcional ala longitud de ondal ); lalongitud de
onda se mide usuamente en nanémetros (Inm = 10° m). Para fines précticos o de estudio, el hombre ha
clasificado las distintas partes del espectro de radiacion solar segin su longitud de onda, llamando por
giemplo “luz visible”, es decir los colores, a la radiacion cuyas | estén comprendidas entre 400 nm
(color violeta) y 700 nm (color rojo). EnlaFigural se muestra el espectro de radiacion solar indicando
las distintas longitudes de onda que Ilegan a la superficie de la Tierra. Laenergia que llega del Sol esta
compuesta por radiacion ultravioleta, visible einfrarroja. Lamayor cantidad de energia corresponde ala
radiacion infrarroja (aproximadamente 45-55%), mientras que a la radiacion visible y ultravioleta les
corresponde aproximadamente un 40% y entre un 5-15% (dependiente de la latitud), respectivamente.
La radiacion visible se denomina también Radiacién Disponible para Fotosintesis (su sigla en inglés es
PAR, por Photosintetically Available Radiation). La RUV, Ilamada asi por estar “més alla del violeta’,
es la que comprende longitudes de onda desde 100 a 400 nm. A su vez, la RUV se divide en RUV-C
(100 a 280 nm), RUV-B (280 a 320 nm), y RUV-A (320 a 400 nm). La mas energética, la RUV-C, no
llegaalasuperficie de la Tierra (Figura 1), porque se atentia totalmente en la atmosfera por el oxigeno y
el ozono, por lo cual no tiene relevancia ecoldgicay no se tratard en este trabgjo. La RUV-A y laRUV-
B, en cambio, llegan en distintas proporciones a la superficie terrestre e inciden sobre los seres vivos.
De estas radiaciones que llegan a la Tierra, la RUV-B es la més energética por cuanta (debido a su

menor longitud de onda), y por lo tanto es potencialmente més dafiina que la RUV-A. La cantidad de
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RUV que llega a un punto geogréfico determinado varia debido a diversos factores, que cambian su
distribucion espacial y temporal. Los méas importantes son: la época del afio, € angulo cenital y la
presencia de nubes; asimismo, la concentracién de ozono, integrada en la columna de atmésfera en un
punto, es un factor particularmente importante que afecta la cantidad de RUV-B que llega a la superficie
terrestre (Blumthaler & Webb, 2002).

Figura 1 Distribucién de la energia por longitud de onda de lairradiancia solar, antes (linea continua) y después (sombreado)
de atravesar la atmosfera terrestre, comparadas con el espectro de emision de un “cuerpo negro” ideal (linea discontinua). La
formairregular del espectro solar en la superficie de la Tierra se debe ala absorcion de distintos componentes de la atmosfera
(vapor de agua, CO,, NO, CHy, O,, Os, aerosoles, etc.) en distintas longitudes de onda. En el esguema inferior se destaca
parte del espectro con un detalle de los rangos de longitudes de onda que recibe la superficie terrestre.

Respecto a los ecosistemas acuéaticos, la absorcidon de energia en el cuerpo de agua es quien
determinara la proporcion de radiacion que penetrard hasta cierta profundidad. Por € emplo, la absorcién
en un cuerpo natural de agua se debe a componentes propios del ecosistema, tales como el agua misma,
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la cantidad de materia orgéanica disuelta, organismos fotosintéticos y materia particulada inanimada
(Kirk, 1994; Hargreaves, 2002).

Al cuantificar la radiacién, usamos dos conceptos. irradiancia y dosis. Estos conceptos son
particularmente importantes porque existen respuestas biolégicas en funcion de la dosis o0 de la
irradiancia. Lairradiancia es la cantidad instantanea de energia que llega a una determinada &rea. Se
mide por ejemplo en W/m?. En cambio la dosis es la cantidad de energia que recibié un 4rea en un
periodo de tiempo. Se mide en Jm?. Por lo tanto, puede considerarse la dosis como la irradiancia

integrada en el tiempo (parauna determinada longitud de onda), tal como:
Dosis= (yrradiancia* dt

Asi, por eiemplo, si una célularecibe unairradiancia constante de 5 W/m? durante un segundo, la

dosis de radiacion recibida por esacélulaes de 5 Jm?.

Concentracion de ozono

La capa de ozono es una zona de la atmésfera, ubicada aproximadamente entre 15 y 25 km de
altura (estratosfera), en la cua la concentracion de ozono es maxima. El ozono (Os) es una forma
alotrépica del oxigeno, que tiene tres bandas de absorcion de radiacion. La mas importante, debido a
gue es la que més absorbe, es la denominada banda Hartley, que absorbe continuamente entre 200 y 310
nm. Luego esta la banda Huggins, con una pequefia absorcién entre 310 y 400 nm. Finamente, la
banda Chappius tiene una muy débil absorcion entre 400 y 850 nm (Blunthaler & Webb, 2002). Esto
hace que la capa de 0zono actie como un filtro que atentia principalmente la RUV-B que llega desde €
Sol. Una forma de estimar la concentracion de ozono es calculando la proporcion relativa de energia
recibida por RUV-B con respecto ala energia de la RUV-A para el mismo punto y e mismo momento
(Orce & Helbling, 1997).

El grosor de la capa de ozono se mide en unidades Dobson (UD). S se comprimiera toda la
atmosfera encima de un punto geogréfico determinado y se llevara a presion y temperaturas normales (1
atmy 0°C), la capa de ozono mediria unos milimetros. Asi, por eemplo, si la concentracion de ozono en
ese punto de la Tierra es de 200 UD, medira 2 mm, y si la concentracién es de 350 UD medira entonces
3,5 mm (Lubin & Holm-Hansen, 1995). Hay que resdltar que la capa de ozono es mas delgada en las
zonas tropicales (200-250 UD) y mas “gruesa’ en los polos (350-450 UD) (Madronich, 1993).

Quizés uno de los primeros trabajos de alerta sobre una disminuciéon de la concentracién de
0zono estratosférico en la zona Antértica (i.e., e asi llamado “agujero” de ozono) fue el de Farman et al.
(1985). Posteriormente, otros trabajos determinaron también una disminucion a nivel global de
aproximadamente un 5% por década en otras zona del planeta (Blumthaer & Webb, 2002). Esta
disminucion en la concentracién de ozono se debe a la presencia de gases de uso industria, los
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compuestos clorofluorcarbonados (CFCs), producidos y liberados a la atmésfera por los paises mas
industrializados. En la Patagonia, la cercania geogréfica del “agujero” de o0zono hace que la disminucién
de ozono relacionada con ese fendmeno antértico pueda detectarse hasta los 37° de latitud sur (Orce &

Helbling, 1997), pero solamente algunos dias en los meses de Octubre y Noviembre.

Dafo y reparacion del material genético

LaRUV es altamente reactiva desde €l punto de vista biolégico, y los seres vivos han tenido que
hacer frente a sus efectos genotdxicos desde el principio de la evolucion de la vida en nuestro planeta
(Rothschild, 1999; Cockell, 2001). En particular, la RUV-B puede dafiar el material genético (ADN) de
las células (Mitchell & Karentz, 1993). Por otro lado, laRUV-A es unade las causas de laformacion de
radicales libres de oxigeno, que a su vez pueden causar un dafio considerable por reacciones quimicas en
cadena (Kieber et a., 2002; Vincent & Neale, 2000; Friedberg et al., 1995).

Para la mayoria de los efectos bioldgicos de la RUV, tales como letalidad, mutacion y
transformacion, e ADN es considerado €l blanco principal (Karu, 1993). Cuando una base nitrogenada
del ADN recibe RUV (sobre todo en longitudes de onda cercanas a su méximo de absorcién, aprox. 260
nm), ocurre un cambio de configuracion de los orbitales moleculares, o cua absorbe |a energia recibida.
La base excitada es poco estable, por 1o que répidamente se produce una unién covalente entre dos
pirimidinas adyacentes. Se forma asi una estructura de cicloadicion fotoquimica llamada dimero de
pirimidina (Mitchell & Karentz, 1993). Esto ocasiona un grave problema para la supervivencia de la
céluladebido aladificultad o imposibilidad que tendra de sintetizar |o que codificaba la zona dafiada del
ADN.

Hay a menos dos mecanismos bien estudiados de reparacion del dafio en el ADN (Sancar &
Sancar 1988). Estos son: reparacion foto-enzimatica (fotorreparacion, PER), y reparacion por escision
de nuclettidos (NER) (Figura 2). La PER es un proceso especifico in situ de reparacion que
directamente revierte los dimeros de ciclobutano en el ADN por la accién combinada de una enzima, la
fotoliasa, y laradiacion entre 300 y 600 nm. Durante la fotorreparacion, lafotoliasa, esta enzima de bajo
peso molecular, se une aun dimero de ciclobutano. La enzima absorbe energia dentro del rango RUV-A
/ PAR, rompe €l anillo ciclobutil del dimero, y luego se disocia para “buscar” mas zonas dafiadas del
ADN (Mitchell & Karentz, 1993).La NER es un mecanismo mucho més complejo, que involucra €l
reconocimiento del dafio, incision de la cadena de ADN en o cerca del sitio de la lesion, remocion del
fragmento dafiado (~30 bases), escision y resintesis del ADN alrededor del sitio dafiado, y finalmente €l
ligado del extremo de la cadena simple luego del desprendimiento de la ADN-polimerasa (Mitchell &
Karentz, 1993; Banaszak, 2002).
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Figura 2 Mecanismos de reparacion del dafio en e ADN causado por laRUV-B
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Teniendo en cuenta el concepto de dosis asi como €l de dafio en el material genético causado por
la RUV-B, es importante destacar que una determinada radiacion puede provocar algin cambio en las
propiedades de la estructura molecular de cierto compuesto quimico o bioldgico, siempre y cuando esta
energia sea absorbida por dicho ente. Es decir que st ho hay una molécula que pueda absorber la
radiacion, no habra ningin dafio o transformacion molecular, ya que la energia que hace disponible la
radiacion no es “captada’ y atraviesa los tejidos sin causar efectos a nivel molecular. Casi todos los
organismos tienen conductas o caracteristicas naturales que reducen la exposicion del ADN a la RUV
solar y por ende el dafio provocado (Roy, 2000). Muchas plantas y animales tienen cubiertas externas
que filtran la RUV. Algunos componentes biolégicos tales como la corteza, piel, pelae, escamas,
valvas, caparazon, plumas, etc. pueden atenuar fuertemente o eliminar la RUV que llega a las células o
areas internas del organismo. Por otra parte, los organismos también pueden establecer su lugar de
residencia bajo rocas, en la profundidad de un lago o mar, o en lugares protegidos del sol por arboles o €l
mismo terreno. Otro recurso que han desarrollado algunos organismos durante la evolucién es la
adquisicién o sintesis de compuestos que absorben en la regién ultravioleta, que puedan servir como
filtros de la RUV solar. Estos compuestos se denominan colectivamente “Mycosporine-like Amino
Acids’ (MAAS) (Dunlap et al., 1986; Dunlap & Shick, 1998). Su estructura quimica los hace capaces de
absorber energia de longitudes de onda entre aproximadamente 310 y 360 nm (Roy, 2000). La presencia
de MAAs ha sido demostrada en varios niveles troficos de la red alimentaria acuética (Banaszak, 2002),
aungque su sintesis esta circunscripta a los organismos fitoplancténicos, cianobacterias y agunas
microalgas (Roy, 2000). Sin embargo, se ha encontrado que estos compuestos pueden biocacumularse a
través de la dieta, brindando asi proteccién a niveles superiores del ecosistema en cuestion (Adams &
Shick, 1996; Carroll & Shick, 1996; Menchi, 2001). También, hay compuestos que, si bien no absorben
directamente la radiacion, pueden tener un rol de proteccion. Ta es el caso de los carotenoides, que
absorben energia entre 470 y 480 nm, pero tienen, sin embargo, funcién como antioxidantes,
combinadndose con radicales libres producidos por la exposicion a la RUV, hecho que ha sido
demostrado en varios organismos (Hessen, 2002; Kieber et d., 2002).

En la region Patagonica existen muy pocos estudios en relacion a los efectos e impacto de la
RUV en organismos acuaticos (Villafafie et a., 2001), y son particularmente escasos aquellos
relacionados con organismos zooplanctonicos (Zagarese et a., 1997a; b; 1998a; b; Tartarotti et al.,
2000). Por lo tanto, se ha planteado este trabajo con el siguiente objetivo / hipotesis:
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Objetivo e hipotesis

El objetivo de este estudio es evaluar la sensibilidad ala RUV y la capacidad de fotorreparacion
gue tienen dos especies zooplanctonicas dulceacuicolas, Daphnia (Ctenodaphnia) menucoensis
(Anomopoda) y Metacyclops sp. (Copepoda), las cuales tienen diferente coloracion y concentracion de
compuestos protectores. Las hipbtesis propuestas para este estudio son las siguientes:

Hipdtesis #1
La supervivencia frente a la RUV-B sera mayor s e organismo puede
fotorreparar €l dafio producido en e ADN.

Hipdtesis #2

El dafio en el ADN es proporcional ala dosis recibida por el organismo. Por
lo tanto, a mayor dosis, mayor serd €l dafio en el ADN.

Pag. 11



Efecto delaradiacion UV e importancia de compuestos protectores y mecanismos de reparacion en especies de zooplancton de agua dulce

Materiales y Métodos

Area de estudio

Las muestras de zooplancton que se utilizaron en esta tesis fueron recolectadas en dos lagunas
patagbnicas. Las muestras de claddceros se obtuvieron en la Laguna Cacique Chiquichano (43°14'55’'S
65°18'01'' W), en la ciudad de Trelew, mientras que las muestras de copépodos se tomaron de la Laguna
Pargue de la Ciudad, en la ciudad de Puerto Madryn (42°40'S 65°15'W) (Figura 3). Ambos cuerpos de
agua reciben similares valores de radiacion debido a su proximidad geogréafica (aprox. 70 km de
distancia). La ausencia de aboles y construcciones en las cercanias de las orillas, sumada a los
caracteristicos cielos despejados de la zona hacen propicios estos cuerpos de agua para este estudio, ya
que la superficie del agua puede recibir los valores méximos de radiacion solar. La Laguna Parque de la
Ciudad tiene abundante vegetacion acuética, constituyendo un refugio para algunos organismos. En
cambio, en la Laguna Cacique Chiquichano, y mientras dur6 este estudio, no se registraron plantas
acudticas ni macrofitos (aungue si se observan en épocas estivales, junto alas orillas).

La Laguna Cacique Chiquichano (Tabla 1) es una laguna de aproximadamente 10 hectareas, con
una profundidad media cercanaa 2 my de aguas eutrofizadas (Rivera, 1993) que en los dias de viento
estan sujetas a una fuerte mezcla vertical (Gonzalez & Tappari, 1995). Recibe aportes de |la capa fredtica
(Maldonado et al., 1994) y sus aguas salobres (5,8 %0) sostienen la actividad de tres niveles tréficos, en
los que los claddceros utilizados en este estudio forman parte de |os consumidores primarios (Gonzalez y
Tappari, 1995). Por su parte, la Laguna Parque de la Ciudad (Tabla 1) es un cuerpo de agua mucho
menor, de aproximadamente 0,3 hectéreas de superficie (de hecho, puede ser considerada como un
estanque permanente) y una profundidad media de 0.8 m, lo cual hace su volumen muy variable por la

alta evaporacion en los periodos secos 'y calidos del afio.
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Figura 3 Ubicacion del area de estudio y esquema de |os organismos utilizados en la experimentacion.

Tabla 1 Caracteristicas generales de las lagunas Cacique Chiquichano (Trelew) y Parque de la Ciudad
(Puerto Madryn). Los datos acompafiados de un (*) provienen de (Rivera, 1993).

Laguna Cacique Chiquichano Parque de la Ciudad
Superficie aprox. (Ha) 10 (*) 0,3
Profundidad media (m) 2(*) <08
Conductividad (mScm) 7,6 11,4

Temperatura (°C) 6-19 4-20
Clorofilaa (g clor- a/l) 1-450 225 - 425
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Radiacion ultravioleta en el area de estudio

Para determinar las condiciones de radiacién a las que estdn normamente expuestos los
organismos en la naturaleza, se calcularon las dosis de RUV-B para el afio en €l que se realizaron los
experimentos (Figura 4). La radiacion solar incidente en e érea de estudio durante el tiempo de
experimentacion se midioé con un radiémetro de banda ancha (Real Time Computers Inc.), el cua posee
sensores para PAR (400-700 nm), RUV-A (320-400 nm), y RUV-B (280-320 nm). Este radiémetro, que
estaincorporado alared ELDONET de medicion de RUV y PAR, esta instalado permanentemente en la
Estacion de Fotobiologia Playa Union (EFPU, 43°S 65°W), y colecta autométicamente un dato por
minuto. Dado que la presenciay composicién de nubes condiciona sensiblemente la radiacion que llega
a la superficie terrestre en determinado momento (Lubin & Jensen, 1995), las dosis de RUV méximas
para el periodo de estudio se calcularon segiin un modelo de transferencia atmosférica (Bjorn & Murphy,
1985), teniendo en cuenta variables tales como concentracion de ozono, latitud, atura sobre el nivel del
mar, concentracion de aerosoles, etc. Los méaximos valores de RUV-B fueron de ~ 41 kJ/n? durante e

verano, mientras que los valores minimos (~ 6 kJ/m?) se registraron durante €l invierno.

Figura 4 Dosis diarias de RUV-B parala zona de estudio (linea fina). Se pueden observar las variaciones debidas a nubes.

Lalinea gruesa sefalalos valores predichos por € modelo de Bjorn & Murphy (1985).
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Especimenes

Los organismos zooplanctonicos utilizados en este estudio fueron @) Cladoceros: Daphnia
(Ctenodaphnia) menucoensis (Anomopoda; Daphniidae) (Paggi, 1996), y b) Copépodos. Metacyclops
sp. (Copepoda, Cyclopoida). Los gjemplares utilizados en la experimentacion fueron adultos, y fueron
identificados por las Dras. Maria Cristina Marinone y Silvina Menu-Marque.

a) Los cladoceros (Figura 5A) son crustaceos acuéticos comuinmente conocidos como “pulgas de
agua’ debido a su particular forma de natacion. El cuerpo presenta una cubierta quitinosa en forma de
valvas que se abre centralmente, dejando al dorso una cavidad en la que se aojan los huevos. Poseen 2
pares de antenas, de las cuales el segundo esta modificado para impulsarse en la natacién (produciendo
los caracteristicos “saltos’ en su trayectoria), y € resto de los apéndices son utilizados para crear y filtrar
corrientes de agua que contienen su aimento (algas y micro zooplancton). En el caso de los machos, el
primer par de apéndices torécicos estd modificado para sujetar a la hembra durante la copula. Estos
claddceros tienen un solo 0jo medio, compuesto, con un peddnculo muscular. Presentan alternancia de
generaciones, una sexual y otra partenogenética, ambas producen huevos que seran cargados por la
hembra en lacamaradorsal. Los huevos producto de la reproduccién sexual funcionan como estructuras
de resistencia, tolerando sequias, temperaturas extremas y grandes variaciones del ambiente abidtico
durante meses, incluso afios (Grassé et al., 1976). Los huevos partenogenéticos son de menor tamario,
mas frégiles y producidos en mayor nimero, pero también su desarrollo (que en todos los casos es
directo) es mas rpido (horas o dias). Los cladéceros son muy comunes en lagos y lagunas poco
profundas, tolerando salinidades de aguas salobres y sobreviviendo en cuerpos de agua eutrofizados y
temporarios (Hrbagek, 1987; Paggi, 1996; 1999). El grupo de los cladéceros es mas comin en
ambientes dulceacuicolas que en e mar, y en agquellos suele constituir uno de los principales alimentos
que sustenta la red trofica de los predadores superiores e intermedios (aves, peces) (Lampert, 1987).

b) Los copépodos (Figura 5b) son pequefios crustéceos, de cuerpo cilindrico, segmentado
(cabeza, térax, y abdomen) con 5 pares de apéndices para la natacion., 2 pares de antenas birramosas y
un exoesqueleto quitinoso. Estos crustaceos tienen usualmente un solo ojo simple (ojo naupli). Se
reproducen sexualmente y los machos a menudo tienen la primera antena modificada para la copula
Viven por periodos de semanas 0 meses, y pueden ser tanto herbivoros (los de pequefio tamafio) como
carnivoros (los de mayor tamafio). En genera su alimento esta congtituido por bacterias, algas
microscépicas, zooplancton unicelular y otros microorganismos, que pueden ser atrapados filtrando €l
agua circundante mediante la produccion de corrientes de agua con sus extremidades o por una busqueda
activa. El desarrollo es indirecto, con 12 mudas entre las etapas de nauplii y € estado adulto
reproductivo (Grassé et al., 1976). Los huevos producidos por la hembra son transportados en sacos
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ovigeros, unidos a un par de patas 0 a la base del abdomen. En general, los copépodos pueden ser
parasitos o de vidalibre, y forman el grupo de mayor nimero de especies animales en las comunidades
mesozooplanctonicas. En cuanto a su distribucion, los copépodos se encuentran en casi todo el planeta,
desde aguas antérticas hasta lagos oligotréficos andinos de grandes aturas tales como € Lago Titicaca.
Existen formas pelagicas y bentdnicas, y la gran biomasa que representan en los ecosistemas los
convierte en un importante eslabén en e flujo de energia hacia los niveles tréficos superiores y en la
permanencia de nutrientes en la zona eufética en € caso de los copépodos pel agicos (Kigrboe, 1998).

Figura 5 Fotografias de un claddcero (A) con tres huevos en la cdmara dorsal, y un copépodo (B) con un saco ovigero impar.
Se puede observar la transparencia del claddcero, y la fuerte coloraciéon del copépodo. Nétese también la diferencia de
escalas.

Toma de muestras

Las muestras para experimentacion de D. menucoensis y Metacyclops sp. se obtuvieron
semanalmente, durante los meses de Mayo a Octubre de 2001. Los individuos de D. menucoensis fueron
recolectados mediante arrastre de una red de plancton (malla Nitex® de 200 nm de poro), de 18 cm de
diametro de boca. El sitio de recoleccion (en la Laguna Cacique Chiquichano) es comodo y accesible
gracias a una plataforma de cemento que permite recoger la red sin que ésta toque e fondo. Por €
contrario, en €l caso de la Laguna Parque de la Ciudad, |a escasa profundidad no permitié utilizar la red,
por lo cual las muestras se colectaron directamente en recipientes aplanados para no capturar animales
del bentos. Una vez colectadas, |as muestras se transportaron en una conservadora hasta el 1aboratorio,
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donde se separaron del resto de los organismos acompariantes presentes en e agua de origen. Las
muestras de zooplancton fueron utilizadas para los experimentos dentro de las 15 horas después de su
recoleccion. Asimismo, se tomaron muestras de agua superficial con una botella de policarbonato
previamente enjuagada con é&cido clorhidrico 1IN con e fin de evaluar la presencia de compuestos
protectores y estimar la biomasa fitoplancténica. Toda la experimentacion y andlisis de datos se redizd
en laEFPU (Playa Unién, provincia de Chubut).

Durante el periodo de experimentacion, las muestras de zooplancton recolectadas con la red de
plancton en la Laguna Cacique Chiquichano estuvieron dominadas ampliamente por D. menucoensis
(llegando a més de 100 individuos por litro). En € caso de la Laguna Parque de la Ciudad, los
copépodos aparecieron integrando una comunidad acudtica compartida por anfipodos, coledpteros,
larvas de insectos, etc. En ningtn momento del estudio se registro la presencia de D. menucoensis en la
Laguna Parque de la Ciudad. Para todos los experimentos se tuvo especia cuidado al seleccionar los
grupos de D. menucoensis y de Metacyclops sp. para que los tamafios sean homogéneos. El largo
promedio de los individuos fue de 3 mm en D. menucoensis (cabeza-espinavalvar) y 1 de mm en € caso

de Metacyclops sp. (cabeza-extremo de las furcas).

Experimentacion

Para cumplimentar €l objetivo de este estudio y probar las hipétesis planteadas, se realizaron
experimentos bajo dos enfoques: a) Experimentos de fotorreparacion (Hipotesis #1) y, b) Experimentos
de mortalidad en funcion de la dosis de RUV-B (Hipétesis #2). La determinacion de compuestos
protectores se realizo en cada muestra que se utilizaba para los experimentos arriba mencionados, y su
importanciay posible rol de proteccion se determiné en base alos datos de mortalidad obtenidos.

Los experimentos de fotorreparacion se diseflaron con e fin de evauar la potencial

fotorreparacion de un dafio causado en € ADN, y esto se determind a través de la diferencia de
mortalidad entre los organismos expuestos solo a la RUV-B y aquellos expuestos a la RUV + PAR,
dando asi informacion acerca de la actividad de la enzima de reparacién foto-dependiente (ver Figura 2).
Cada experimento de fotorreparacion se realizd en dos etapas: una fase “oscura’, en la cua se determind
la mortalidad de los organismos irradiados solo con RUV-B, y una fase “clara’, que consistié en irradiar
a los zooplancteres con RUV + PAR. Ambas fases tuvieron una duracion de 6 hs. En la fase “oscurd’,
la dosis y longitud de onda de la RUV-B recibida por el organismo determinan un dafio en e material
genético y consecuentemente la mortalidad. La Unica diferencia experimental de lafase “clara” respecto
ala“oscura’ eslapresencia de luz visible (PAR). La radiacién visible (junto con parte de la RUV-A)

activalafotoliasa (enzima de fotorreparacion), por lo cual el dafio en el ADN comienza a ser reparado a
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una determinada velocidad. Esta fotorreparacion se va a evidenciar en una menor mortalidad en la fase
“clara’ respecto alafase “oscurd’, siempre que este mecanismo enzimatico exista y se active.

Para estos experimentos, se colocaron individuos de una misma especie en grupos de 20 (D.
menucoensis) 6 30 (Metacyclops sp.) en cdpsulas de Petri (5,5 cm de diametro x 1,0 cm de alto) con 10
ml de agua filtrada (a través de una malla de 50 nm poro) de la laguna de origen. Las cépsulas,
conteniendo los individuos para experimentacion, se colocaron sobre una bandeja giratoria (5,5 rpm) a
fin de lograr un campo homogéneo de radiacién, y se expusieron a la RUV-B (fase “oscura’) o
RUV+PAR (fase “clard’) dentro de una camara de incubacién (Sanyo modelo MLR-350), a una
temperatura constante de 15°C (Figura 6). Todas las capsulas se cubrieron con un filtro de cuarzo,
transparente a la RUV, para evitar la evaporacién. En ambas fases se contd, asmismo, con dos
tratamientos control, uno envuelto en papel auminio (y por lo tanto no recibia radiacion) y otro con
filtro de Mylar-D (bloquea la RUV-B). Todos los tratamientos fueron hechos por duplicado. Al
finalizar €l tiempo de irradiacion, las muestras estuvieron en oscuridad por 18 horas hasta la primera
determinacién de mortalidad y luego 24 horas mas hasta la determinacion final. No existieron mayores
diferencias entre ambas determinaciones y los datos definitivos presentados en este trabgjo son los
obtenidos en el segundo conteo.

Se redlizaron distintos tratamientos de radiacion a fin de proveer a los organismos de distintas
intensidades y calidades de RUV. Esto se logré colocando filtros entre la fuente de RUV-B y los
organismos. Losfiltros fueron de dostipos: i) de cantidad, que dejan pasar la misma proporcion relativa
de longitudes de onda de la radiacion incidente, pero atenlan la energia, v ii) filtros de calidad, los
cuales cambian la composicion espectral de la radiacion incidente (i.e., restringen la radiacion de
determinadas longitudes de onda). Los filtros de cantidad se construyeron adaptando mallas de densidad
neutra a las cdpsulas de Petri, a fin de atenuar laradiacion a 85, 63 y 23% de laincidente. Por su parte,
los filtros de calidad son materiales especificos para estos fines; en este caso se utilizaron filtros Schott
WG 280, WG 295, WG 320 y GG 400. Las caracteristicas de transmision de estos filtros de calidad se

muestran en laFigura 7.
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Figura 6 Fotografias de la camara de cultivo mostrando las capsulas y arreglo experimental.

Figura 7 Transmitancia de los filtros utilizados.
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Los experimentos de mortalidad en funcion de la dosis de RUV-B estuvieron orientados a

determinar la vulnerabilidad de las dos especies, al ser expuestas a dosis crecientes de RUV-B. Esto se
logré irradiando los organismos con una fuente constante de RUV-B, y determinando la mortalidad a
diferentes tiempos de exposicion.

Cada experimento consistié en exponer a los individuos (en cépsulas de Petri, tal como se
describi6 para los experimentos de fotorreparacion) Unicamente a la fuente RUV-B dentro de la camara
de incubacion durante distintos periodos de tiempo. Se implementaron dos tratamientos de calidad de
radiacion: @) muestras (10 cpsulas por experimento) bgjo filtro de cuarzo y, b) muestras control (10
cdpsulas por experimento) bajo filtro de cuarzo y filtro Mylar-D, opaco a la RUV-B (Figura 7). Asi
tenemos individuos que recibieron toda la radiacion de la fuente UV, e individuos que reciben solo
RUV-A. Las capsulas (20 en total) se colocaron en la bandeja giratoria de la misma forma que en los
experimentos de fotorreparacion. Como segundo control, se colocaron 3 réplicas fuera del alcance de la
RUV-B y envueltas en papel aluminio, para asegurar que no recibieran radiacion por reflexion en las
paredes internas de la cAmara. Una vez comenzada la irradiacion, se fueron tapando a intervalos
variables (minimo de 3 horas) dos réplicas, elegidas a azar, de cada tratamiento (i.e., cuarzo, y cuarzo +
Mylar-D). Las cpsulas se taparon con papel aluminio para evitar que sigan recibiendo radiacion y
detener en ese momento la acumulacion de dosis, y de esta manera, a finalizar el experimento (15 horas
para D. menucoensis y 21 horas para Metacyclops sp.) se tuvo un par de réplicas para cada tratamiento y
dosis recibida. Cada tratamiento se hizo por duplicado y e control en oscuridad (aluminio) por
triplicado. La determinacion de la mortalidad se realizé a finalizar cada experimento, y en base a estos
datos se ajust6 una ecuacion para los valores de mortalidad en funcion de ladosis recibiday se calcul6 la
dosis letal 50% (LDso, la dosis de radiacion a la cual se observa la muerte del 50% de los individuos
expuestos).

Fuente de radiacion: Como fuente de RUV-B se utilizé una l&mpara Spectroline (modelo X X-

15F/B, Spectronics Corporation, NY, USA), con un méaximo de energia emitida a los 312 nm,
entregando una irradiancia total de 3,1 W/n’ a 27,5 cm (distancia entre la fuente y las capsulas). Para
cada experimento se cubrié la lampara de RUV-B con un filtro de acetato de celulosa para eliminar la
emision de longitudes de onda menores a 280 nm (longitudes de onda que no llegan a la Tierra). Por
otro lado, la fuente PAR para los experimentos de fotorreparacion fueron tubos fluorescentes (Philips
daylight) montados en las paredes internas de la cAmara, los cuaes emitian una irradiancia de 59,7
W/m’. En laFigura 8 se presenta un espectro de emision de la |émpara de RUV-B, asi como también, a
modo de comparacién, la composicion espectral de la radiacion solar para las mismas longitudes de
onda.
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Figura 8 Espectro de emision de la fuente de RUV-B utilizada en los experimentos. Se presenta también € espectro de

radiacion solar a43 °S paralas mismas longitudes de onda, pero en dos condiciones de concentracion de ozono.

Determinaciéon de la mortalidad

Tanto en los experimentos de fotorreparacion, como en los de mortalidad versus dosis, 1os
conteos de individuos se hicieron bajo lupa (Bausch & Lomb, modelo HG 121711) con un aumento de
30X. Los organismos se catalogaron como vivos, muertosy moribundos. Se consideré muerto a agquel
organismo en el que no se observaba en absoluto movilidad de los apéndices filtradores. Se considerd
moribundo a organismo que movia los apéndices lentamente y no realizaba movimientos de cambios de
posicién o natacion (usualmente tanto D. menucoensis como los Metacyclops sp. utilizados realizan
movimientos rapidos y vigorosos, ya sea en su activa natacion o durante la alimentacién por filtracion).
Para los datos finales, se considerd a los organismos moribundos como parte de la mortalidad total, ya
gue pueden ser considerados como ecol 6gicamente muertos. Esta consideracion tiene en cuenta que si
bien el organismo esta aln respirando y con actividad metabdlica, tiene una alta probabilidad de ser
consumido por algun predador, infectado por algin parasito, morir o debilitarse por falta de alimentacion

al disminuir latasa de filtracion, etc.
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Compuestos protectores

En €l caso del fitoplancton, se filtrd un volumen de agua variable entre 100 y 500 ml (prefiltrada
con una malla Nitex® de 200 nm de poro), en un filtro de fibra de vidrio Whatman GF/F (47 mm). El
filtro se colocd en un tubo de ensayo con 7 ml de metanol absoluto para extraer los compuestos solubles
de la muestra retenida en €l filtro. La extraccién se realizé a 4 °C en oscuridad durante al menos dos
horas. Luego, la muestra se centrifug6é a 200 rpm y se realizo un barrido entre 250 y 750 nm con un
espectrofotdmetro de arreglo de diodos (Hewlett Packard, modelo HP 8453E) utilizando una cubeta de 1
cm de paso Optico, siguiendo |la técnica descripta en Helbling et al. (1996).

Para el caso del zooplancton, se separaron muestras de 90-100 individuos (previamente se habia
comprobado que ese nimero era €l adecuado para obtener una buena sefid del instrumento). Los
animales estaban vivos a momento de ser separados y no habian sido sometidos a ningun tratamiento
experimental de radiacion. Se colocaron sobre filtros Nitex® de 250 nm y se les quitd tanta agua como
fue posible. Los organismos se colocaron dentro de tubos de ensayo con 5 ml de metanol y se
maceraron con una varilla de vidrio para facilitar la extraccion. Luego los compuestos solubles se
dejaron extraer en un tubo de ensayo a 4 °C durante a menos dos horas. Pasado este tiempo, se
centrifugaron, y con el sobrenadante se realiz6 un barrido de la misma manera que para las muestras de
fitoplancton. Los valores de absorbancia (i.e., densidad éptica) se normalizaron luego con €l nimero de
individuos (para redlizar una comparacion precisa entre ambas especies animales). Los datos de
absorbancia por individuo también se normalizaron por volumen corporal, asimilando a D. menucoensis
con unaesfera (1,5 mm de radio) y a Metacyclops sp. con un cilindro (1 mm de ato y 0,2 mm de radio).
Los espectros del zooplancton se utilizaron para visualizar méximos de absorcién y para determinar las
diferencias relativas en las concentraciones de los compuestos solubles en metanol, teniendo en cuenta
gue se procurd siempre trabajar con individuos de tamafios homogéneos durante todos |os experimentos.

Para identificar los compuestos que absorben RUV (i.e, MAAS) en ambas especies de
zooplancton, se analizaron muestras representativas de los experimentos utilizando técnicas de HPLC
(High Performance Liquid Chromatography). Estos andlisis fueron realizados en la Friederich
Alexander Universitét (Alemania), siguiendo la técnica descrita en Helbling et a (1996).

Concentracion de clorofila a

La concentracion de clorofila a (clor-a) de ambas lagunas, se utiliz6 como estimadora de la
cantidad de fitoplancton presente y se midié por fluorometria (Holm-Hansen et a.,1965). Paratal fin, se
prefiltraron muestras del agua de cada laguna con una malla Nitex® de 200 mm para eliminar los
organismos zooplancténicos mayores. Luego, se filtrdé un volumen de agua variable entre 10 y 200 ml
utilizando un filtro de fibra de vidrio Whatman GF/F de 25 mm de diametro. El filtro, conteniendo la
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muestra de fitoplancton, se colocd dentro de un tubo de ensayo con 7 ml de metanol absoluto en
oscuridad a 4°C, al menos durante dos horas, para la extraccién de los compuestos solubles en metanol
(Holm-Hansen y Riemann, 1978). El tubo de ensayo conteniendo la muestra se centrifugé a 200 rpm
durante 15 minutos. Finamente, se midio la fluorescencia del sobrenadante en un flourémetro (Turner
Designs, modelo TD 700) antes y después de acidificar la muestra con HCl IN. Con estas lecturas se
calcul6 la concentracion de clor-a en la muestra.  El fluorometro se calibré con clor-a pura extraida de
Anacystis nidulans.

Medidas de radiacion

La radiacion dentro de la camara incubacion (donde se llevaron a cabo los experimentos), se
midi6 con sensores portétiles de banda ancha para PAR (Lutron, modelo LX-107), y para RUV (Lutron,
modelo UV-340), intercalibrados con el radiometro ELDONET.

Tratamiento estadistico de los datos

Todos los tratamientos se realizaron a menos con dos réplicas. Se calculé lamediay desviacion
estdndar para cada conjunto de valores de mortalidad. Para evaluar la significacion estadistica de las
diferencias de mortalidades en los experimentos de fotorreparacion se utilizaron tests no paramétricos
(Kruskal-Wallis) utilizando € software estadistico SPSS.

Para los experimentos de mortalidad en funcion de la dosis, se realizé un guste polinomial en
forma iterativa a los valores obtenidos para cada especie. Paraello se utilizd e software Microcal (TM)
Origin ® Working Model 6.0 (Microcal Software). Con e mismo software se calcularon los intervalos
de confianza del 95% paralos gjustes, |0s estadisticos de regresion y sus probabilidades.
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Resultados

La primera hipétesis a probar estaba referida a hecho de que la supervivencia seria mayor en
organismos que pudieran fotorreparar el dafio al ADN producido por la RUV-B. En las dos secciones
siguientes se presentaran |os resultados de | as experiencias de fotorreparacion en funcién de la cantidad y
calidad de radiacién que apoyan esta hipétesis.

Fotorreparacion a distintas dosis

En la Figura 9 se muestran los datos de mortalidad para distintas dosis de RUV-B de D.
menucoensis obtenidos en los experimentos de fotorreparacion. Los datos presentados corresponden a
los distintos tratamientos, a los que se les restd la eventual mortalidad en el control oscuro y en €
tratamiento control de Mylar-D. En todos los experimentos la mortalidad en e control oscuro fue
esporadica'y no significativamente diferente de cero (p = 0,4); en €l control de Mylar-D, por su parte, ho
hubo mortalidad. Es posible observar que existen diferencias significativas (p < 0,05) en la mortalidad
de individuos expuestos ala RUV-B (barras grises - fase “oscura’ sin posibilidad de fotoreparacion), en
comparacion con individuos que recibieron RUV + PAR (barras blancas - fase “clara’, con posibilidad
de fotorreparacion). La mortalidad en la fase “oscura’ vario entre 11,5% (para una dosis de RUV-B de
10 kJn?) y 73% (para una dosis de RUV-B 63 kJ/n). Es decir que a no tener luz visible para activar
la fotorreparacion en la fase “oscurd’, el dafio en el material genético fue acumulado hasta cierto punto
gue determind la muerte del organismo. Sin embargo, |os datos indican una fotorreparacion activa en D.
menucoensis a recibir RUV en presencia de PAR para todas las dosis a las que fueron expuestas las
muestras. Por otro lado, es evidente que a medida que aumenta la dosis, la mortalidad es
significativamente mayor (p < 0,002) para los individuos que recibieron RUV-B. Sin embargo, y aunque
la mortalidad en los individuos expuestos a RUV + PAR aument6 levemente con mayores dosis, este
aumento no fue significativo (p = 0,144).
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Figura 9 Mortalidad a distintas dosis de RUV-B para los individuos de D. menucoensis expuestas a RUV + PAR (barras
blancas — fase “clard’), y s6lo RUV-B (barras grises — fase “oscurd’). Las lineas verticales indican la desviacion estandar.
Resultados del andlisis no paramétrico Kruskal-Walis a comparar las fases “oscura’ y “clara’ paracadadosis ** p < 0,01; *
p <0,05.

Los individuos de Metacyclops sp., por su parte, también muestran una capacidad de
fotorreparacion significativa (p < 0,05), aungque los valores de mortalidad en la fase “oscura’ no
superaron €l 27 % (Figura 10). Se observo también un aumento significativo de la mortalidad (p < 0,02)
en lafase “oscura’ con dosis crecientes de RUV-B, sin embargo, no hubo una mortalidad significativa (p
= 0,62) paralosindividuos expuestos aRUV + PAR.
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Figura 10 Mortalidad a distintas dosis de RUV-B para los individuos de Metacyclops sp. expuestos a RUV +PAR (barras
blancas — fase “clard’), y s6lo RUV-B (barras grises — fase “oscurd’). Las lineas verticales indican la desviacion estandar.
Resultados del andlisis no paramétrico Kruskal-Walis al comparar las fases “oscura’ y “clara’ paracadadosis ** p < 0,01; *
p <0,05.

Para evidenciar la actividad fotorreparadora de ambas especies, se graficé la diferencia de
mortalidad entre la fase “oscura’ y la “clara’ en funcién de la dosis de RUV-B recibida (Figura 11). Si
no existiera fotorreparacion, la mortalidad seria la misma en las dos fases, y por ende la diferencia seria
nula. Tal como se menciond anteriormente, la fotorreparacion fue en general significativa para ambas
especies (ver Figuras 9y 10), sugiriendo que los individuos en estudio pueden reparar €l dafio producido
por laRUV-B. Claramente, los valores de reparacion para D. menucoensis son més atos para cualquiera
de las dosis de exposicion, mientras que en Metacyclops sp. la fotorreparacion sdlo toma valores
significativos (p < 0,05) a partir de los 53 kd/nt-
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Figura 11 Diferenciade mortalidad entrelafase “oscura’ y “clara’ (estimacion de lafotorreparacién) en funcion de ladosis
recibida para D. menucoensis y Metacyclops sp.

La Figura 11 solamente indica en cuanto mejoro la supervivencia(i.e., un mayor D mortalidad
indica una major supervivencia), pero no se pueden hacer consideraciones acerca de la efectividad del
proceso de fotorreparacion. Por gemplo, los individuos de Metacyclops sp. muestran valores de
fotorreparacion inferiores a los de D. menucoensis, pero, ¢indica esto una menor efectividad en
fotorreparar 0 solamente una menor mortalidad de Metacyclops sp. debido a una menor sensibilidad?
Unaforma de responder a esta pregunta es estimando una tasa de fotorreparacion normalizando |os datos
de la Figura 11 por la mortalidad absoluta en la fase “oscura’. El resultado de esta normalizacion (las
diferencias de la Figura 11 divididas por la mortalidad en la fase oscura para cada dosis) se muestraen la
Figura 12, e indica que no existen diferencias significativas (p = 0,45) en la tasa de fotorreparacion a
distintas dosis. Més alin, esta tasa de fotorreparacion es similar para ambas especies, y cercana a 1,
indicando que todo €l dafio producido por laRUV-B pudo ser reparado.
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Figura 12 Tasa de fotorreparacion en funcién de las dosis recibida para D. menucoensis y Metacyclops sp. Los datos
representan los valores de la diferencia de mortalidad entre las fases, dividida por la mortalidad en la fase oscura.

Dafo — fotorreparacion: Funciones de peso biologico

Los resultados presentados anteriormente consideran el dafio producido por la RUV-B y la
fotorreparacion del ADN cuando se atentia la cantidad de energia que reciben los organismos. En esta
seccion se presentaran los resultados de mortalidad y fotorreparacién cuando |os organismos estuvieron
expuestos sin que la radiacién incidente fuera atenuada, pero fuera variada en “calidad” mediante el uso
de filtros selectivos (ver Figura 7). La idea en este tipo de experimentacion es determinar € dafio
producido por unidad de energia para intervalos discretos de longitudes de onda (Rundell 1983). Este
tipo de modelo se conoce como funciones bioldgicas de peso — FPB- (en inglés Biological Weighting
Function, BWF) y resultan fundamentales para modelos predictivos de impacto de la RUV o para
comparar la sensibilidad de distintos organismos. En esta tesis, se calcularon las FPB para D.
menucoensis durante las fases “oscura’ y “clard’, y para Metacyclops sp. durante la fase “oscura’
(Figura 13). Los individuos de Metacyclops sp. no tuvieron mortalidad en lafase “clara’, por eso no se
pudo calcular una FPB. La tendencia de las FPBs para ambas especies es la de un mayor dafio a
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menores longitudes de onda. Asi por giemplo, la FPB paralafase “oscura’ de D. menucoensis, tiene un
“peso bioldgico” de 0,035 a 286 nm y de 0,0033 a 319 nm. Esto significa que una dosis de 1 Jn? a 286
nm producira un efecto que sera 11 veces mayor que la misma dosis a 319 nm. Por otro lado, los
individuos de D. menucoensis presentan una mayor sensibilidad a la RUV-B que los Metacyclops sp.
(i.e., mayores “pesos biolégicos’), para individuos en la fase “oscura’. Sin embargo, la sensibilidad de
D. menucoensis disminuye significativamente en la fase “clara’ cuando los individuos pueden
fotorreparar. Por su parte, Metacyclops sp. muestra una mayor resistencia ala RUV para longitudes de

onda menores de aproximadamente 298 nm.

Figura 13 Funciones de peso bioldgico (FPB) para D. menucoensis (fases “oscura’ y “clara’) y para Metacyclops sp. (fase
“oscurd’). Los datos de mortalidad a distintas longitudes de onda fueron normalizados por la dosis recibida en ese intervalo
de longitudes de ondas y luego gjustados con un polinomio de cuarto grado. Laslineas de puntosindican € 95% intervalo de

confianza para cada funcién.

La segunda hipdtesis de esta tesis se referia a dafio en funcion de laradiacion, de tal manera que
a mayor dosis, mayor iba a ser e dafio en el ADN. En la seccion siguiente se presentaran datos de
mortalidad en lafase “oscurd’ (i.e., sin posibilidad de fotorreparar) en apoyo a esta hipétesis.
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Mortalidad en funcion de la dosis

Para todo € intervalo de dosis utilizadas, y tanto para D. menucoensis como para Metacyclops
sp., se encontrd una significativa mortalidad creciente en funcion de la RUV-B recibida (p < 0,001y p <
0,0001, respectivamente). Se puede afirmar que el total de la mortalidad en estos experimentos es
debida ala RUV-B, ya que aquellos individuos que recibieron solo RUV-A (bajo € filtro de Mylar-D),
presentaron una mortalidad nula en ambos grupos. Sin embargo, como ya fuera observado en las
secciones anteriores, la mortalidad en D. menucoensis es mas ata que en los individuos de Metacyclops

Sp., los cuales demostraron ser muy resistentes (Figura 14).

Figura 14: Mortalidad de D. menucoensis (L) y Metacyclops sp. () en funcién de la dosis de RUV-B recibida. Los datos
corresponden a la fase “oscura’ comparados con e control de filtro Mylar-D. Los gjustes son polinomiales de 3% grado

(R?=0.86 en D. menucoensisy R?=0.57 en Metacyclops sp.). Las lineas de punto indican el 95% intervalo de confianza.
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Para el caso delos D. menucoensis, |os datos muestran una curva creciente de mortalidad a partir
de una dosis de RUV-B de aproximadamente 25 kJn?, hasta llegar a la mortalidad méxima
(aproximadamente 100%) cuando la dosis de RUV-B era de 150 kJ/n?. La dosis letal 50 (LDsg) se
calculé en 86,8 kJn?. Para Metacyclops sp., 10s valores de mortalidad no superaron el 30% alin en las
mayores dosis utilizadas en |a experimentaci on.

Parte del objetivo de este trabajo se referia a posible rol protector de diferentes compuestos que
absorben radiacion en distintas longitudes de onda, de tal manera que aquellos organismos con color o
presencia de estos compuestos podrian tener una menor mortalidad. En los proximos parrafos se
presentan resultados en relacion a este tema.

Compuestos protectores

En la Figura 15 se muestran las absorbancias (i.e., densidad Optica — D.O.) normalizadas con la
concentracion de clor-a de los extractos de fitoplancton en metanol, para longitudes de onda de la regién
UV y visible. Laconcentracion promedio de clor-a durante el periodo de experimentacion fue de 1.7 y
451 nyg/l para la Laguna Cacique Chiquichano y Laguna Parque de la Ciudad, respectivamente. La
densidad éptica del extracto del fitoplancton por unidad de clor-a (absorbancia especifica) en la Laguna
Cacique Chiquichano fue superior en cas todas las longitudes de onda a la de la Laguna Parque de la
Ciudad. Sin embargo, hay que tener en cuenta que la concentracion de los pigmentos en un lugar y
momento determinado es lo que va a determinar la penetracion de la radiacion. Las méximas
absorbancias para ambas poblaciones corresponden a la clor- a (440 y 665 nm) y carotenoides (aprox.
470 nm). En € fitoplancton de la Laguna Cacique Chiquichano también se detecté un maximo de
absorcién a 400 nm, perteneciente a un compuesto que no se pudo identificar.
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Figura 15 Espectro representativo de la absorbancia especifica en funcién de la longitud de onda para € fitoplancton de la
Laguna Cacique Chiquichano (lineagruesa) y Laguna Parque de la Ciudad (linea clara).

L os espectros de absorbancia para los extractos de zooplancton se muestran en la Figura 16. El
espectro de D. menucoensis muestra un maximo de absorbancia arededor de 400 nm, que es
probablemente & correspondiente al compuesto (no identificado) presente en e fitoplancton de la
Laguna Cacique Chiquichano y que fuera ingresado por bioaccumulaciéon. Los individuoes de D.
menucoensis también presentaron otros dos maximos de absorcion correspondientes a clor-a y
carotenoides, reflejando la acumulacién de estos compuestos por ladieta. En el caso de los Metacyclops
sp., hay un leve aumento en la absorbancia a los 334 nm, aunque los valores son pequefios en
comparacién con los maximos correspondientes a clor-a 'y carotenoides. La Figura 16A no reflgja la
mayor pigmentacion observada en Metacyclops sp., ya que € extracto de D. menucoensis presentd
mayores absorbancias para todas las longitudes de onda, a pesar de tener claramente una menor
pigmentacion (observable a simple vista). Sin embargo, y dado que los tamafios relativos de los
individuos de D. menucoensis y Metacyclops sp. varian sustancialmente, si se normalizan los valores de
absorbancia por € volumen corporal, se obtiene el gréfico de la Figura 16B. Se observa que, de esta
manera, la absorbancia por unidad de volumen para Metacyclops sp. es en todo caso superior, lo cua
esta en concordancia con €l hecho de que los individuos de D. menucoensis eran traslGcidos, mientras
gue los de Metacyclops sp. eran, asimple vista, bien rojizos y opacos.
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Figura 16 Espectro de absorbancia para D. menucoensis y Metacyclops sp. en funcion de (A) N° de individuos, y (B)
volumen corporal estimado. Nétese en (B) un segundo ge de ordenadas para los valores de D. menucoensis. La flecha

gruesaen (A) indica el pequefio pico de absorbanciaen laregion UV.
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En la Figura 17 se muestran los resultados de los andlisis de HPLC para identificar los
compuestos gque absorben RUV (i.e., MAAS) en Metacyclops sp. En D. menucoensis no se detectaron
MAASs en ninguna de las muestras analizadas. Para Metacyclops sp., sin embargo, el pequefio aumento
de absorbancia que se observé en los espectros de la Figura 16A (flecha gruesa), era debido a la
presencia de MAAs. En la Figura 17A se muestra el cromatograma en el que se pueden evidenciar
cuatro picos a distintos tiempos de retencion (1,9; 2,4; 2,6 y 3,4 minutos). Paralaidentificacién y poder
determinar cudles de estos picos correspondia a algin MAA conocido, se utilizé co-cromatografia, en la
cual el extracto de Metacyclops sp. fue inyectado en e cromatégrafo conjuntamente con un estandar
conocido (Figura 17B). El resultado de esta co-cromatografia se muestra en la Figura 17C, donde se
identifican los picos de retencion de los Metacyclops sp. y del estandar utilizado. Dos de estos picos (1y
3) pertenecian a dos MAAs, Shinorine y Porphyra-334 respectivamente, ambos con un maximo de

absorcion a 334 nm.
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Figura 17 Cromatogramas (HPLC) para identificacion de MAAs en Metacyclops sp. A) Cromatograma de extractos
metandlicos en Metacyclops sp., B) cromatograma del estandar e identificacion de los picos y C) co-cromatografia de

Metacyclops sp. y estandar.
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Discusion

Si bien la radiacion solar es necesaria para €l proceso de fotosintesis y para poder mantener los
diferentes niveles troficos de la red alimentaria, parte de esta radiacion puede ser perjudicia para los
organismos. Laactividad del hombre sobre la Tierra, ha producido cambios climéticos que han aterado
parte del equilibrio sutil entre las especies y los diversos factores abiéticos. Unos de estos cambios, la
disminucion de ozono estratosférico y el consecuente aumento de RUV-B (Madronich, 1993; Blumthaler
& Webb, 2002), ha impulsado una gran cantidad de estudios para evaluar € impacto que este aumento
de RUV-B podia tener sobre distintos ecosistemas. La mayoria de estas investigaciones se han centrado
en organismos autétrofos (Helbling et al., 1992; Smith et a., 1992; Holm-Hansen et al., 1993; Neale et
al., 1998a; revision en Villafafie et al., 2002), debido a que son ellos quienes incorporan directamente la
energia solar. En cambio, los estudios acerca del impacto de la RUV sobre heterétrofos — y
particularmente organismos zooplanctonicos, son comparativamente escasos (Hessen, 1994; Zagarese et
al., 1997a; b; 1998a; b, Helbling et al., 2002, revisién en Hessen 2002). Aungue existen muchos efectos
negativos producidos por la RUV, los organismos han adquirido a través de su evolucion distintas
estrategias para minimizar o evitar el potencia dafio asi producido. Estas estrategias las podemos
agrupar en dos tipos (Roy, 2000): a) Evitando la exposicion ala RUV y, b) reparando e dafio producido
por laRUV. En los péarrafos siguientes se discutiran estas estrategias en funcién de los datos obtenidos
en estatess.

Los dos sistemas acuéticos utilizados reciben aproximadamente la misma cantidad de radiacion
solar (Figura 4), debido a su proximidad y similares condiciones meteorolégicas. Por lo tanto, a
momento de comparar la radiacion que reciben los individuos en las dos lagunas — Cacique Chiquichano
y Parque de la Ciudad - es de fundamental importancia no sdlo conocer e comportamiento de los
organismos considerados (i.e., migracién vertical, proteccién en zonas sombreadas, etc.), sino también
los factores que condicionan la atenuacion de la radiacion en los cuerpos de agua, tales como la cantidad
de materia disuelta y particulada. Las dos especies consideradas en este estudio pueden, de hecho,
realizar migraciones verticales, pero dado la bgja profundidad en las lagunas (Tabla 1), esta migracion es
mas bien limitada. En un primer andlisis se podria pensar que debido a su menor profundidad, los
organismos de la Laguna Parque de la Ciudad (e.g., Metacyclops sp.), estarian expuestos a una mayor
radiacion en la columna de agua que los organismos de la Laguna Cacique Chiquichano. Sin embargo,
la gran concentracion de fitoplancton en la Laguna Parque de la Ciudad (i.e., con valores tan altos como
425 ny clor-a/l durante el periodo de experimentacién) provoca una fuerte atenuacion de la radiacion,
reduciendo asi la zona fotodindmica (Neale et al 2002). Por € contrario, la menor concentracion de

fitoplancton en la Laguna Cacique Chiquichano durante el periodo de experimentacion (i.e., con valores
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medios de ~ 2 g clor-all) hace que la radiacion pueda penetrar a més profundidad y por lo tanto los
organismos estar mas expuestos. Esta diferencias en la penetracion de la radiacion en ambas lagunas es
también evidente en la absorcion especifica del fitoplancton (Figura 15), ya que valores mas altos de
absorcion especifica (como la del fitoplancton de la Laguna Cacique Chiquichano) indicaria una mayor
relacion carbono / clorofila, y por ende una aclimatacion a una radiacion comparativamente mayor. La
comparacion entre los dos organismos, Daphnia menucoensis y Metacyclops sp., permite suponer que
potencialmente podrian tener estrategias distintas para hacer frente ala RUV: D. menucoensis no podria
evitar estar expuesta a niveles relativamente altos de radiacion solar debido al ambiente donde se
desarrolla (Laguna Cacique Chiquichano), mientras que Metacyclops sp. podria estar expuesta a niveles
de RUV relativamente menores debido a la atenuacion de la radiacion en la laguna Parque de la Ciudad.

En este trabajo se hizo hincapié en un enfoque experimental para determinar la potencia
fotorreparacion del dafio a ADN causado por la RUV y su impacto a dosis diferentes. D. menucoensis
parece ser, en principio, mucho mas sensible a la RUV-B que Metacyclops sp., @ menos en lo que
respecta a los datos de mortalidad obtenidos en la fase “oscura’ (Figuras 9 y 10). Sin embargo, su
estrategia para sobrevivir en condiciones normales de radiacion se basaria en lafotorreparacion del dafio.
Este mecanismo se activd con las minimas dosis utilizadas en el presente trabgjo, y fue capaz de
disminuir la mortalidad significativamente alin con dosis de hasta 63 kJ/n¥ (Figura9). Estadosis de 63
kJ/m? corresponde aproximadamente a un dia y medio de exposicién continua a la radiacion que se
recibe en e verano (Figura 4). La fotorreparacion ha sido demostrada en varios organismos
zooplanctonicos (Zagarese et al., 1997a; Hessen 2002) como un modo muy efectivo de contrarrestar 10s
efectos negativos de la RUV en e ADN. Metacyclops sp., por dtra parte, si bien tuvo una mortalidad
inferior en la fase “oscura’, también pudo fotorreparar €l dafio ocasionado a ADN (Figura 10). Un
punto importante para destacar es que en ambas especies, independientemente de la dosis recibida, la
efectividad de la fotorreparacion fue la misma (Figura 12). Esto estaria sugiriendo un valor umbral de
fotorreparacion, a partir del cual € dafio producido al ADN es mayor que la fotorreparacion. Esto se
puede deducir también del aumento en la mortalidad en la fase “clara’ al aumentar la dosis a la que
estaban expuestos |os organismos (Figuras 9 y 10), aunque este aumento no fue significativo.

El balance fotorreparacion / dafio depende, entre otros pardmetros, de la relacion de energias que
producen ese dafio y que pueden fotoreactivar, como asi también de otros factores tales como la
temperatura, metabolismo (Sancar & Sancar, 1988). En los presentes experimentos, 10s organismos
fueron expuestos a una relacion de energias (i.€., Edario / Efotorreparacion) Mayores que las que reciben en su
ambiente natural, tal como se observa en el espectro de la l&mpara utilizada (Figura 8). Esta relacion
mayor de energias, de hecho smulan un aumento relativo de la RUV-B tal como aquel que ocurre

durante eventos de disminucion de ozono estratosférico (Madronich, 1993), exponiendo asi a los
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organismos a condiciones extremas de radiacién. Bajo estas condiciones, las funciones de peso
bioldgico (Figura 13) muestran que D. menucoensis es mas sensible que Metacyclops sp. a ser expuesta
a la RUV-B cuando no tiene posibilidad de fotorreparar, y que esta sensibilidad disminuye
significativamente al activarse la fotorreparacion del ADN.

Si bien todo lo presentado anteriormente demuestra que la fotorreparacion es un mecanismo
importante y eficiente en D. menucoensis para contrarrestar los efectos de la RUV-B, y que éste es
también “potencialmente” efectivo en Metacyclops sp., surge la pregunta: ¢Cud es € mecanismo de
Metacyclops sp. para ser resistente ala RUV-B aln sin activar los mecanismos de fotorreparacion? Esta
resistencia es también evidente en la comparacion de las LDsp: por gjempl,0 Metacyclops sp. no tuvo
nunca mortalidades mayores a 30% alin con dosis de RUV-B relativamente altas (Figura 14); sin
embargo, algunos estudios realizados en lagos cordilleranos (Zagarese et al 1997a) muestran una mayor
sensibilidad de otras especies de copépodos , de tal forma que las LDsp de Boeckella brevicaudata, B.
gibbosay B. gracilipes eran de 32 KJ m?, 8.4 KIm?y 1.1 KJ m?, respectivamente). La estrategia de
Metacyclops sp. parece més bien estar asociada a la presencia de compuestos potencialmente protectores
gue absorben la RUV, tales como los MAAs. Esto explicaria el mayor umbral de dosis que son capaces
de recibir antes de mostrar una mortalidad significativa, o cual se evidencia tanto en los experimentos de
fotorreparacion (Figura 10), como en los de mortalidad en funcién de la dosis de RUV-B (Figura 14), y
en la comparacién de las FPB (Figura 13). Aunque en los espectros de absorbancia de Metacyclops sp.
se detectd una absorcion baja en € rango del UV, los datos de HPLC evidencian la presencia de
compuestos tales como Shinorine y Porphyra-334 (Figura 17). Estos compuestos han sido encontrados
en varios niveles tréficos de las redes alimentarias (Banaszak, 2002), pero solo pueden ser sintetizados
por organismos que dispongan de la ruta metabdlica Shikimate (Favre-Bonvin 1987) tales como el
fitoplancton. Por lo tanto, estos compuestos llegan a los consumidores sélo através de su dieta debido a
procesos de bioacumulacion (Carroll & Shick, 1996; Menchi 2001; Helbling et al., 2002). La presencia
de estos compuestos y su rol de proteccion ha sido demostrada en muchos organismos (Adams & Shick,
1996; Neale et al., 1998b) incluso zooplancténicos (Helbling et al., 2002). Ademés delos MAAS, varios
estudios han demostrado € rol protector de los carotenoides. Esta proteccion, sin embargo, no se debe a
una absorcion directa en e UV, ya que los carotenoides absorben en € visible, entre 470 y 480 nm
(Figura 16), sino que proveen una proteccion indirecta debido a su combinacion con radicales libres
(Banaszack 2002). Laformacion de radicales libres dentro de los organismos, esta mediada por RUV y
principalmente por la RUV-A (Vincent & Neale, 2000; Kieber et al., 2002) dada la mayor cantidad de
energia a estas longitudes de onda. En los experimentos aca realizados, la dosis de RUV-A ha sido muy
baja (Figura 8), hecho que, conjuntamente con la determinacion de que no hubo mortalidad significativa
por la RUV-A (control de Mylar-D), hace suponer que la formacion de radicales libres ha sido

Pag. 38



Efecto delaradiacion UV e importancia de compuestos protectores y mecanismos de reparacion en especies de zooplancton de agua dulce

despreciable y por ende € rol de los carotenoides. Sin embargo, |o que no es despreciable es el cambio
de absorbancia entre las dos especies debido a estos compuestos (Figura 16). Esto esta de acuerdo con
otras investigaciones (Hessen, 1994; 2002), que citan niveles de carotenoides en copépodos diez veces
mayores gque en cladéceros. Es posible argumentar que pueden existir variaciones en cada especie, pero
en particular las especies aqui utilizadas de hecho tenian una coloracion que indica una diferencia en la
pigmentacion. Hessen (2002) hace también hincapié en diferencias de color en Daphnia debido a la
presencia de melanina. Asi, las Daphnia que contenian melanina eran oscuras y mucho mas resistentes a
laRUV que las que no tenian (i.e., transparentes).

Laestrategia de D. menucoensis para hacer frente ala RUV-B esta claramente orientada a reparar
el dafio que ésta provoque en el ADN (i.e., fotorreparacion efectiva). Metacyclops sp., por su lado, s
bien dispone de mecanismos de fotorreparacion efectiva, es utilizada al recibir atas dosis de RUV-B,
siendo entonces su estrategia primaria tener coloracién y compuestos protectores. Por |o tanto, un
continuo aumento de la RUV-B, debido a la disminucion de ozono estratosférico, podria tener un
impacto mayor en D. menucoensis, que en Metacyclops sp., ya que a cambiar las proporciones de
energia (RUV-B/RUV-A) se afectaria directamente el balance dafio / reparacion del ADN.

Conclusiones y lineas futuras de investigacion

Este tipo de estudios ha provisto nueva informacion acerca de los efectos de la RUV en
organismos zooplanctonicos de cuerpos de agua dulce de la region Patagdnica, 1os que eventual mente
pueden estar expuestos a niveles incrementados de radiacién debido a una disminucion de ozono
estratosférico. Si bien la RUV, especialmente la RUV-B, produce una mortalidad significativa en las
dos especies estudiadas, puede considerarse que estos organismos se encuentran bien adaptados a los
niveles de radiacién normales que reciben. Esto es posible a través de (al menos) dos estrategias
diferentes: fotorreparacion efectiva del ADN (D. menucoensis) y presencia de compuestos protectores
(Metacyclops sp.).

Si bien en este trabajo se ha podido dar respuestas acerca de estas dos estrategias adaptativas a la
RUV, los resultados no son exhaustivos. De hecho, a partir de estos resultados, se abren nuevas lineas
de investigacion en relacién al impacto de la RUV en organismos zooplancténicos, los cuales incluyen la
evaluacion conjunta de diversas variables (tales como materia organica, relaciones tréficas, etc) que
interactUan con laRUV.
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