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EDITORIAL

Estimados lectores

Con esta publicacion se realiza la entrega del Volumen 18 de
nuestra revista Naturalia patagonica, desde su relanzamiento en el afio 2002. Este
namero incluye cuatro articulos originales y dos resiumenes de Tesis Doctorales
realizados por docentes e investigadores de nuestra Facultad.

Diferentes motivos han demorado la publicacion de este nuevo
namero, no siendo ajeno a ello la situacién general del pais.

Saludo particularmente a los nuevos integrantes del Comité Editor
de la revista, el cual ya esta trabajando en una serie de modificaciones y
actualizaciones, como son una revision de las instrucciones a los autores y una
readecuacion del historico logo de la revista, que esperamos mostrar en el préximo
namero.

Confiamos en la buena receptividad de Naturalia patagonica entre
nuestros lectores habituales y entre los lectores en general, que se interesen por la
problematica de las Ciencias Naturales y las Ciencias de la Salud especialmente en el
ambito de la regién, invitando ademas a que se contindien sumando autores regionales

y de otras latitudes, enviando su produccion cientifica para nuestro siguiente nimero.

Dr. Osvaldo Ledn Cérdoba - Director

Foto de tapa: Universidad Nacional de la Patagonia San Juan Bosco — Sede Comodoro Rivadavia.
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Automedicacion en una poblacion del sur de Argentina

Self-medication in a town in southern Argentina

Maria Elizabeth Flores!, Melisa Stephanie Schmidt?, Graciela Pinto Vitorino®, Maria
Lujan Flores* Analia Veronica Uhrich®, Susana Risso®, Sandra Alcalde

Bahamonde®""

Estadistica. 3Quimica Medicinal. “Farmacognosia °Farmacologia I, ®Toxicologia de Farmacos.
"Farmacologia I. Departamento de Farmacia. Centro Regional de Investigacion y Desarrollo Cientifico -
Tecnologico (CRIDECIT). Facultad de Ciencias Naturales y Ciencias de la Salud, Universidad Nacional de
la Patagonia San Juan Bosco (UNPSJB), Km 4, 9000, Comodoro Rivadavia, Chubut, Argentina.

2Hospital Regional Comodoro Rivadavia. Av. Hipdlito Irigoyen 950. Comodoro Rivadavia. Chubut
Argentina.

*Sandra Alcalde Bahamonde: sandramarcelaalcalde@gmail.com

Resumen

La automedicacion es la seleccién y el uso de los medicamentos por parte de las personas,
con el proposito de prevenir, aliviar o tratar sintomas o enfermedades leves sin
prescripcion médica. El objetivo de este trabajo es conocer la situacion de la
automedicacion en un sector de la poblacion de Comodoro Rivadavia, Chubut, Argentina y
contribuir en la informacion de esta practica, con la finalidad de educar en la prevencion de
los riesgos de salud que ocasiona la misma. Se realiz6 un estudio de investigacion de corte
cuali-cuantitativo en 10 farmacias de la ciudad de Comodoro Rivadavia, para lo cual se
utilizé una encuesta voluntaria y anénima que brindé informacion sociodemografica y de
automedicacion. La automedicacion es practicada preferentemente por adultos jovenes y
adultos, con acceso a servicios de salud. Los medicamentos més utilizados fueron
analgésicos, antigripales, antidcidos/digestivos y antibidticos, entre otros. La mayoria de
los encuestados cree que la automedicacion es una practica riesgosa y conoce las
consecuencias de la automedicacion. Si bien un gran porcentaje de la poblacion
encuestada se automedica en forma esporadica, y conoce las consecuencias y los riesgos de
la automedicacion, es importante la educacion sanitaria sobre todo atendiendo aquellos
grupos de farmacos que utilizan mas frecuentemente.

Palabras clave: Automedicacién, Poblacion, Prevencion.
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Abstract

Self-medication is the selection and use of medications by people, with the purpose of
preventing, relieving or treating mild symptoms or diseases without medical prescription.
The objective of this work is to know the situation of self-medication in a sector of the
population of Comodoro Rivadavia, Chubut, Argentina and contribute to the information
of this practice in order to education to prevent the health risks caused by it. A qualitative
and quantitative research study was carried out in pharmacies in the city of Comodoro
Rivadavia, for which a voluntary and anonymous survey was used that provided
sociodemographic information, coverage of the health system and self-medication. Self-
medication is preferably practiced by young adults and adults, with access to health
services. The most used medications were analgesics, anti-influenza, antacids/digestives
and antibiotics among others. The majority of respondents believe that self medication is a
risky practice and know the consequences of self-medication. Although the majority of the
surveyed population rarely self-medicates, and knows the consequences and risks of self-
medication, health education is important, especially attending to those groups of drugs
that they use most frequently.

Keywords: Self-medication, Population, Prevention

Introduccion La Automedicacion es definida por la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS)

como “la seleccion y el uso de los

El uso racional de los medicamentos tiene

implicancias  sanitarias de  gran

importancia como es el autocuidado de
las personas y la economia en los
sistemas de  salud. Como la
automedicacion estd relacionada con el
autocuidado es importante el uso
adecuado de los medicamentos para
satisfacer las necesidades en salud de la

poblacion.

medicamentos por parte de las personas,
con el propdsito de prevenir, aliviar o
tratar sintomas o enfermedades leves que
ellas mismas pueden identificar. Esta
practica se lleva a cabo con
medicamentos de venta libre. Los
medicamentos de venta libre son aquellos
destinados a aliviar dolencias que no

exigen en la practica una intervencion
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médica y que, ademas, su uso, en la
forma, condiciones y dosis previstas no
entrafia, por su amplio margen de
seguridad, peligros para el consumidor”
(WHO, 2000).

Si bien la automedicacion se considera
una practica que tiene aspectos positivos,
como por ejemplo: independencia,
responsabilidad de la propia salud,
descarga del sistema sanitario, utilizacion
de formas de autocuidado més fiables,
(Ruiz-Stenberg et al., 2012; CIS, 2019)
es importante prestar atenciéon a los
aspectos que podrian llevar a un habito
riesgoso generando gastos en la salud
publica, produciendo un problema social
ya que es practicado por un alto
porcentaje de la poblacion en todo el
mundo.

Mas del 50% de los medicamentos se
prescriben 'y dispensan de forma
inapropiada, pero la mitad de los
pacientes no los toman correctamente. El
uso excesivo, insuficiente o indebido de
los medicamentos tiene efectos nocivos
para el paciente y constituye un
desperdicio de recursos. Mas del 50% de
los paises no aplican politicas basicas
para fomentar el uso racional de los
medicamentos (OMS, 2022).

En Latinoamérica, como en diversos

paises del mundo, la automedicacion

representa un hecho cotidiano con
medicamentos conocidos 0 prescritos
anteriormente por un médico (Lazcano,
2014; CIS, 2019).

La mitad de los argentinos adultos hace
un mal uso de los medicamentos, lo que
causa la muerte de mas de 700 personas y
alrededor de 100.000 internaciones
hospitalarias al afio en el pais
(COFyBCF, 2000). De acuerdo con otros
datos, en Argentina la mitad de la
poblacion que consumieron
medicamentos, lo hicieron sin indicacion
de un profesional de la salud. Los
medicamentos de mayor consumo en el
afio 2018 por la poblacion argentina
fueron analgésicos/antiinflamatorios,
antibioticos y antigripales (CIS, 2019).
Teniendo en cuenta estos datos, los
riesgos que suponen reacciones adversas,
interacciones medicamentosas
(generando falta de efectividad o efectos
toxicos), enmascaramiento de otro
problema de salud mas grave, desarrollo
de resistencia a un antibidtico,
dependencia hacia los medicamentos, es
que se considera importante conocer mas
de esta practica.

Si bien los estudios sobre esta tematica
han ido creciendo en los ultimos afios y
dado que el problema se ha vuelto mas

preocupante en cuanto a los hallazgos que
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produce esta conducta terapéutica
(Figueras et al., 2000), es primordial
investigar si existen deficiencias de
conocimientos sobre los riesgos de salud
que puede ocasionar la automedicacion
en la poblacion de estudio, ya que
algunos trabajos manifiestan que no
existe una verdadera concientizacion de
las personas que la practican.

Debido al alto impacto que genera la
automedicacion en las personas que la
practican y en los sistemas de salud a
nivel mundial, se ha decidido determinar
los factores asociados a la
automedicacion en una poblacion de la
Patagonia argentina. Como se desconoce
la situacion en ciertas regiones del pais
respecto a esta tematica se ha resuelto
analizar la préctica de la automedicacion
en la ciudad de Comodoro Rivadavia,
Chubut, con el fin de promover el uso
racional de los medicamentos, de manera
tal que los pacientes reciban la
medicacion adecuada a sus necesidades
clinicas en las dosis correspondientes
durante un periodo de tiempo que asi lo
requieran, y al menor costo posible para
ellos y la comunidad.

El objetivo de este trabajo, por lo tanto,
es conocer la situacion de la practica de la
Automedicacion en la poblacion de la

ciudad de Comodoro Rivadavia Yy

contribuir en la informacion de esta
tematica con la finalidad de promover el

uso racional de medicamentos.

Métodos

Se realizé un estudio de investigacion de
corte cuali-cuantitativo, para lo cual se
utilizd una encuesta estructurada como
instrumento recolector de informacion.
La cual se realizo entre los afios 2014 a
2016, en forma presencial, anénima y
voluntaria.

La toma de datos fue realizada en
farmacias pertenecientes a tres zonas
(norte, centro y sur) de la ciudad de
Comodoro Rivadavia, provincia de
Chubut, Argentina.

En todos los casos se conté con la
autorizacion previa de los duefios vy
farmacéuticos de las farmacias.

Las preguntas del cuestionario (adaptado
de Aguado et al., 2005) fueron en su
mayoria cerradas, con opciones multiples
de seleccion. Otras consultas como la de
la edad, cuantas personas trabajan en su
familia son de respuesta numérica simple.
Se ordendé a las preguntas en los
siguientes apartados: datos personales
(sexo, ocupacion, estado civil, nivel de
estudios alcanzados, barrio de residencia,
nivel de ingreso, seguro de salud u obra

social), automedicacion (frecuencia de
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consumo, informacion previa,
motivacion, quien se lo aconseja, donde
lo adquiere, tipo de medicamentos,
efectos posteriores a la automedicacion),
indicacion con prescripcion médica
(frecuencia de consumo) y prevalencia
(conocimiento de automedicacion 'y
consecuencias).

Los datos obtenidos fueron ingresados en
una hoja de calculo formato Excel y
luego procesados con software InfoStat.
A las encuestas procesadas se les realizo
un estudio descriptivo con medidas de
porcentajes para las variables cualitativas.
Se realizaron pruebas de Chi cuadrado
para observar si existen diferencias
estadisticamente  significativas  entre

variables, para reforzar la discusion.

Resultados

Se procesaron 144 encuestas en 7
farmacias de la ciudad de Comodoro
Rivadavia de las zonas: Centro, La

Loma, San Cayetano, Prospero Palazzo,

presidente Ortiz, Pueyrreddn, y Standar y
3 en la ciudad de Rada Tilly, de las cuales
el 100 % fueron contestadas. EI nombre
de la encuesta fue “Educar en la
prevencion de los riesgos de la
automedicacion”.

La franja etaria de la poblacion
encuestada fue entre 18 y 79 afios. La
mayoria de las personas que respondieron
la encuesta fueron adultos jovenes con
edades menores de 26 afos (51,22%),
luego le sigue adultos (24,39%) vy
finalmente adultos mayores (12,19%).

El mayor porcentaje de los encuestados
corresponden al sexo femenino (65%).
Respecto al estado civil se desprende que
el 38,19% son casados, el 32,64%
solteros 13,19% en pareja, el 2,78%
divorciado, 1,39% separado, viudo
6,25%, y 5,56% no contestan.

En la Figura 1 se observa la actividad
laboral de los encuestados destacandose
un 29,20 % de la actividad comercial y la
industria en un 24,17%.
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Figura 1. Actividad laboral
Figure 1. Work activity

Respecto al nivel de estudios alcanzados
por los encuestados se obtuvieron los
siguientes resultados: primario completo
13,89%, secundario completo 37,50%,
secundario incompleto 7,64%, terciario
completo 2,08%, universitario completo
19,44% vy universitario incompleto
19,44%.

Ante la pregunta de ¢cuantas personas
componen el grupo familiar?, se observa
que la mayoria de las familias esta
compuesta por cuatro integrantes
(27,78%). Se destaca que la mayoria de
los encuestados componen un grupo
familiar en el que dos personas trabajan
(53,47%).

El 88% posee obra social, no posee obra

social un 11% y un 1% no responde.

W Alimentoy textiles

B Resto de Industria

W Construccion

m Comercio

W Serviciosy transporte
W Servicios profesionales
m Administracion Pablica
W Educaciéony Salud

m Servicio domestico

Estudiante

Respecto a la frecuencia de la
automedicacion, el 32% lo hace de
manera habitual, el 54% rara vez y el
14% nunca.

La frecuencia de uso de medicamentos
con prescripcion médica corresponde al
42% habitualmente, el 52% rara vez y el
6 % nunca.

El 73% se informa antes de realizar la
practica de la automedicacion, el 20 % no
y el 7% no responde.

Ante la consulta: ¢Cual es el principal
motivo por el que decidi6 medicarse sin
consulta médica?, el 29 % informa
porque el médico se lo habia recetado
antes y el 27% los sintomas no son tan
serios como para acudir al médico, ver

Figura 2.
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Figura 2. Motivos que llevan a la automedicacién
Figure 2. Reasons that lead to self-medication

La fuente de informacion sobre
medicamentos mas comunmente
mencionada es el médico, con un
porcentaje del 27%, seguido del
farmacéutico en un 26%, familiares y
amigos 24%, avisos publicitarios 13%,
otros profesionales 5,4% e internet
4,60%.

La adquisicion del medicamento sin
prescripcion médica se realiza en la

farmacia en un 71%, en el botiquin

W 1.Fzlta detiempo para
acudir al medico

W 2 Porque 2l madico ya s2
lo hzhiz recetzdo antes

W 3. Csracede obrz socizl

B 4.l os sintomas noson
t2n serios comao para
scudir al medico

B 5. Por posear

conocimiento respecto a
la medicacign

W 5.Por tener mas
confianza con elpersanal
de Iz farmacia

7.0tro motivo

15,50%, en el quiosco 12%, el hospital
7%y en Internet 1%.

Las principales enfermedades o sintomas
que motivaron la automedicacion fueron
dolores y sintomas gripales como los mas

destacados, ver Figura 3.



Naturalia Patagénica Vol. 18 (2023) 01-13. Automedicacion en el Sur de Argentina.

m 1. Dolores

W 2.Sintomasgripales

M 3. Acidez, gastritis, sintomas digestivos
® 4. Ansiedad, estrés

W 5. Alergias

W 6. Infecciones

® 7. Inflamaciones

m 8. Decaimiento, agotamiento
M 9. Baja de peso

10. Mejora del rendimiento fisico o intelectual
M 11. Prevencion del embarazo

W 12. Causas dérmicas

Figura 3. Sintomas que motivaron la automedicacion
Figure 3. Symptoms that motivated self-medication

En relacién al tipo de medicamentos analgésicos-antiinflamatorios y
empleados, los grupos de farmacos mas antigripales, ver Figura 4.

frecuentemente utilizados fueron
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Figura 4. Medicamentos con los que se automedican
Figure 4. Medicines with wich you self-medication

Respecto a la eficacia de la medicacion
empleada, el 86% obtuvo el efecto
deseado, el 6,20% sufrio alguna reaccion
adversa, el 6,20% no tuvo efecto, el
3,10% dicen que aparecieron otros
sintomas, y el 2,30% que empeoraron los
sintomas.

El 90% de la poblacion encuestada
informa que la automedicacion es una

practica riesgosa.

M 1. Analgésicos
W 2. Antigripales
m 3. Antidcidos y digestivos
4, Antibioticos
W 5. Antihistaminicos
W 6. Anticonceptivos
7. Ansioliticos
8. Vitaminas
9. Medicamentos para adelgazar

10. Remedios caseros

Anélisis estadistico entre variables

Los estudios de asociacion entre variables
indican que:

En la poblacion de personas que
respondieron a la encuesta en las
farmacias seleccionadas:

No se hall6 asociacion entre la variable si
dispone o prefiere la automedicacion y la
variable sexo (Test chi cuadrado de
Pearson, pvalor=0,325).

No se hall6 asociacion entre el nivel de

estudios alcanzado y si dispone y prefiere
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la automedicacion (Test chi cuadrado de
Pearson, pvalor=0,92808).

No se hall6 asociacion entre los barrios
de residencia de Comodoro Rivadavia
agrupados en zonas (Norte, Centro y Sur)
y si dispone y prefiere la automedicacion
(Test  chi

pvalor=0,66788). Se tuvo en cuenta s6lo

cuadrado de Pearson,
las personas residentes en Comodoro
Rivadavia y que respondieron a ambas
preguntas.

No se hall6 asociacion entre la variable
dispone de seguro de salud u obra social
y si dispone o prefiere la automedicacion
(Test de Fisher exacto, pvalor=0,1279).
No se hall6 asociacion entre la variable,
si dispone o prefiere la automedicacion y
cree que la automedicacion es una
practica riesgosa categorizada por si y no
(Test de Fisher exacto, pvalor=0,4184).
No se hallé asociacion entre la variable si
dispone o prefiere la automedicacion
conoce las consecuencias de la
automedicacion (Test chi cuadrado de
Pearson, pvalor=0,1415).

Discusion

Se ha considerado para nuestro estudio el
analisis de los factores mas importantes
que estan relacionados con la
automedicacion en la poblacién de

estudio: socioecondmicos, relacionados al

paciente 'y a la practica de Ila
automedicacion.

Se ha demostrado que la franja etaria que
practica frecuentemente la
automedicacion corresponde a adultos
jovenes. En otros grupos estudiados, la
relacion entre edad y automedicacion
igualmente ha sefialado que esta practica
disminuye con la edad (Rozenfeld, 2003;
Rojas et al., 2008; Uhrich et al., 2018). El
uso de medicamentos en personas adultos
mayores es realizada bajo prescripcion
médica en su mayoria, pero no garantiza
este hecho que sean bien utilizados.

Los resultados que correlacionan las
variables sexo, nivel de estudios
alcanzados, seguro de salud u obra social
y si cree que la automedicacion es una
practica riesgosa, no han demostrado
asociacion entre variables si prefiere la
automedicacion.

De acuerdo a otros estudios se ha
encontrado que la automedicacion es
mayor en mujeres (Lopez et al., 2008;
Quiroga et al., 2015; Orueta et al., 2018)
y que a mayor nivel de estudios
alcanzado tienden a utilizar mas
frecuentemente  la  automedicacion,
atribuidos al mayor conocimiento de los
medicamentos, mayor nivel econémico y
autonomia personal (Lépez et al., 2008;

Figueiras, 2000).

10
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En nuestro estudio podemos destacar que
algunas personas reconocen que han
sufrido reacciones adversas y que
aparecieron otros sintomas indeseables
luego de la automedicacion a diferencia
de otras regiones de Argentina que
desconocen los efectos adversos que
pueden provocar los medicamentos
(COFyBCE 2019).

Las enfermedades o sintomas mas
frecuentes que motivaron a la
automedicacion ~ fueron  dolores vy
sintomas  gripales,  seguidos  por
problemas digestivos como acidez vy
gastritis. Estos resultados concuerdan con
los obtenidos en otros estudios (Oruela et
al., 2008; Codas et al., 2015; Real
Aparicio et al., 2020).

Entre los medicamentos més utilizados se
destacan los analgésicos y antigripales; y
en tercer lugar se encuentran los
medicamentos para enfermedades
digestivas. Estos resultados se relacionan
con la sintomatologia que presentan a la
hora de adquirirlos. Existen coincidencias
con varios estudios de investigacion
donde el grupo de medicamentos mas
consumido son los analgésicos (Gomez et
al., 2009; Aguilar et al., 2015; Valencia
et al, 2019; Jests, 2020). La
automedicacion con analgésicos es una

practica frecuente en todos los paises del

mundo. Algunos de estos medicamentos
son de venta libre en Argentina y
ampliamente difundidos en las campaiias
publicitarias. La automedicacion con
analgésicos constituye en nuestro pais un
problema importante (Kegrar, 2005),
forman parte de preparados que
combinan otras sustancias para tratar
diversas patologias y que pueden ser
parte de una gran variedad de efectos
adversos e interacciones (Grosser et al.,
2012). También se debe considerar el
gasto en salud que conlleva al sector de la
Salud Puablica. La facilidad del uso y de
la libre disposicion de los medicamentos
de venta libre puede provocar no sélo
errores en su aplicacion sino también en
el abordaje global de la enfermedad a la
cual van dirigidos (Kegrar, 2005).

En otros estudios los antibidticos suelen
ser los medicamentos con los cuales méas
se automedican (Hérnandez Juyol et al.,
2002; Lépez et al., 2008; Martin Pérez et
al., 2015). Es importante sefialar que en
nuestro estudio la automedicacion con
antibioticos ocupo el cuarto lugar y con
un bajo porcentaje.
ElI  acceso y/o procedencia  del
medicamento estuvo centrado en la
farmacia. Un bajo porcentaje procedio del
botiquin domeéstico, por lo cual el

medicamento fue reutilizado, sobre todo
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si el médico lo receto anteriormente. Pero
es importante destacar que, si bien hay un
bajo porcentaje de adquisicion en otros
establecimientos fuera del ambito de
salud, esto es un punto a considerar para
la educacion de la poblacion respecto a
uso de los medicamentos.

La principal fuente de informacién para
decidir automedicarse fue el médico y el
farmaceéutico, seguido del consejo de
familiares. Teniendo en cuenta estos
resultados se promovid un programa de
de 4 encuentros para la comunidad de la
ciudad que llevaron los nombres: Riesgos
de la Automedicacion; Medicamentos de
venta libre, riesgo/beneficio; Andlisis e
interpretaciones de prospectos; ¢Existe
riesgo de intoxicacion por

medicamentos?

Conclusiones

Nuestro estudio sefiala que un porcentaje
mayoritario de automedicacion
corresponde a adultos jovenes. Los
medicamentos ma&s utilizados fueron
analgésicos, antigripales y antiacidos.
Cabe destacar también el wuso de
antibioticos y otros medicamentos que
son venta bajo receta, por lo cual la
educacion sanitaria respecto a las buenas
practicas de automedicacion es prioritaria

con el fin de lograr el uso racional de

medicamentos. Se continda con estudios
semejantes en otros grupos de la
poblacion. Debido a la estrecha relacion
farmacéutico - paciente, se puede ejercer
desde la farmacia y desde otros ambitos
un rol fundamental en la educacion de la

poblacion.
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Resumen

La tripsina es una endoproteasa digestiva, con maxima actividad catalitica a pH alcalino. La
mayor parte de la tripsina comercial se obtiene del duodeno y/o del pancreas bovino. La
tripsina de origen marino tiene gran interés debido a que exhibe mayor actividad catalitica
que la de los mamiferos y retiene un alto grado de actividad a temperaturas elevadas,
beneficioso para los procesos biotecnolégicos. El objetivo del trabajo fue obtener proteasas
alcalinas del hepatopancreas del mejillon (Mytilus edulis platensis) y realizar su
caracterizacion bioquimica como paso primordial para evaluar a posteriori las posibilidades
de aprovechamiento de su hepatopancreas en la industria.

Los mejillones fueron recolectados manualmente en Caleta del Fondo, Golfo San Jorge,
Argentina. Se obtuvo el homogenato multienzimatico a partir del hepatopancreas. Se
cuantificaron proteinas totales solubles mediante la técnica de Lowry. El extracto
multienzimatico se separd por electroforesis SDS-PAGE vy se identifico la actividad
proteasica mediante zimografia a pH 9 utilizando gelatina co-polimerizada como sustrato.
En la fraccion proteica se detectd la presencia de una banda correspondiente a 24 kDa,
compatible con masa molecular aparente de tripsina. La temperatura éptima de actividad
enzimatica fue a 60 °C y el pH 9, determinados utilizando BAPNA como sustrato. La
tripsina aislada mostré termorresistencia lo que la convierte en una enzima de interés para
potenciales aplicaciones tecnolégicas. Su caracterizacion parcial ha sido un paso primordial
para evaluar a posteriori las posibilidades de aprovechamiento del hepatopancreas del
mejillon Mytilus edulis.

Palabras clave: Hepatopancreas, mejillon, proteasa, tripsina
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Abstract

Trypsin is a digestive endoprotease, with maximum catalytic activity at alkaline pH. Most
commercial trypsin is obtained from bovine duodenum and/or pancreas. The trypsin of
marine origin is of great interest because it exhibits greater catalytic activity than that of
mammals and retains a high degree of activity at high temperatures, beneficial for
biotechnological processes. The objective of the work was to obtain alkaline proteases from
the digestive gland of the blue mussel (Mytilus edulis platensis) and to carry out its
biochemical characterization as a fundamental step to evaluate a posteriori the possibilities
of using its hepatopancreas in the industry.

The mussels were collected manually in Caleta del Fondo, San Jorge Gulf, Argentina. The
multienzyme homogenate was obtained from the digestive gland (hepatopancreas). Total
soluble proteins were quantified using the Lowry technique. The multi-enzyme extract was
separated by SDS-PAGE electrophoresis and protease activity was identified by
zymography at pH 9 using co-polymerized gelatin as substrate. In the protein fraction, the
presence of a band corresponding to 24 kDa was detected, compatible with the apparent
molecular mass of trypsin. The optimal temperature of enzymatic activity was at 60 °C and
pH 9, determined using BAPNA as a substrate. The isolated trypsin showed
thermoresistance, which makes it an interesting enzyme for potential technological
applications. Its partial characterization has been a fundamental step to evaluate a posteriori
the possibilities of using the hepatopancreas of the mussel Mytilus edulis.

Keywords: hepatopancreas, mussel, protease, trypsin.

Introduccion 2016). Los mejillones poseen una

El mejillon (Mytilus edulis platensis) esun
molusco bivalvo sujeto a explotacion
comercial en el golfo San Jorge,
Argentina. La especie es también objeto
de varias experiencias e iniciativas de
maricultura en la region patagonica
Debido al interés comercial de la especie,
se han estudiado su composicion quimica

y calidad nutricional (Colombo et al.

hepatopancreas como glandula digestiva
qgue cumple a la vez las funciones de
higado y pancreas, por lo que es productor
de una gran cantidad de proteasas
digestivas, de las cuales, no se han
reportado estudios bioquimicos hasta el
momento.

La tripsina (EC 3.4.21.4) es una enzima

miembro de la familia de las serin-
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proteasas que hidroliza especificamente
proteinas y peptidos del extremo
Carboxilo terminal, entre los residuos
arginina y lisina, cumpliendo un rol
importante en procesos bioldgicos (Cao et
al. 2000). Posee maxima actividad
catalitica a pH alcalino y se utiliza en la
industria para el servicio de lavanderia,
alisado de cueros, elaboracion de cerveza,
ablandamiento de carnes y en la industria
farmacéutica entre otras.

Al presente, la mayor parte de la tripsina
comercial es de origen bovino
obteniéndola del duodeno y/o del
pancreas. Sin embargo, paises con alto
desarrollo de la pesca han realizado
estudios de aislamiento y caracterizacion
de estas enzimas a partir de visceras de
peces como: atin rojo (Thunnus thynnus)
(Essed, 2002), tilapia (Oreochromis
niloticus) (Bezerra et al, 2005), Sardina
monterrey (S.sagax cearula) (Castillo
Yafiez et al., 2005), atan amarillo
(Thunnus albacores) (Klomklao et al
2006), atin (Katsuwonus pelamos)
(Klomklao et al. 2007) pez bonito (Sarda
sarda) (Klomklao et al. 2007), Sardinella
(Sardinella aurita) (Khaled et al. 2008),
lubina japonesa (Lateolabrax japonicus)
(Cai et al., 2011). En la Argentina se ha
aislado y caracterizado la tripsina de

merluza (Merluccius hubbsi) (Lamas,

2015) y de anchoita Engraulis anchoita
(Lamas et al., 2017).

El aislamiento y estudio de las enzimas
proteoliticas de invertebrados han
revelado la presencia de enzimas a pH
neutro o alcalino (Dumitru, 1978). La
tripsina de crustaceos fue aislada y
caracterizada por primera vez de la
glandula digestiva del langostino Penaeus
setiferus (Gates, 1969). En Chile, se aislo
la enzima de glandula digestiva de
Lithodes santolla (Molina, 1782) vy
Cancer edwardsii (Bell, 1835) (Bufiuelos-
Vargas et al., 2018). En el caso de los
moluscos, a pesar de ser uno de los phyla
de invertebrados mas abundantes, los
estudios de este tipo son escasos. En
particular, no se han reportado estudios
sobre la actividad de proteasas alcalinas
aisladas de la glandula digestiva del
mejillén Mytilus edulis platensis.

Debido a esto, el objetivo de este trabajo
fue obtener proteasas alcalinas del
hepatopancreas del mejillon (Mytilus
edulis  platensis) 'y realizar su
caracterizacion bioquimica como paso
primordial para evaluar a posteriori las
posibilidades de aprovechamiento de su

hepatopancreas en la industria.

16



Naturalia Patagonica Vol. 18 (2023) 14-24. Proteasa alcalina en mejillon.

Materiales y métodos

Obtencion del extracto multienzimatico
a partir del hepatopancreas de mejillon
Para la obtencién del material bioldgico se
utilizaron 50 mejillones recolectados
manualmente en Caleta del Fondo en el
Golfo San Jorge, en la provincia de Santa
Cruz, Argentina (46°01°S, 67°35°0). Los
hepatopancreas  fueron pesados, Yy
homogeneizados a 4 °C, en buffer fosfato
40 mM pH 7,4 con el fin de obtener el
extracto multienziméatico. EI mismo se

mantuvo a -20°C hasta su analisis.

Cuantificacion de proteinas solubles

Para la determinacién de la concentracién
de proteina soluble de cada muestra, se
utilizo la técnica de Lowry (Lowry, 1951).
Todas las medidas se realizaron por
triplicado a 750 nm. La recta patron se
construyd con una solucién estandar de

albumina bovina 1 mg/ml.

Determinacion de la masa molecular
mediante Electroforesis SDS-PAGE

Con el fin de analizar los extractos
proteicos multienzimaticos y evidenciar la
presencia de proteasas alcalinas y su masa
molecular aparente, se realiz6 una
electroforesis en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) segun el
método de Shagger y von Jagow (1987).

Se utilizd un equipo Mini-Protean Il de

BioRad en un sistema discontinuo de
acuerdo con la metodologia descripta por
Laemmli (1970). Se sembraron 5 ul de
Marcador de peso molecular Rainbow
Marker (Full Range) y 5 ul y 10 ul del
extracto multienzimatico del
hepatopancreas.

Determinacion de actividad de
proteasa alcalina

La actividad de proteasa alcalina se
analizo por el método propuesto por
Erlanger (1961), usando BAPNA 1 mM
(N-a-Benzoilo-DL-arginina-4-
nitroanilida) en Tris HCI 50 mM pH 8, 20
mM CaClz como sustrato para la enzima
tripsina, donde la unidad de actividad
enzimatica se definié como la cantidad de
enzima necesaria para liberar 1 umol de p-
nitroanilida liberada por minuto, el cual se
midio por espectrofotometria a 410 nm. Se
determind la temperatura Optima de
actividad enzimatica ensayando la
reaccion a 4, 37 y 60 °C (Jesus-Ramirez,
2017). La actividad proteolitica se expreso
en U/mg %. Se determiné el pH 6ptimo de
actividad enzimatica realizando la
reacciéon a pH entre 4 y 11 utilizando un
buffer universal (Stauffer, 1989) en
funcion del tiempo de incubacion. Los

ensayos se realizaron por triplicado.
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Determinacion de Actividad proteésica
mediante Zimografia

Esta técnica electroforética simple,
sensible y cuantificable se utiliz6 para el
analisis de la actividad proteolitica. Se
basa en el uso de un gel de poliacrilamida
co-polimerizado con un sustrato proteico,
en particular gelatina, caseina o fibrina
(Garcia-  Carrefio, 1992;
Contreras, 2018).

Se realiz6 un tipo de zimografia que

Merino-

utiliza  gelatina  como  sustrato,
ampliamente utilizada para evidenciar
actividad de gelatinasas (Lockwoods et al.
1987). La gelatina soluble (colageno
desnaturalizado) es co-polimerizada con
poliacrilamida para formar el gel. Se
utilizan condiciones  suaves  de
desnaturalizacion (sin agentes reductores)
para evitar la pérdida definitiva de la
actividad de las enzimas estudiadas. La
electroforesis se realizd en buffer Tris-
glicina-SDS a 75 mV (por gel) a voltaje
constante y en frio, durante 2,5 horas. El
gel se lavé con 50 mL de TritonX-100 al
2.5% durante 20-30 min en agitacion
continua por tres veces consecutivas.
Luego se incubo6 en 50 mL de buffer Tris-
HCl a pH 9,0 a 4°C durante 12 h. Una vez
desarrolladas las areas para la deteccién de

la actividad enzimética, se tifieron con

azul de Coomassie R-250 0,1 % p/v por 12
h. y se destifid con solucién decolorante
que contiene metanol, &cido acético y
agua (3:1:6). Se utiliz6 un marcador de
peso molecular PB-L Productos Bio-
Logicos (Low Range): Lisozima 14.000
Da, Inhibidor de tripsina soja 21.000 Da,
Anhidrasa  carbonica  29.000 Da,
Ovoalbumina 45.000 Da, Albdmina sérica
bovina 66.000 Da y Fosforilasa B 94.000
Da.

Resultados

Cuantificacion de proteinas totales en
homogenato

La concentracion de proteinas totales
solubles en homogenatos del
hepatopancreas fue de: 0,16 + 0,03 g/100
g carne. Para el calculo se utiliz6 una
curva de calibracion con Seroalbumina

Bovina como patron.

Determinacion de la masa molecular
mediante Electroforesis SDS-PAGE

La fraccion proteica detectada en el
extracto crudo del hepatopancreas de
mejillon mostrd un rango de 6 a 100 kDa.
Se observaen la calle 2 y 3 la presencia de
una banda correspondiente a 24 kDa, que
seria compatible con la masa molecular

aparente de la tripsina (Figura 1).

18



Naturalia Patagonica Vol. 18 (2023) 14-24. Proteasa alcalina en mejillon.

e 23,0 KDa

Figura 1: SDS-PAGE de hepatopancreas de mejillon. Calle 1: Marcador de peso molecular Rainbow Marker
(Full Range) (con proteinas de 12, 17, 24, 31, 52, 76, 102, 150 y 225 kDa). Calles 2 y 3: homogenato de
hepatopancreas de mejillon (5 y 10 ul de muestra respectivamente).

Figure 1: SDS-PAGE of mussel hepatopancreas. Lane 1: Rainbow Marker (Full Range) (with proteins of 12,
17, 24, 31, 52, 76, 102, 150 y 225 kDa). Lane 2 and 3: mussel hepatopancreas homogenate (5 and 10 ul

respectively).

Determinacion de actividad de

proteasa alcalina

Se observd actividad de proteasa alcalina
a las temperaturas ensayadas de 4, 37 y 60
°C utilizando BAPNA como sustrato para

de incubacion, evidenciando una

disminucion de la actividad luego de los
30 minutos de incubacion. La mayor
actividad se observé a 60 °C y a los 20

minutos de incubacién (Figura 2).

evidenciar tripsina, hasta los 60 minutos
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Figura 2: Actividad proteolitica (U/mg%) a diferentes temperaturas en funcién del tiempo de incubacion
Figure 2: Proteolytic activity (U/mg%) at different temperatures as a function of incubation time.
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En la figura 3 se observa la actividad y 11. La actividad es maxima a pH 9 y
enzimatica del hepatopancreas de mejillon decae notoriamente a pH 10.

a 60 °C, a diferentes pH ensayados entre 4
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Figura 3: Efecto del pH sobre la Actividad proteolitica (U/mg%).
Figure 3: Effect of pH on proteolytic activity (U/mg%).
Determinacion de Actividad proteésica la digestion con proteasa. Esta banda de
mediante Zimografia digestion de gelatina en condiciones
Luego de tefir el gel con azul de alcalinas (pH 9), coincide con masa
Coomassie se observé una zona clara, con molecular aparente de 24 kDa (Figura 4).

degradacion de sustrato, correspondiente a

Figura 4: Zimografia de hepatopancreas de mejillon a pH 9. Calle 1: Marcador de peso molecular (PB-L (Low
Range) con proteinas de: 14.000 Da, 21.000 Da, 29.000 Da, 45.000 Da, 66.000 Da, y 94.000 Da. Calles 2, 3 y
4: homogenato de hepatopancreas de mejillon.

Figure 4: Zymography of mussel hepatopancreas at pH 9. Lane 1: Molecular weight marker (PB-L (Low
Range) with proteins of: 14,000 Da, 21,000 Da, 29,000 Da, 45,000 Da, 66,000 Da and 94,000 Da. Lanes 2, 3
and 4: mussel hepatopancreas homogenate.
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Discusion

Los resultados obtenidos demuestran, en
los homogenatos del hepatopancreas de
mejillon (Mytilus edulis platensis), la
presencia de una proteina con actividad
proteolitica en medio alcalino. Esta
actividad fue evidenciada mediante el
ensayo que utiliza BAPNA como sustrato
para tripsina (Erlanger et al., 1961), asi
como en la zimografia, tratindose de una
proteina de masa molecular aparente de 24
kDa determinada por SDS-PAGE
(Laemmli, 1970). La banda proteica
obtenida se localiza dentro del rango (de
21 a 30 kDa) de otras tripsinas purificadas
en especies marinas: 25,0 kDa la tripsina
de anchoita Engraulies anchoita (Lamas
et al., 2017), 21,5 kDa la de lubina
japonesa Lateolabrax japonicus (Cai et
al., 2011), 25,0 kDa la de sardina Sardina
pilchardus (Simpson et al., 2000, Castro-
Cesefia, 2012), 25,0 kDa la tripsina de
merluza Merluccius hubbsi (Lamas et al,
2015), 24 kDa en visceras de atun
(Katsuwonus pelamos) (Klomklao et al.
2007) y 22,5 kDa la de chucumite
(Centropomus parallelus) (Jests-Ramirez
et al. 2017).

Se ha detectado que las proteasas
digestivas alcalinas son altamente
termorresistentes, pues
temperaturas desde 45 °C hasta 65 °C

soportan

(Essed et al., 2002).
digestivas alcalinas de los crustaceos
(Lithodes santolla) (Molina, 1782) y
Cancer  edwardsii (Bell, 1835)

presentaron actividad 6ptima a 60 °C

Las proteasas

(Bafuelos-Vargas et al. 2018) y en el
intestino de los peces chucumite
(Cntropomus parallelus) (Jesus-Ramirez
et al. 2017), sargo (Archosargus
probatocephalus) (Merino-Contreras et
al., 2018) y tilapia (Oreochromis
niloticus) (Bezerra et al., 2005) que
muestran una temperatura éptima de 55
“CY

En consecuencia, la proteasa aislada del
hepatopancreas de mejillon presento
mayor actividad a 60 °C y pH 9, a los 20
minutos de incubacion. Resultados
similares se reportaron para especies
como chucumite (Cntropomus parallelus)
(Jests-Ramirez et al. 2017), para la lubina
japonesa Lateolabrax japonicus (Cai et
al., 2011) y para el pez sargo
(Archosargus probatocephalus) (Merino-
Contreras et al., 2018), entre otros, con un
pH de méaxima actividad entre 9 y 10.
Cabe destacar que los valores optimos de
temperatura y la estabilidad térmica de las
actividades de las proteasas son solo
parametros operativos de las enzimas, y
no corresponden a parametros fisioldgicos

de las especies, sino a la afinidad de la

21



Naturalia Patagonica Vol. 18 (2023) 14-24. Proteasa alcalina en mejillon.

enzima con su sustrato a una determinada
temperatura al alcanzar la maxima
catélisis.

En la zimografia se evidencia la presencia
de una banda clara, de digestion de la
gelatina, correspondiente al  peso
molecular aparente de la tripsina, que
coincidiria con la actividad de esta
proteasa alcalina. Esta metodologia,
utilizada por varios autores, entre ellos
Jesus -Ramirez (2017), Bafuelos-Vargas
(2018) y Merino-Contreras (2018) nos
permite  determinar la  actividad
proteolitica en medio alcalino. De esta
manera, con los datos obtenidos sobre la
actividad a pH alcalino, podriamos
confirmar la presencia de esta enzima en
el hepatopancreas de mejillon, su
relevante termorresistencia y su potencial
utilizacion en aplicaciones tecnoldgicas.
El mejillon M. edulis platensis es un
molusco bivalvo con wuna amplia
distribucion en el Mar Argentino y
dominante en muchos ambientes
submareales someros. Ademas, la especie
es de interés pesquero y para la
acuicultura, las principales iniciativas de
maricultura tienen como objeto esta
especie. Las iniciativas de cultivo en el
pais son escasas y estan limitadas a unas
pocas localidades del litoral argentino
como Camarones, C. Rivadavia y Ushuaia

(Isola, 2019). Este trabajo aporta los

primeros datos la actividad proteolitica en
esta especie y revela que las proteasas de
la especie presentan rasgos de interés para
su aplicacion  biotecnologia.  Los
mejillones son comercializados enteros,
(hepatopancreas incluido). Sin embargo,
el cultivo del mejillon genera toneladas de
subproducto en todo el mundo,
considerandose el 27% de la cosecha
como material de rechazo, lo cual ha
conducido a la basgqueda de alternativas
que permitan el aprovechamiento integral
de la  produccién y  contribuir
positivamente a la economia circular

(Naik et al. 2019, 2020).

Conclusion

Los resultados obtenidos demuestran, en
los homogenatos del hepatopancreas de
mejillon (Mytilus edulis platensis), la
presencia de una proteasa con actividad
proteolitica optima a pH 9,0 y a 60 °C,
evidenciada mediante zimografia,
tratandose de una proteina de 24 kDa

determinada por SDS-PAGE.
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Resumen

Didymosphenia geminata (Lyngbye) M. Schmidt es una diatomea de agua dulce, originaria
del hemisferio norte, que genera proliferaciones mucilaginosas en aguas oligotroficas. D.
geminata se ha expandido rapidamente con éxito fuera de su rango de distribucién nativo en
la ultima década, invadiendo rios y lagos de Nueva Zelanda, Argentina y Chile. En el caso
de Argentina todas las cuencas invadidas son de gran importancia recreativa, y en la mayoria
de los casos pertenecen a Areas Protegidas. La primera cuenca invadida en Argentina fue la
del rio Futaleufd. El objetivo de este estudio fue analizar la composicion de la comunidad
durante el periodo comprendido entre el mes de julio 2010 y noviembre de 2013 y evaluar
el efecto de la presencia de D. geminata en la composicion de la comunidad fitobentonica y
especies de habitat fitoplanctdnico presentes. Se identificaron 59 taxa de Bacillariophyta, 10
taxa de Chlorophyta, 6 taxa de Charophyta, 2 taxa de Euglenozoa, 1 taxén de Miozoa, 2
taxa de Ochrophyta, y 6 taxa de Cyanobacteria. Durante la presencia de floraciones de D.
geminata, se observa una disminucién en la presencia de Divisiones Algales. Se destaca en
este trabajo la deteccion de floraciones de la diatomea bentonica Gomphoneis patagoniana
en sitios especificos del tramo inferior del rio y la coexistencia de estas floraciones cuando
se produce la invasion de D. geminata. En cuanto a la riqueza especifica y al indice de
diversidad de Shannon-Wiener, la comunidad presenta una menor riqueza en especies y una
disminucion del indice de diversidad durante el periodo en los que ya esta instalada la
invasion de didymo. Este trabajo constituye el primer reporte de la composicion del
fitobentos en este tramo del rio antes de su ingreso a territorio chileno.

Palabras Clave: Fitobentos, Didymosphenia geminata, Gomphoneis patagoniana,

Patagonia, cuenca rio Futaleufu, invasion
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Abstract

Didymosphenia geminata (Lyngbye) M. Schmidt is a freshwater diatom, native to the
northern hemisphere, that generates mucilaginous proliferations in oligotrophic waters. It
has rapidly expanded successfully outside its native range in the last decade, invading rivers
and lakes in New Zealand, Argentina, and Chile. In Argentina, all the invaded basins are of
great recreational importance, and in most cases they belong to Protected Areas. The first
basin invaded in Argentina belongs to the Futaleuft River. The objective of this study was
to analyze the composition of the microalgae community, between July 2010 and November
2013 and to evaluate the effect of the presence of D. geminata on the community of
microalgae. 59 Bacillariophyta taxa, 10 Chlorophyta taxa, 6 Charophyta taxa, 2 Euglenozoa
taxa,1 Dinozoa taxon, 2 Ochrophyta taxa, and 6 Cyanobacteria taxa were identified. During
the presence of D. geminata blooms, a decrease in the presence of Algal Divisions is
observed in terms of the structure of the benthic microalgae community, with only diatoms
and some chlorophyte represented. The detection of the benthic diatom Gomphoneis
patagoniana blooms and the coexistence of these blooms when the invasion of D. geminata
occurs is highlighted in this work. Regarding the specific richness and the Shannon-Wiener
diversity index of the community, they show lower species richness and a decrease in the
diversity index during the period in which the invasion is already installed. This study
constitutes the first report of the composition of the microalgae community for this section
of the river, before moving to Chilean territory.

Keywords: Phytobentos, Didymosphenia geminata, Gomphoneis patagoniana Patagonia,
Futaleufu river basin, invasion
Introduccion invadidos tienen agua transparente y fria

Didymosphenia geminata (Lyngbye) M. con concentraciones de nutrientes

Schmidt es una diatomea de agua dulce,
originaria del hemisferio norte, que genera
proliferaciones mucilaginosas en aguas
oligotroficas (Kilroy y Novis, 2018). D.
geminata se ha expandido rapidamente
con éxito fuera de su rango de distribucion
nativo en la ultima década, invadiendo
rios y lagos de Nueva Zelanda, Argentina
y Chile (Reid et al., 2012). Los sistemas

reducidos y bajos o medios niveles de
intervencion  antropogénica en la
Patagonia. Todas las cuencas invadidas
son de gran importancia recreativa,
muchas de ellas se encuentran dentro de
areas protegidas como los Parques
Nacionales Los Alerces, Lago Puelo,
Nahuel Huapi, y Lanin, (Lamaro et al.,

2018) y maés recientemente del Parque
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Nacional Los Glaciares (Uyua et al.,
2020). La dispersion de esta diatomea se
asocia principalmente con el transporte
humano por el uso de equipos de pesca
recreativa y deportiva, mientras que el
desarrollo de un gran numero de
pedunculos se ha asociado principalmente
con fosforo reactivo soluble en
concentraciones por debajo de 2 ppb
(Kunzaetal., 2018). Sin embargo, durante
las dltimas dos décadas, grandes
floraciones de D. geminata fueron
confirmadas para una amplia gama de
ambientes pristinos, pero también de alta
concentracion de nutrientes en cientos de
rios en Europa, Ameérica del Norte y del
Sur, India y Nueva Zelanda (Gillis et al.,
2018; Kawecka y Sanecki, 2003; Reid et
al., 2012; Bothwell et al.,, 2014). La
proliferacion consiste en el desarrollo
masivo de pedinculos mucilaginosos de
células de D. geminata, que cubren
extensas areas de sustrato bentonico. En
consecuencia, favorece la creacion de
habitats mas homogéneos con bajos
niveles de hidraulica en el que surgen
tensiones que promueven el intercambio
de solutos y favorecen la proliferacion y
expansion de las masas mucilaginosas
(Bray et al., 2017 ay b). Los cambios en
el habitat fisico pueden desplazar o
favorecer ciertas especies del bentos
(Figueroa et al., 2018), modificando la

estructura tréfica del ecosistema acuatico,

alterando los patrones de diversidad alfa y
beta en diferentes escalas espaciales
(Gillis & Chalifour, 2010). En la
actualidad la presencia de D. geminata
estd confirmada desde los 38° a los 56°
Latitud Sur y desde los 73° a los 67°
Longitud Oeste, lo que no significa que su
distribucion no pueda ser mas amplia
(Lamaro et al., 2019).

Para comprender el proceso de invasion de
D. geminata es crucial comprender sus
efectos en las comunidades bentonicas y el
habitat fluvial, y asi dilucidar sus impactos
en la integridad de los ecosistemas de agua
dulce. D. geminata ha sido descrita como
la Gnica diatomea de agua dulce que
produce grandes cantidades de material
mucilaginoso (Blanco & Ector, 2009), lo
que puede alterar las condiciones fisicas y
bioldgicas de los sistemas acuaticos
(Spaulding & Elwell, 2007). Este claro
impacto negativo de D. geminata sobre la
salud de los ecosistemas y, por lo tanto, la
sustentabilidad ambiental de la cuenca,
tiene implicancias ecoldgicas,
econdmicas, sociales y estéticas (Kilroy et
al., 2005; Kilroy & Dale, 2006; Campbell,
2005; Branson, 2006; Cullis et al., 2012).
Dentro de los estudios realizados en la
cuenca del Futaleufa, referidos a
comunidades fitoplancténicas se pueden
mencionar a Pizzolon et al. (1995) y
Santinelli et al. (1998). Con posterioridad

a estos trabajos no se han realizado
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estudios  referidos a  microalgas,
hidroquimica y zooplancton en esta
cuenca.

El objetivo de este estudio fue analizar la
composicion de la comunidad de
fitobentos, durante el periodo
comprendido entre el mes de julio 2010,
es decir, desde la deteccion de la floracion
de D. geminata en el rio Espolon en Chile
y la posterior invasion en el tramo inferior
del rio Futaleufd en Argentina, y evaluar
el efecto de la presencia de D. geminata en

la comunidad fitobentdnica.

Materiales y métodos

Area de estudio

Las cabeceras del rio Futaleufd son
alimentadas por glaciares. Una gran
cantidad de afluentes fluyen a través de

una serie de lagos conectados que regulan

comienzo del invierno y al derretimiento
de nieve en primavera.

El rio Futaleufd o rio Grande, regulado por
la presa de Futaleufu, es el final de este
sistema que fluye hacia el sureste desde el
extremo sur del embalse Amutui Quimey
hacia su desembocadura al Océano
Pacifico (IGN, 2018).

A lo largo de su curso recibe, desde la
izquierda, la afluencia del rio Corintos y
algunos arroyos como el Baggilt y el
Blanco, todos ellos en territorio argentino.
Luego, continta a lo largo de un amplio
valle, cruza la frontera argentino-chilena,
recibe como afluente al rio Espolon y
finalmente vierte sus aguas en el lago
Yelcho, ya en territorio chileno (Sastre et
al., 2013).

El siguiente mapa (Figura 1) muestrael rio

Futaleufu y sus tributarios con los sitios de

el régimen del rio. Los flujos aumentan muestreo.
durante la primavera debido a la lluvia al
| Estaciones de muestreo A 5 o °1
i Argentina
02
Rio Futaleufu
I;lpalﬂdlﬁa ) N %
(o] Rio Futaleufu
10 Rio Futaleufu
o 9 % ®;
o
» d 75 0=
12 3
Chile
———
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Figura 1: Estaciones de muestreo, ubicadas en el rio Futaleufu.
Figure 1: Sampling stations, located on the Futaleufu river.
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Se analizaron 110 muestras
correspondientes a camparias realizadas
en el marco del Programa de Monitoreo
de la Diatomea Invasora D. geminata en
la Provincia de Chubut.

En cada ambiente, se procedié a la toma
de las muestras de fitobentos,
comenzando desde aguas arriba hacia
aguas abajo, evitando de esta manera
transportar diferentes organismos desde
aguas abajo hacia aguas arriba en un
mismo ambiente. En cada sitio se realiz6
primeramente una exploracion visual en
busca de floraciones algales que
pudieran corresponder a D. geminata.
Luego se procedi6 a la toma de nuestras
epifiticas (raspado de sustrato vegetal)
ylo epiliticas (raspado de sustrato
rocoso). Se realiz6 un registro
fotografico y de georreferenciacion de
todos los sitios.

Al cambiar de ambiente se procedio a la
desinfeccion de los equipos empleados
en los muestreos (botas, waders, guantes
y los elementos utilizados para la toma
de la muestra), con una solucion
hipersalina (10%) de cloruro de sodio.
Los elementos utilizados para la
obtencién de las muestras (embudos,
cepillos etc.) fueron lavados con una
solucion de hipoclorito de sodio al 10%
para evitar la contaminacién en

muestreos posteriores.

Las muestras obtenidas fueron colocadas
en envases plasticos, fijadas con formol
al 5% y rotuladas.

En laboratorio, las muestras fueron
tratadas para eliminar la materia
organica siguiendo el método descrito en
Hasle y Fryxell (1970). Las destinadas a
microscopia Optica (MO) se montaron en
Naphrax® entre porta y cubreobjeto; y
para microscopia electrénica de barrido
(MEB) se montaron en tacos de vidrio y
se recubrieron con oro-paladio.

Para la observacion e identificacion de
las especies se utilizd6 un MO Olympus
CX41 con contraste de fases. De cada
muestra se analizaron tres submuestras.
Para la posterior identificacion de
especies pertenecientes a las demas
divisiones algales, se realizaron distintos
tratamientos, siguiendo los protocolos
descritos en Alveal et al. (1995). Para
realizar el calculo de abundancia relativa
de las especies presentes se identificaron
hasta 200 individuos en cada muestra
con un microscopio Optico de 400X y
1000X (Bate y Newall 1998) por
triplicado para dar un rango de
abundancia relativa. Se registraron todas
las especies presentes en las muestras,
identificando las de hdbitat bentdnico
como asi también las de habitat
plancténico.

Las  especies que  presentaron
dificultades en su identificacion
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taxonomica, fueron observadas con
MEB Jeol JSM-6360LV en el Servicio
de Microscopia Electronica del Museo
de La Plata. Las identificaciones
taxondmicas se realizaron siguiendo a
Ayestaran y Sastre (1995), Echenique &
Guerrero  (2003), Ferrario (1975),
Ferrario et al. (1989), Gomez (1991),
Gomez (1999), Hakkansson & King
(1990), Krammer & Lange Bertalot
(1991), Parra et al (1982a), Parra et al
(1982b), Parra et al (1982c), Patrick &
Reimer (1966), Patrick & Reimer
(1975), https://diatoms.org.

La nomenclatura taxondémica siguié la
pagina web https://www.algaebase.org/.
La especie que primeramente habia sido
identificada como Gomphoneis minuta
(Sastre, 2010) es renombrada en este
trabajo como G. patagoniana (Kociolek
etal., 2017).

Como parametros de descripcién de las
comunidades, se utilizd la composicion
de las divisiones algales, calculando la
abundancia relativa de cada division a la
comunidad de microalgas bentonicas y
especies fitoplancténicas que
aparecieron en las muestras. Se
determind la riqueza en especies y el
indice de diversidad de Shannon-
Wiener. Se calculd el % de frecuencia de
las taxa presentes para cada una de las
campafias realizadas. Se realiz6 un test
no paramétrico de Kruskal Wallis para
estimar  si  existian  diferencias
significativas en la riqueza en especies,
en los sitios colonizados por D.geminata

y los no colonizados.

Resultados

La Tabla | muestra los taxa identificados
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Tabla I: Taxa identificadas en el rio Futaleufd y tributarios
Table I: Taxa identified in the Futaleuft river and tributaries

BACILLARIOPHYTA

Discostella stelligera (Cleve & Grunow)
Houk & Klee

Melosira varians C.Agardh

Urosolenia eriensis (H.L.Smith) Round
& R.M.Crawford

Stephanodiscus sp. Ehrenberg
Asterionella formosa Hassall

Diatoma anceps (Ehrenberg) Kirchner
Diatoma elongata (Lyngbye) C.Agardh
Diatoma vulgaris Bory

Fragilaria crotonensis Kitton

Fragilaria construens (Ehrenberg)
Grunow

Fragilariforma bicapitata (A.Mayer)
D.M.Williams & Round

Eunotia glacialis F.Meister

Hannaea arcus (Ehrenberg) R.M.Patrick
Meridion circulare var constrictum
(Ralfs) Van Heurck

Ulnaria acus (Kiitzing) Aboal

Ulnaria ulna (Nitzsch) Compere
Tabellaria flocculosa (Roth) Kitzing
Cocconeis placentula Ehrenberg
Cymbella affinis Kltzing

Cymbella cistula (Ehrenberg) O.Kirchner

Cymbella cymbiformis C.Agardh

Encyonema leibleinii (C.Agardh)
W.J.Silva, R.Jahn, T.A.V.Ludwig, &
M.Menezes

Encyonema ventricosum (C.Agardh)
Grunow
Encyonema minutum (Hilse) D.G.Mann

Amphora ovalis (Kutzing) Kltzing
Diploneis ovalis (Hilse) Cleve

Diploneis elliptica (Kiitzing) Cleve
Frustulia romboides (Ehrenberg) De
Toni

Frustulia vulgaris (Thwaites) De Toni
Brachysira serians var. acuta (Hustedt)

Vyverman

Gomphonella olivacea (Hornemann)
Rabenhorst

Gomphonema pseudotenellum Lange-
Bertalot

Gomphonema truncatum Ehrenberg

Gomphonema gibba J.H.Wallace
Gomphonema sp.
Gomphoneis patagoniana Kociolek &

S.E.Sala

Gyrosigma acuminatum (Kitzing)
Rabenhorst

Achnanthes sp.

Navicula capitatoradiata H.Germain e
Gasse

Navicula peregrina (Ehrenberg)

Kutzing

Navicula tripunctata (O.F.Miller) Bor
Navicula walkeri Sovereign

Navicula cryptocephala Kiitzing
Navicula sp. Bory

Pinnularia sp. Ehrenberg
Rhoicosphenia abbreviata (C.Agardh)
Lange-Bertalot

Epithemia adnata (Kutzing) Brébissor
Epithemia sorex Kitzing

Rhopalodia gibba (Ehrenberg) O.Muill
Rhopalodia gibberula var. vanheurckii
O.Muller

Nitzschia acicularis (Kutzing) W.Smit
Nitzschia vermicularis (Kutzing)
Hantzsch

Nitzschia linearis W.Smith

Nitzschia sp.

Surirella librile (Ehrenberg) Ehrenber¢
Surirella splendida (Ehrenberg)

Ehrenberg

Surirella sp Turpin

Pennadas n/i

CHLOROPHYTA

Actinastrum sp. Lagerheim
Cladophora sp. Kiitzing
Microscopora sp. Thuret

Pandorina morum (O.F.Miiller) Bory
Pediastrum sp.Meyen
Planktosphaeria gelatinosa G.M.Smitt
Scenedesmus sp. Meyen
Stigoeclonium sp. Kiitzing
Cloroficeas Oedogoniales

Cloroficea Ulotrichales
CHAROPHYTA

Closterium ehrenbergii Meneghini ex
Ralfs
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Se
Bacillariophyta

identificaron un de 59
10
Cholorophyta (clorofitas), 6 Charophyta
(carofitas), 2 Euglenozoa (euglenozoa),1
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(cianobacterias).
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La fig. 2 agrupa los resultados obtenidos

referidos a la

la composicion de
comunidad de en el rio Futaleufu A)
Julio 2010, B) Setiembre 2010, C)
Diciembre 2010, D) Agosto 2011, E)

Abril 2012 y F) Noviembre 2013.
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floracion @ Gomphoneis patagoniana floracion
en forma plancténica

Figura 2: Porcentaje de especies y/o taxa de la comunidad de fitobentos y especies de habitat
fitoplancténico, presentes en el tramo inferior del rio Futaleufd.

Figure 2: Percentage of species and/or taxa of the phytobenthic community and species of phytoplankton

habitat present in the lower section of the Futaleufu river.

Durante el muestreo realizado en el mes
de julio de 2010, antes del inicio de la
invasion, la comunidad fitobentonica
estuvo dominada por diatomeas y en
menor  proporcion la

se  registro

presencia de clorofitas, charofitas,
dinoflagelados y cianobacterias (Fig.
2A). La estacion Isla Challhuaquen fue
tenida especialmente en cuenta, dado

que se observaron rocas cubiertas por
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matas mucilaginosas que,
macroscopicamente, mostraban tener un
aspecto que hacia sospechar de la
probable presencia de la diatomea D.
geminata. Sin embargo, observadas
microscopicamente, se constatdo que la
cubierta macroscopica estaba formada
por otra diatomea epilitica del género
Gomphoneis, identificada como G.

t,v. "
RL i

patagoniana. La Fig.3 muestra el
aspecto macroscopico de las floraciones
y microfotografias de las células de
ambas especies al MO y al MEB. Pueden
observarse, en ambas especies, los
pedunculos de mucilago secretados por
las células que les permiten adherirse a
los diferentes sustratos.

Figura 3: Gomphoneis patagoniana. A: aspecto macroscopico de la floracion, B: fotomicrografia MO y
C: fotomicrografia MEB (Escala 10 um) y Didymosphenia geminata (D: aspecto macroscépico de la
floracién, E: fotomicrografia MO y F: fotomicrografia MEB (Escala 10 um).

Figure 3: Gomphoneis patagoniana. A: macroscopic appearance of the bloom, B: photomicrography LM
y C: photomicrography SEM (Scale bar 10 um) y Didymosphenia geminata (D: macroscopic appearance
of the bloom, E: photomicrography LM y F: photomicrography SEM (Scale bar 10 pm).
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En esta campafia se registrd el mayor
numero de taxa, con el maximo en la
estacion Desemb. Arroyo Blanco, con un
total de 39, de las cuales 4 corresponden
a clorofitas, 3 a carofitas y 3 a
cianobacterias, el resto  fueron
diatomeas.

La campaiia del mes de setiembre de
2010 (Fig.2B) abarcé un tramo mayor,
llegando hasta el limite internacional
sobre el puente del rio Futaleufd. Las
microalgas representadas fueron, en
mayor proporcion, las diatomeas,
seguidas por clorofitas, carofitas y
cianobacterias, una euglenozoa en
Puente Internacional y en Isla Chica y
una ocrofita sélo en esta Ultima estacion.
Las muestras con mayor cantidad de
taxa, fueron las correspondientes a las
estaciones Isla Chica y Cauce Viejo con
31 y 30 respectivamente y la que
presento menor cantidad
coincidentemente con la floracion de G.
patagoniana, fue Recta del Toro con
solo 14. Se sefiala la deteccion de D.
geminata en la estacion Puente
Internacional y la floracion de G.
patagoniana en la estacion Recta del
Toro (Fig.2B).

Las especies que se presentaron en las
muestras con un % de ocurrencia > del
60%, fueron 20 taxa de diatomeas, entre
ellas, D. anceps, D. elongatum, D.

vulgare, U. ulna, T. flocculosa, G.

patagoniana, N. capitatoradiata, N.
peregrina, E. adnata y E. sorex, que se
mantuvieron presentes a lo largo del
curso inferior del rio, algunas clorofitas
y carofitas como P. gelatinosa y
Cosmarium sp. y la cianobacteria
Oscilatoria sp. (Tabla I1).

La campafia del mes de diciembre de
2010, abarcO la cuenca baja del rio
Futaleufu desde Las Torres a la Isla
Challhuaguen. En general las muestras
estuvieron dominadas por diatomeas,
clorofitas y carofitas. También se
observaron en menor proporcion las
ocrofitas, euglenozoas y cianobacterias
(Fig.2C).

La muestra con mayor riqueza especifica
fue la correspondiente a Las Torres con
21 taxa y la de menor riqueza especifica
fue una de las de la Isla Challhuaquen
con 8 especies. En esta oportunidad la
especie que produce floraciones
practicamente alrededor de toda la isla es
G. patagoniana, comenzando D.
geminata a hacerse frecuente en la
mayoria de las estaciones, cubriendo el
sector oeste de la isla. Las especies que
fueron caracteristicas en la mayoria de
las estaciones fueron G. patagoniana, D.
geminata, C. placentula, U. ulna con un
% de presencia mayor del 80% (Tabla 2).
En el mes de agosto de 2011 se tomaron
muestras bentonicas en cinco sitios del

rio, desde las Torres hasta el Puente
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Internacional (Fig. 2D). Las diatomeas
son las méas abundantes seguidas por las
carofitas, clorofitas y las cianobacterias.
No se observaron otras clases algales. La
desembocadura del arroyo Baggilt,
presentd el mayor nimero de especies,
D. anceps, D. elongatum, D. vulgare, U.
ulna y G. patagoniana fueron las
especies con un % de presencia > del
80%. D. geminata se presentd con un
30% (Tabla I1).

En abril del 2012 se tomaron cuatro
muestras sobre el rio Futaleufu en el
sector que abarcO la floracion de D.
geminata, entre Las Torres y Puente
Internacional (Fig. 2E). En esta
oportunidad se detectaron 11 especies de

diatomeas y 1 clorofita. La composicion
fue del 92% de diatomeas y 8% de
clorofitas. La flora acompafiante durante
la época de floracién se observa en la
tabla 2. En el mes de noviembre de 2013
con la invasion ya instalada sobre el rio,
se realizd un muestreo en sitios ocupados
por las matas de D. geminata (Fig. 2F).
La composicion de la comunidad fue
entre el 93y el 100 % de diatomeas y un
porcentaje que no superd el 5% de
clorofitas. La cantidad de taxa
registradas en esta oportunidad fue de
20, el maximo en Las Torres y 15 en Isla
Challhualquen. La tabla 2 muestra las
especies que coexistieron con las matas

de D. geminata.
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Tabla I1: Especies y/o taxa con % de ocurrencia > del 60%, en los muestreos realizados en el rio Futaleufl
Table I1: Species and / or taxa with% occurrence> 60%, in the samplings carried out in the Futaleufd river

Taxa

julio-10 (n:5)

sep-10 (n:11)

dic-10 (n:6)

ago-11 (n:4)

abr-12 (n:4)

nov-13 (n:4)

Melosira varians
Odontidium anceps
Diatoma elongata
Diatoma vulgare

Ulnaria ulna

Tabellaria flocculosa
Tabellaria fenestrata
Hannaea arcus
Cocconeis placentula
Encionema leibleinii
Cymbella affinis
Cymbella cymbiformis
Frustulia vulgaris
Gomphonema pseudotenullum
Gomphonema truncatum
Gomphonema olivaceum
Gomphoneis patagoniana
Didymosphenia geminata
Amphipleura sp.
Navicula capitatoradiata
Navicula peregrina
Epithemia adnata
Epithemia sorex
Rhopalodia gibba
Nitzschia acicularis
Nitzschia vermicularis
Surirella minuta
Surirella splendida
Surirella ovalis

Surirella sp.
Cymatopleura solea
Cosmarium sp.
Planktosphaeria gelatinosa
Spirogyra sp.
Cloroficeas Ulotrichales
Dinobryon divergens

Oscillatoria sp.
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Tributarios del rio Futaleufa

En el mes de julio de 2011 se realiz6 un
muestreo en el arroyo Baggilt, tributario
del rio Futaleufu, y en instalaciones de la
piscicultura provincial ubicada en el
mismo cuerpo de agua. La composicién
de las Divisiones Algales para todos los

tributarios analizados se muestra en la

Tributarios Futaleufu Julio 2011

0%
A. Baggilt1  A. Baggilt 2 Pileta Desagiie Pileta Canal principal
=BACILLARIOPHYTA = CHLOROPHYTA =CHAROPHYTA = CYANOBACTERIA
C Tributarios Futaleutu Febrero 2013
100% .
0% |

%
Rio Percy Nanty Fall, ABaguilt Rio Corintos

= BACILLARIOPHYTA = CHLOROPHYTA =CHAROPHYTA =CYANOBACTERIA

*Di(h*mospheuia geminata @ Gomphoneis patagoniana

B

100% ——"

90% =

0%

A. Blanco

D

R Corintos 1

#BACILLARIOPHYTA

Fig. 4A, en la que se observa la mayor
proporcion de diatomeas en relacion a
las otras divisiones, pero el aporte de las
clorofitas y carofitas es interesante en
este periodo y la persistencia de las
cianobacterias a lo largo de todas las

estaciones de muestreo.

Tributarios Futaleufu Febrero 2012

A. Baggilt 1 A. Baggilt 2
# BACILLARIOPHYTA » CHLOROPHYTA = CHAROPHY TA » EUGLENOZOA = CY ANOBACTERIA

Rio Corinto

Tributarios Futaleufu Abril 2013

Rio Corintos 2 Rio Percy 1 Rio Percy 2

= CHLOROPHYTA = CHAROPHYTA = CYANOBACTERIA

Figura 4: Porcentaje de especies y/o taxa de comunidad de fitobentos y especies de habitat fitolancténico
presentes en los Tributarios del Rio Futaleufu (Rio Percy-Corintos, Arroyo Blanco, Arroyo Bagguilt)
Figure 4: Percentage of species and/or taxa of the phytobenthic community and species of phytoplankton
present in in the Tributaries Rio Futaleufu (Rio Percy-Corintos, Arroyo Blanco, Arroyo Bagguilt)

El Canal Principal y la Pileta de Engorde
tienen la mayor cantidad de taxa
registradas, con un total de 24 y el arroyo
Baggilt, la menor, con 17. En la tabla 3
se

registran las especies con una

frecuencia de aparicion mayor del 60%

en todo el muestreo: M. varians, D.
elongatum, D. hiemale, H. arcus, U.
ulna, C. placentula, C. cymbiformis, F.
vulgaris, G. patagoniana, N. radiosa, E.
adnata y R. gibba.
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Tabla I11: Especies y/o taxa con % de ocurrencia > del 60%, en los muestreos realizados, en los tributarios

del rio Futaleufa

Table I11: Species and / or taxa with% occurrence> 60%, in the samplings carried out, in the tributaries of

the Futaleufu river

A° Blanco-
Baguilt (feb

A° Baguilt
Taxa (abr 2011)

Rios Percy- Cascada Want  Rios Percy-
Cormto y Fall (feb Cormto (abr
(feb 2012) 2013) 2013)

Stephanadiscus sp

Melasire varians
Diatomia anceps
Diatoma elongatum
Diatoma hiemale
Diatorrr vilogars
Ilnaric wina

Hannaea arcus
Cocconeis placentiuia
Cymbella cymbiformis
Frustulia vidgaris
Comphonemz olivaceum
Gomphoneis patigoniana
Didymosphenia geminata
Armphiplewra sp.
MNavicula capitatoradiata
MNavicula peregring
Mvicuia radiosa
Epithemia adnata
Epithemia sorex
Rhopalodia gibba
Mitzschia vermicularis
Mitzschia siemoidea
Swurirella sp.
Cymatoplenra solza
Crosmuzritm sp.
Spirogyra sp.

Cloroficeas Ulatrichales

Euglena sp.

0> .OO»»»».» ..xa O:a:a.:a ..O..xa ..r .:a

Oscillatoria sp.

X
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Referencias: @100-80 % Ocurrencia; ©80-60 % de ocurrencia; @< 60 % Ocurrencia;

“A” Ausente; * Didymosphenia geminata

En el mes de febrero de 2012, se realizd
un muestreo en los principales
tributarios, comprendiendo los arroyos
Blanco y Baggilt y el rio Corintos. La
fig.4B muestra dominancia de especies

de diatomeas seguidas por clorofitas y
carofitas. En los arroyos se registrd la
presencia  de  euglenozoa. Las
cianobacterias estan presentes en la

mayoria de los sitios de muestreo, siendo
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més abundantes en el rio Corintos. En
cuanto a los taxa identificados, la
méaxima cantidad se registra en el Arroyo
Blanco con 21 y las minimas en el
Arroyo Baggilt con 12.

Las especies con % de ocurrencia > al
60% fueron M. varians, U. ulna y, H.
arcus (Tabla I11).

En el mes de febrero de 2013, se registra
la presencia de D. geminata en el rio
Nant y Fall, afluente del rio Corintos,
pero no se evidencio colonizacion en el
sitio.

En el mes de abril de 2013 se realizo un
muestreo sobre el sistema Rio Corintos-
Rio Percy. La figura 4 muestra la
estructura de la comunidad, que estuvo
representada por diatomeas entre el 71%
enel rio Corintosy el 89% en el rio Percy
(fig. 4D). Las clorofitas aportan un
porcentaje importante del 25% en el rio

Corintos, mientras que el valor mas
elevado de cianobacterias se presenta en
el rio Percy, con Anabaena sp. y
Oscillatoria sp.

La tabla Il muestra las especies con una
ocurrencia > del 60% en esta campafia,
siendo las especies caracteristicas M.
varians, U. ulna, T. flocculosa., C.
placentula, G. patagoniana, N.
capitatoradiata, N. radiosa, E. adnata,
E. sorex, R. gibba, N. vermicularis, N.
sigmoidea y Spyrogira sp.

En la figura 5 se muestran
fotomicrografias de algunas de las
especies que presentaron un mayor
porcentaje de ocurrencia durante todo el
estudio, tanto en el rio Futaleufd como
en sus tributarios, y otras especies
caracteristicas de estos ambientes como

el género Dynobrion.
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Figura 5: Microalgas caracteristicas del area de estudio. A: Dinobryon divergens, B: Cymbella
cymbiformis, C: Tabellaria fenestrata, D: Melosira varians (Escala 10 pm).

Figure 5: Characteristic microalgae of study area. A: Dinobryon divergens, B: Cymbella cymbiformis, C:
Tabellaria fenestrata, D: Melosira varians (Scale bar 10 um).

El analisis de parametros comunitarios
mostr6 que el indice de diversidad de
Shannon-Wiener fue mas alto antes de
que D. geminata generara las floraciones
(Sh-W 4.954 en setiembre de 2010
contra Sh-W 3.322 en abril de 2012), al
igual que la riqueza en especies de la

comunidad de microalgas en los sitios
analizados en el rio Futaleufd. La figura
6 muestra la riqueza especifica en
muestras con presencia de D. geminata
(D+) y muestras sin D. geminata (D-) y
las medias y sus desvios respectivos para

los dos grupos analizados.
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Riqueza

-

D+

Presencia

Figura 6: Riqueza especifica, medias y desvios en muestras con presencia de D. geminata (D+) y

muestras sin D. geminata (D-).

Figure 6: Specific richness, means and deviations in samples with the presence of D. geminata D + and

samples without D. geminata (D-).

En cuanto a la riqueza especifica entre el
grupo de muestras sin D. geminata y con
D. geminata, se encontraron diferencias
significativas, arrojando un p = 0,024
(X?=15.06).

Discusion

Dentro de la flora diatomoldgica
identificada se encuentran especies con
capacidad de formar crecimientos
conspicuos en las corrientes, en el caso
del rio Futaleufu, podemos mencionar a
G. patagoniana, taxon recientemente
designado para los cuerpos andino
patagonicos, y la invasora mundialmente
reconocida D. geminata; esta especie se
ha convertido rapidamente en ambientes
pristinos tanto del sur de Argentina como
Chile en una especie invasora con una

alta capacidad de dispersion. Dentro de

las especies de Gomphoneis, citadas para
la Patagonia Argentina, G. minuta fue
sefialada en Argentina por primera vez
entre los afios 1989 y 1990 en el curso
inferior del rio Chubut en Patagonia
(Ayestaran y Sastre, 1995). Bahls
(2007), reconoce a las siguientes
especies con capacidad de formar
desarrollos  masivos que cubren
diferentes tipos de sustratos como G.
minuta (Stone) Kociolek & Stoermer, G.
eriense (Grunow) Skvortsov & K.I.
Meyer, G. herculeana (Ehrenberg)
Cleve, D. geminata (Lyngbye) M.
Schmidt, Cymbella janischii (A.
Schmidt) De Toni y C. mexicana
(Ehrenberg) Cleve. Nuestros resultados
muestran que tambien G. patagoniana
(recientemente identificada por

Kociolek et al. (2017) para ambientes
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chubutenses) tiene la misma capacidad
de formar floraciones macroscopicas que
crecen en las rocas sumergidas.

En rios chilenos los principales efectos
de D. geminata incluyen aumento de
biomasa de algas, captura de sedimentos
y alteracion de procesos hidrodindmicos
y biogeoquimicos (Reid & Torres,
2014). Los estudios sobre el efecto de
Didymo han arrojado  diversos
resultados, sin embargo, la mayoria de
éstos indican que la colonizacién de D.
geminata produce un fuerte impacto
sobre las comunidades biologicas
(Larson, 2007; Wyatt et al., 2008),
Spaulding et al., 2010, Falasco & Bona,
2013). Por ejemplo, se ha reportado
menor diversidad y equitatividad de
diatomeas en sitios impactados por
blooms de D. geminata (Larson y
Carreiro, 2008), mientras que en otro
estudio se indica que no hay un impacto
significativo en la composicién o
diversidad del ensamble de diatomeas
(Beltrami et al., 2008). Sin embargo,
otros estudios sefialan cambios en la
biomasa y estructura comunitaria de
perifiton (Kilroy et al., 2009; Gillis &
Lavoie, 2014). El aumento en el material
mucilaginoso proporcionaria un habitat
para muchas diatomeas pequefias y otros
microorganismos (Domozych et al.,
2010) y favoreceria la colonizacion de

diatomeas cosmopolitas (Kilroy et al.,

2009). De esta forma, D. geminata
modificaria la estructura del ensamble y
aumentaria la diversidad de diatomeas,
sin embargo se requieren mas muestreos
para hacer andlisis de mayor robustez
(Gillis & Lavoie, 2014).

Los resultados obtenidos en este trabajo,
evidencian una reduccion en la
estructura de la comunidad que tiende a
la homogeneidad en las épocas de la
instalacion de la invasion entre abril
2012 y noviembre 2013. En el rio
Futaleufu, los sitios con floraciones de
D. geminata se asociaron
significativamente con valores mas altos
de biomasa de perifiton y clorofila a
(Brand & Grech, 2020).

Bray (2014) informd, para rios de Nueva
Zelanda, cambios en la composicion de
las comunidades de algas 'y
macroinvertebrados, mostrando  un
aumento local en la diversidad, mientras
que la P diversidad evidencio una
disminucidn global de la diversidad, que
conduce a la homogeneizacion de la
comunidad (Sax & Gaines, 2003). En
este trabajo, se analiza la comunidad de
microalgas en un solo tramo de la cuenca
del rio Futaleufd y se evidencia una
disminucion de la riqueza en especies y
del indice de diversidad de Shannon-
Wiener, si bien los resultados obtenidos
se basan en datos cualitativos y de

presencia-ausencia
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Conclusiones

La invasion de Didymosphenia geminata
es una de las invasiones biolégicas mas
recientemente documentadas en la
Patagonia. Durante la presencia de
floraciones de D. geminata, en el tramo
analizado del rio Futaleufd, se observa
en cuanto a la composicion de la
comunidad fitobentonica, una
disminucion en la presencia de
Divisiones Algales, quedando
representadas solo las Bacillariophyta y
algunas Chlorophyta y Charophyta. La
estructura de la comunidad durante el
afio 2010, en el curso inferior del rio
estuvo representada por la mayoria de las
divisiones algales, Bacillariophyta,

Chlorophyta, Charophyta, Miozoa,
Eulenozoa, Ochrophyta y Cianobacteria,
llegando a su maxima riqueza en
especies durante la primavera-verano.
Composicion similar se encontré en los
tributarios del rio Futaleufd, rio
Corintos-Percy, arroyo Blanco, arroyo
Baggilt. Las especies que estuvieron
presentes en los tributarios del rio
Futaleufd, con un porcentaje de
presencia importante, fueron M. varians,
U. ulna, G. patagoniana, E. sorex, R.
gibba. No se detectaron T. fenestrata, T.
flocculosa, E. leibleinii, C. affinis, G.
pseudotenellum ni N. acicularis. En los

tributarios se detectan floraciones de G.

patagoniana en el invierno 2011 en el
Arroyo Baggilt, en el sitio donde se
encuentra la piscicultura de salmoénidos.
Se destaca en este trabajo la deteccion en
sitios especificos del tramo inferior del
rio, de floraciones de la diatomea
bentonica G. patagoniana y la
coexistencia de estas floraciones con
floraciones de D. geminata cuando se
produce la invasién de esta dltima
especie. En cuanto a la riqueza especifica
de la comunidad, en particular de las
diatomeas bentonicas, es menor en los
periodos de la invasion.

Con posterioridad al periodo analizado
en este trabajo, hasta fines de 2015, en
ciertos sectores del rio las floraciones
persistian  durante todo el afio
independientemente de los caudales del
rio, aunque la superficie que cubrian
entre los meses de mayo y agosto era
mas pequefia. La mayoria de las
floraciones se mantienen a lo largo del
afio y solo algunas disminuyen su
tamafo, cubriendo menos metros

cuadrados en invierno.
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Resumen

La utilizacion de subproductos de la pesca para la obtencion de gelatina ha ganado interés
como alternativa a la gelatina de mamiferos. El objetivo de este trabajo fue optimizar el
método de extraccién y caracterizar la gelatina obtenida a partir de piel de merluza comun
(Merluccius hubbsi) extraida del Golfo San Jorge. La metodologia empleada para la
obtencion de la gelatina fue optimizada utilizando un disefio factorial replicado 23 con un
punto central empleando el programa Minitab19. Asimismo, se estudid el efecto de la
concentracion de hidréxido de sodio, temperatura y tiempo de extraccion sobre la variable
de respuesta (rendimiento). Los rendimientos encontrados en esta experiencia varian en el
rango de 11 a 22 % demostrandose que las variables tiempo, temperatura y concentracion de
NaOH utilizadas afectan el rendimiento de gelatina obtenida. Una vez encontrada las
condiciones Optimas para la obtencion de la gelatina que son: pretratamiento quimico con
NaOH 0,1M y tratamiento térmico a 60°C durante 150 minutos, con un rendimiento maximo
de 21,74 %, se procedid a caracterizarla mediante distintas metodologias: espectroscopia
FTIR, dicroismo circular, determinacién de punto isoeléctrico, punto de fusién, composicién
de amino&cidos mediante HPLC y su distribucion de masas molares por electroforesis en gel
de poliacrilamida. La gelatina obtenida presenta un punto isoeléctrico de 4,6, un punto de
fusion de 17,5+0,7°C y masa molar con bandas definidas (202 KDa, 154KDa y 98 KDa).
Los tres aminoacidos predominantes son glicina, prolina e hidroxiprolina, y la estructura
segundaria predominante a 45°C es la random coil.

Palabras clave: caracterizacidn- disefio factorial-gelatina- merluza-piel.
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Abstract

The use of fishery by-products to obtain gelatin has gained interest as an alternative to
mammalian gelatin. The objective of this work was to optimize the extraction method and
to characterize the gelatin obtained from common hake (Merluccius hubbsi) skin extracted
from the San Jorge Gulf. The methodology used to obtain the gelatin was optimized using a
replicated factorial design with a central point using the Minitab19 program. The effect of
sodium hydroxide concentration, temperature and extraction time on the response variable
(yield) was also studied. The yields found in this experience varied in the range of 11 to 22
%, demonstrating that the variables time, temperature and NaOH concentration used affect
the gelatin yield obtained. Once the optimal conditions for obtaining gelatin were found,
which are: chemical pretreatment with NaOH 0.1M and heat treatment at 60 © for 150
minutes, with a maximum yield of 21,74%, it was characterized by means of different
methodologies: FTIR spectroscopy, circular dichroism, determination of isoelectric point,
melting point, amino acid composition by HPLC and its molar mass distribution by
electrophoresis in polyacrylamide gel. The gelatin obtained has an isoelectric point of 4.6, a
melting point of 17.5+0.7°C and molar mass with defined bands (202 KDa, 154KDa and 98
KDa). The three predominant amino acids are glycine, proline and hydroxyproline, and the
predominant secondary structure at 45°C is random coil.

Keywords: characterization- factorial design-gelatin- skin hake.

Introduccion

La gelatina o colageno hidrolizado, se
obtiene de un pretratamiento quimico con
posterior tratamiento térmico del colageno
proveniente de subproductos de animales
como piel de cerdo (46 %), pieles de
bovinos (29 %), huesos (23 %) y otras
fuentes (Mano et al., 2014). En la
actualidad, se buscan nuevas fuentes para
la extraccion de gelatina como la piel de
pescado. Las fuentes alternativas de
gelatina, presentan ciertas ventajas frente

a las obtenidas de mamiferos, debido a que

no estan asociadas con la transmision de
enfermedades como la encefalopatia
espongiforme bovina o la fiebre aftosa, asi
como también no posee restricciones
culturales o religiosas (el judaismo vy el
islam prohiben el consumo de productos
provenientes del cerdo, mientras que los
hindues del ganado bovino). Por otro lado,
el aprovechamiento de subproductos de la
pesca que actualmente son descartados
reduciria la contaminacion ambiental,
permitiendo aprovechar un recurso

renovable rico en colageno. Después de
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fileteado, alrededor del 30 % del pescado
correspondiente a huesos y piel que tienen
un alto contenido en colageno, son
eliminados (Gomez-Guillen et al., 2002).
La piel de pescado representa entre el 4.5
y 10 % del peso corporal del pez, siendo
un recurso cuantitativamente significativo
(Souza et al.,2004).

El proceso de extraccion de la gelatina
consiste en convertir el colageno insoluble
en gelatina soluble. El pretratamiento
quimico, rompe los enlaces no covalentes
desorganizando la estructura, permitiendo
asi el hinchamiento y posterior
solubilizacion del mismo (Stainshy,
1987). El posterior tratamiento térmico,
modifica los enlaces covalentes y puentes
de hidrogeno que desestabilizan la triple
hélice, lo que origina el desenredo de la
cadena (la hélice cambia a la forma
espiral) y la disociacion de las cadenas
polipeptidicas en componentes mas
pequefios, produciendo la conversion del
colageno insoluble a gelatina soluble de
forma irreversible (Gomez- Guillen et al.,
2002).

Existen diversas metodologias de
extraccion consecuencia de la diversidad
de fuentes a partir de las cuales se puede
obtener gelatina (Karim et al., 2009).
Dependiendo del pretratamiento
empleado, se pueden obtener dos gelatinas
comerciales: Gelatina tipo A (punto

isoeléctrico 8-9, procedente de la piel de
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cerdo) y gelatina tipo B (punto isoeléctrico
4-5, derivada de piel de bovino). La
aplicacion del tipo de pretratamiento
quimico dependerd del grado de
reticulacion del coldgeno en la materia
prima (Gomez Guillen et al., 2011). Entre
los factores que influyen sobre el
rendimiento de extraccién del colageno se
puede mencionar el tipo de especie
empleada, el acondicionamiento previo a
la extraccion (concentracion de acido o
alcali) y las condiciones de extraccion
empleadas (tiempo y temperaturas)
(Karim et al., 2009).

En el presente trabajo, se optimizd el
método de extraccion y se caracterizd la
gelatina obtenida a partir de piel de
merluza comdn (Merluccius hubbsi)
extraida del Golfo San Jorge. Para
optimizar el proceso de extraccién, con el
objetivo de alcanzar los mejores
rendimientos en la obtencién de gelatina a
partir de piel de merluza, se propuso el
empleo del disefio de experimentos
(DOE). Esta metodologia representa una
herramienta que permite investigar los
efectos de las variables de entrada
(factores) sobre una variable de salida
(respuesta) al mismo tiempo. Estos
experimentos consisten en una serie de
pruebas en las que se realizan cambios
intencionales en las variables de entrada.
El DOE se emplea para identificar las

condiciones del proceso que afectan la
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variable de salida, para posteriormente
determinar la configuracion de factores
que optimiza el resultado (Gutiérrez
Pulido et al., 2008).

Materiales y métodos

Muestras: Para la obtencién de gelatina
se emplearon pieles de merluza comdn
(Merluccius hubbsi) del Golfo San Jorge,
obtenidas de pesqueras de la zona
inmediatamente después del fileteado.
Posteriormente se procedio a la limpieza
(separacion del tejido muscular) vy
descamacion manual. Finalmente, las
pieles fueron almacenadas a -18°C hasta
Su procesamiento.

Extraccion de la gelatina: Las pieles
(100 g) se lavaron con agua potable y se

cuadrados de 1cm?

cortaron en
aproximadamente, se sometieron a un
pretratamiento con NaOH 0,05, 0,1 0 0,15
M segun el nimero de experimento, en
una relacion piel: solucién 1:3 (p/v) a 10°C
por 48 horas. Posteriormente, se lavaron

con agua destilada y se neutralizaron con

Rendimiento de gelatina (%) =

Disefio experimental: Se estudié la
influencia de la concentracion de NaOH,
el tiempo y la temperatura sobre la
variable de respuesta (rendimiento),

estableciéndose dos niveles para cada
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HCI 0,05N. En la etapa de extraccion, se
colocé piel en agua destilada en una
relacion piel: solucién 1:4 (p/v) y se agitd
en forma constante a 50, 60 o 70 °C
durante 60, 120 o 240 minutos segun el
nimero de experimento. Posteriormente,
se filtré y la solucion se congel6 por 24
horas. EIl agua excedente se separO por
descongelado a 20 °C y se filtro
nuevamente. Las soluciones de gelatina
fueron colocadas en placas de Petri y se
secaron a 30 °C por 48 horas. (Miano et
al., 2014).

Las peliculas de gelatina secas fueron
molidas con molinillo. La gelatina en
particulas, fue pesada y conservada en
frascos de vidrio y almacenada para su
posterior analisis.

El rendimiento de la gelatina extraida, se
determind teniendo en cuenta la masa de
gelatina en polvo obtenida por cada 100 g
de piel himeda, el resultado fue expresado
en porcentaje de acuerdo a la siguiente
formula (Binsi et al., 2009):

masa de gelatina en polvo (g)

x 100

masa de piel himeda (g)

factor. Se empled un disefio factorial
replicado 23 con un punto central. En este
tipo de disefio, el comportamiento de la
respuesta Y puede describirse mediante el

modelo de efectos dado por:
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Y = Bo + B1X1+ B2X1+ BaX+ ProXio+ P13X13+ P23Xozyi+ P123X123+ €

Donde ¢ es el error aleatorio; B1, P2y B3
representan el coeficiente de los factores
concentracion de NaOH ([NaOH])),
tiempo (t) y temperatura (T); B2 B3y P23
representan los coeficientes de las
interacciones [NaOH]*T, [NaOH]*t y
T*t; P23 es la interaccion de los tres
factores [NaOH]*t* T. Para realizar el
DOE y analizar los resultados se utilizo el
programa Minitab19.

Caracterizacion de la gelatina: La
gelatina en polvo obtenida con el
tratamiento  que  presentd  mayor
rendimiento (pretratamiento quimico con
NaOH 0,1M y tratamiento térmico a 60°C
durante 150 minutos) fue caracterizada
usando distintas metodologias:
Espectroscopia infrarrojo por
transformada de Fourier (FTIR): Se
utilizé FTIR para caracterizar los grupos
funcionales. Los espectros se registraron
utilizando un Microscopio Infrarrojo
Nicolet iN10 Thermo Scientific. Los
interferogramas de Reflectancia Total
Atenuada por Transformada de Fourier
(ATR-FTIR) fueron adquiridos utilizando
el accesorio multi bounce con cristal ZnSe
empleando un equipo iZ10 acoplado al
microscopio IR.

Determinacion del punto isoeléctrico
(pl): Para la determinacion del pl de la

gelatina se prepararon 50 ml de una

solucién acuosa 0,5% p/v y se le afiadieron
dos gotas de NaOH 0,5 M. Luego de agitar
hasta su total disolucion se midio6 el pH. Se
completo una bureta de 25 ml con acido
acético 0,5 M y se midi6 el pH de la
solucion cada 0,1 ml de acido agregado
hasta la aparicion de turbidez. Se grafico
el pH en funcion del volumen de acido
acético afadido. La primera derivada del
grafico obtenido, corresponde al punto
isoeléctrico de la gelatina (minimo o
mAaximo).

Determinacion del punto de fusion: El
punto de fusion se determind de acuerdo
con la metodologia descripta por Choi et
al., 2000. Se prepar6 una solucion de
gelatina con una concentracion de 6,67%
(p/v), y se transfirieron alicuotas de 5 ml a
tubos de ensayo. Los tubos fueron
calentados a bafio Maria a 60°C por 15
minutos, seguidamente fueron enfriados
en bario de hielo y madurados a 10 °C por
16 a 18 horas. Luego, se adicionaron cinco
gotas de una mezcla de 75% de
cloroformo y 25% del colorante violeta de
metilo sobre el gel. Posteriormente, el gel
fue colocado en bafio termostatico a 10 °C
y calentado a 1°C por minuto. El punto de
fusion se determind en el momento en que
las gotas coloreadas empezaron a moverse

hacia el interior del gel.
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Distribucion de masas molares por
electroforesis en gel de poliacrilamida:
El andlisis de la distribucion de masa
molares, se realizé mediante electroforesis
en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Se
trabajo con la técnica de geles
discontinuos, en la cual se usaron dos tipos
de geles. El primero llamado de siembra,
estagueo o0 stacking, gel de baja
concentracion (4%) de poro grande,
preparado en buffer Tris-HCI 0,5 M, pH
6,8, permitiendo que la muestra se
concentre y llegue al segundo gel Ilamado
separador, corrida o0 running preparado
con buffer Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8.

El SDS-PAGE se realiz6 por el método de
Schagger y Von Jagow, 1987, en un
equipo Mini-Protean 1V de Bio Rad. La
concentracion del monomero fue de 10%
(p/v) en el gel de corrida. Se utilizé un
marcador de peso molecular Broad Range
de BioRad (5 pl). Se sembraron 20 pL de
una solucién de gelatina de concentracion
0,1%. La electroforesis se realiz6 a 40 V
hasta concentrar muestra, luego a 60 V por
10 min, y luego a 100 V hasta completar
la corrida. Una vez concluida Ila
electroforesis, se analizo el gel por
coloracion con coomasie blue y plata.
Dicroismo circular: Los analisis por
dicroismo circular se realizaron a 45°C en
una celda conectada a un bafio de agua con
control termostatico y sometida a flujo de

nitrégeno en un espectropolarimetro Jasco
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J-810. Se registraron espectros en un
intervalo de longitudes de onda entre 190-
250 nm en una celda rectangular con paso
Optico de 1 cm. Los espectros obtenidos
fueron el promedio de tres scanner con un
ancho de banda de 1 nm y fueron
reportados en términos de elipticidad [q].
La concentracion empleada para la
gelatina B (GB) fue de 10 mg/l y la de
gelatina de pescado (GP) de 7 mg/I.
Composicion de aminoacidos por
HPLC: Se realiz6 la determinacion del
contenido en aminoacidos presentes en la
muestra por cromatografia liquida de alta
performance con deteccion UV con
arreglo de diodos (HPLC-PDA) previa
hidrdlisis y derivatizacion quimica de los
aminoacidos (Marino et al., 2017).

La identificacion y cuantificacion de cada
aminodcido se realizd usando patrones
puros y soluciones de origen comercial.
Cisteina y triptéfano no se determinaron
por ser estos degradados en el proceso de
hidrolisis.

Bajo las condiciones de ensayo, la
resolucion cromatografia de valina vy
metionina no es lo suficiente como para la
determinacion individual, por tal motivo
se informan como la sumatoria de ambos
aminodcidos.

Los resultados se informan como
porcentaje de cada aminoacido sobre el

total de aminoéacidos determinados.
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Resultados y discusién:
En el presente trabajo, se estudio la
influencia de las variables tiempo,
temperatura y concentracion de NaOH
empleadas en la extraccion de la gelatina
de

analisis estadistico

variable
El

sobre la respuesta
(rendimiento).
(ANOVA) del

permite evaluar los efectos de los factores

disefio  experimental
sobre la variable de respuesta. Los efectos

son  estadisticamente  significativos
cuando sus valores p en la tabla de
coeficientes codificados son menores al
nivel de significancia (o). Si se toma un
nivel de confianza de 95%, por lo tanto, un
nivel de significancia (o) predeterminado
de 0,05, se observa que todos los efectos
principales (concentracion de NaOH,

temperatura y tiempo) son significativos.
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A partir de los valores de F (Tabla I), se
observa que el efecto principal mas
significativo es la temperatura empleada
en la extraccion, seguido del tiempo. La
combinacion tiempo-temperatura es el
efecto de interaccion para dos factores
de

interaccion tiempo- concentracion. En la

mas significativos, seguido la
Figura 1 se representa el diagrama de
Pareto, empleado para evaluar el efecto de
la concentracion de NaOH, tiempo y
temperatura utilizadas en la extraccion
sobre el rendimiento. Se observa que los
efectos tiempo*temperatura, temperatura,
tiempo*concentracion de NaOH, tiempo y
concentracion de NaOH son significativos
dado que se extienden més alla de la linea

de referencia.

Tabla I: Analisis de Varianza.
Table I: Analysis of Variance.

Fuente GL  SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 8 202,027 25,2533 24,06 0,000
Lineal 3 53,186 17,7286 16,89 0,000
t 1 16,322 16,3216 15,55 0,003
T 1 29,052 29,0521 27,68 0,001
C 1 7,812 7,8120 744 0,023
Interacciones de 2 términos 3 116,753 389176 37,08 0,000
=T 1 83,631 83,6310 79,68 0,000
t*C 1 28,837 28,8369 27,47 0,001
T*C 1 4,285 4,2849 4,08 0,074
Interacciones de 3 términos 1 0,970 0,9702 0,92 0,361
t*T*C 1 0,970 0,9702 0,92 0,361
Curvatura 1 31,118 31,1178 29,65 0,000
Error 9 9,447 1,0496
Total 17 211,473
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Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
{la respuesta es Rend; a = 0,05)

Términa
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Efecto estandarizado

Figura 1: Diagrama de Pareto de efectos estandarizados.

Figure 1: Pareto diagram of standardized effects.

En las gréficas de interaccion (Figura 2) se
representa en el eje vertical la variable de
respuesta y en el eje horizontal los factores
con sus diferentes niveles. Cuando existe
interaccion las lineas obtenidas tienen una
pendiente muy diferente, y si no existe
interaccion las lineas tienen pendientes
similares, que son aproximadamente
paralelas. Se observa, en dichas graficas,

el efecto importante en el rendimiento que

posee la interaccion tiempo*temperatura,
y tiempo*concentracion de NaOH. El
tratamiento con tiempos y temperaturas
mas altas de extraccion, produce mayor
de

rendimiento.

desnaturalizacion la  proteina

disminuyendo el Un
comportamiento similar ocurre al emplear
altas concentraciones de NaOH en el
pretratamiento y utilizar tiempos de

extraccién mas largos.
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Figura 2: Gréfica de efectos de interaccion para el rendimiento.

Figura 2: Graph of interaction effects for perfomance.

Los disefios factoriales 2K con puntos
centrales, permite detectar la presencia de
curvatura en el comportamiento de la
variable de respuesta y hacer un analisis
maés detallado de los factores, ya que al
detectar la curvatura permite ajustar el
error en la prediccion de nuevas
observaciones. Por otro lado, aporta
grados de libertad para desarrollar un
ANOVA con disefios no replicados. En las
gréficas de efectos principales (Figura 3),
se representa en el eje horizontal los

niveles de cada factor y en el eje vertical

la media de la respuesta observada en los
correspondientes  niveles. Puede
observarse, que el punto central se
encuentra fuera de la recta, indicando una
curvatura significativa. El
comportamiento de la variable de
respuesta deja de tener un comportamiento
lineal, por lo que el componente
cuadratico es significativo. Por lo tanto,
deberia usarse un disefio de composicion
central para ajustar el modelo (Gutiérrez

Pulido et al., 2008).
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Grafica de efectos principales para Rend
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Figura 3: Gréfica de efectos principales para el rendimiento.

Figure 3: Main effects graph for performance.

Puede observarse en la grafica de cubos
(Figura 4) que el rendimiento promedio
mas alto (21,74 %) se obtuvo empleando
las condiciones del punto central
(pretratamiento quimico con NaOH 0,1M
y tratamiento térmico a 60°C durante 150
minutos). Se caracterizd la gelatina
obtenida empleando dichas condiciones.

Por el contrario, se aprecia en la misma

grafica, que al emplear las condiciones
extremas (pretratamiento quimico con
NaOH 0,15M vy tratamiento térmico a
70°C durante 240 minutos) se obtiene el
rendimiento mas bajo, la mitad que el
obtenido utilizando las condiciones del
punto central. La disminucién en el
rendimiento, puede deberse a la menor
estabilidad térmica de la gelatina de piel
de merluza como consecuencia del menor

contenido en prolina e hidroxiprolina.
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Grafica de cubos (medias ajustadas) de Rend
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Figura 4: Grafica de cubos para el rendimiento (medias ajustadas).

Figure 4: Cube plot for performance (adjusted means).

Los diferentes procedimientos ensayados
en el proceso de optimizacion para la
obtencion de gelatina de pescado a partir
de la piel de merluza, permitieron alcanzar
rendimientos que oscilan entre 11a22 %
demostrandose que las variables tiempo,
temperatura y concentracion de NaOH
utilizadas afectan el rendimiento de
gelatina obtenida. Gémez-Guillén et al.,
2011, obtuvieron menores rendimientos
(6,5%) en la extraccién de gelatina a partir
de piel de merluza empleando 4cido
acético 0,06M en el pretratamiento
quimico y menores temperaturas (40°C)
durante el tratamiento térmico. Esto
demuestra, que la concentracion y tipo de
agente empleado en el pretratamiento
quimico, asi como la temperatura utilizada

en el tratamiento térmico, son variables

importantes que afectan el rendimiento en
la extraccion de la gelatina. Martinez et
al., 2011 y Irwandi et al., 2009 reportaron
rendimientos de gelatina que van de un
minimo de 5,51% a partir de trucha a un
maximo de 68,47% a partir de kerapu. Es
evidente que, el rendimiento en la
obtencion de gelatina no solo depende del
método de extraccion utilizado y las
condiciones especificas empleadas; sino
también, de las propiedades intrinsecas de
cada especie (Rahman et al., 2009).

Las diferentes especies poseen un
contenido en colageno diferente en la
composicion de la piel (Gomez Guillen et
al., 2002). Takahashi & Yokoyama (1954)
indicaron que, el colageno derivado de
peces de aguas frias posee menor
contenido en hidroxiprolina y muestra

menor estabilidad térmica que el colageno
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obtenido de especies que viven en
ambientes calidos. Esto se debe a que la
hidroxiprolina forma enlaces puente
hidrégeno intercatenarios estabilizando la
estructura. Esto llevaria a un menor
rendimiento en el proceso de extraccion de
gelatina a partir de piel de peces de agua
fria como es la piel de merluza comun del
Golfo San Jorge. Este hecho se observaen
las graficas de interaccion tiempo-
temperatura (Figura 1) donde se observan
como disminuye el rendimiento al
aumentar la temperatura y tiempo de
extraccion. Lo contrario ocurre con la
menor temperatura empleada (50 ° C)
donde al aumentar el tiempo de extraccion
aumenta el rendimiento.

Estudios realizados en la optimizacion de
la extraccion de gelatina a partir de pieles
de bacalao (Gudmundsson et at., 1997)
demostraron que los agentes usados para
la extraccion de gelatina afectan
directamente el rendimiento y calidad de
la gelatina obtenida. Los autores
reportaron que, al utilizar concentraciones
altas de acidos y base (concentracion de
H2SOs e NaOH > 0,2% p/v), obtenian
gelatinas de baja calidad (menor
viscosidad y fuerza de gel) y menores
rendimientos. Esto se debe a que la

capacidad de formacion de gel de gelatina
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es sensible a la hidrdlisis acida y alcalina,
puesto que ambas afectan la reticulacion
del colageno (Johnston-Banks, 1990).
Esto explicaria los bajos rendimientos
obtenidos cuando se utilizd la
concentracion 0,15 M de NaOH.

Los espectros IR de la gelatina de pescado
y gelatina tipo B se muestran en la Figura
5. Puede apreciarse que el patron de
bandas de ambos espectros es semejante y
coincide con el correspondiente a la
gelatina (Muyonga et al., 2004). En la
figura se destacan las  bandas
caracteristicas de la gelatina, las cuales
corresponden a la de un polipéptido. De
este modo, se observa la banda amida |
aproximadamente a 1600 cm’, debida al
estiramiento del grupo C=0O; amida Il
alrededor de 1500 cm™, consecuencia del
estiramiento C-N y vibracion de
deformacion N-H; amida Il1 alrededor de
1200 cm™ representando a los modos de
vibracién de deformacion del grupo N-H'y
estiramiento del grupo C-N fuera del
plano; y una banda ancha entre 3300-3600
cm?, correspondiente a la vibracion del
enlace N-H de los grupos amino,
superpuesta con la vibracion O-H de los
grupos  hidroxilo del agua, que
interaccionan con los grupos amino de la

gelatina ( enlace hidrégeno).
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Figura 5: Espectro IR de la gelatina de pescado (GP) y la gelatina tipo B (GB).
Figure 5: IR sprectra of fish gelatin (GP) and type B gelatin (GB).

La gelatina esta compuesta de proteinas
solubles obtenidas de un pretratamiento
quimico (Johnston-Banks,
1990) con posterior tratamiento térmico
(Poppe, 1992) del coladgeno proveniente
de subproductos generados en el
procesamiento de animales. Debido a la
hidrolisis del colageno, la gelatina se
encuentra constituida por una mezcla de
cadenas  polipeptidicas de  masas
moleculares inferiores y de igual perfil de
aminoacidos que el colageno nativo
(GOmez-Guillen et al., 2002). Cadenas o
(polimero de cadena simple), cadenas P
(dos cadenas a enlazadas covalentemente)

y cadenas y (tres cadenas o enlazadas

covalentemente) constituyen la gelatina,

ademds de mezclas de cadenas
desplegadas simples y dobles de caréacter
hidrofilo (Papon et al., 2007). Las masas
molares de las cadenas varian de acuerdo
a la especie y proceso de extraccion
empleado, siendo de 80 a 125 KDa, 160 a
250 KDa, 240 a 375 KDa para las cadenas
a, B y vy respectivamente (Abby et al.,
2019). El andlisis del gel (Figura 6)
muestra que la gelatina de pescado
presenta perfiles electroforéticos con las
tres bandas caracteristicas de la gelatina
que corresponderia a las cadenas a, By 7.
La banda 3 que corresponderia a la cadena
o presenta un peso molecular dentro del
citado en la bibliografia, mientras que la

banda 1 que corresponderia a la cadena y

60



presenta un peso molecular inferior al
citado en la bibliografia. La banda 2 que
corresponderia a la cadena B posee un peso
molecular dentro del rango informado en
la bibliografia. Estas diferencias, pueden
deberse al tipo-de proceso de extraccion y
a la fuente del cual fueron extraidos
(Karim et al., 2009). Gomez-Guillen et al.

(2002), sefialaron que las masas

225 KDa—»
150KDa—— >

102KDa——»

76 KDa——»

52KDa————»

38KDa—————»

31Kba —— >

24KDa——»

17Kba

12 Kba ——»

Marcador MM GB
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moleculares de las gelatinas varian entre
10 a 300 kDa, el cual depende de la
especie y proceso de extraccion. En la GB
solo se observa una banda que
corresponderia a la cadena y. Segln
GOmez Guillen et al. (2002) se pueden
producir pérdidas parciales o dafios de las

cadenas durante el proceso de extraccion.

202 KDa (Banda 1)
154 KDa (Banda 2)

98KDa (Banda 3)

Figura 6: Electroforesis en gel de poliacrilamida (10%) de gelatina de tipo B (GB) y gelatina de pescado (GP)
Figure 6: Polyacrylamide gel electrophoresis (10%) of gelatin type B (GB) and fish gelatin (GP).
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La composicion de aminoacidos de GP y
GB se observan en la Tabla Il. Puede
apreciarse, que en los dos tipos de gelatina
los tres aminoacidos predominantes son
glicina, prolina e hidroxiprolina. La
estructura de triple hélice se debe a una
repeticion casi continua de la secuencia
glicina-prolina-hidroxiprolina (Abby et
al., 2019). La gelatina con altos niveles de
iminoécidos (prolina e hidroxiprolina)
tiende a tener mayor fuerza de gel,
propiedades viscoelasticas y punto de
fusion (Rawdkuen et al.,, 2013). El
contenido de iminoé&cidos es de 30,24% y
22,06 en la GB y GP respectivamente. Se
cree que la hidroxiprolina desempefia un
papel en la estabilizacion de la triple hélice
debido a su capacidad de formar puente
hidrégeno a través de su grupo hidroxilo
(Mizuno et al., 2003). El punto de fusion
de la gelatina de piel de merluza es

17,5+0,7 °C. Este bajo punto de fusion, se
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correlaciona con el menor contenido de
hidroxiprolina respecto a GB. Las
gelatinas de origen acuatico presentan un
amplio rango de temperaturas de fusion
(16 a 28 °C), comparadas con las gelatinas
de origen bovino y porcino cuyo punto de
fusion esta en el rango de 28 a 31 °C. La
gran diversidad de especies de origen
acuatico de las cuales se obtienen la
gelatina, hace que tenga un rango mas
amplio de temperaturas de fusion que la
gelatina de mamiferos. Glisenan et al.,
(2000) indicaron que el punto de fusion de
las gelatinas se correlaciona con la
proporcion de aminoacidos, prolina e
hidroxiprolina presentes en el colageno
nativo. GoOmez-Guillen et al. (2011)
reportaron bajas temperaturas de fusion (<
17°C) en peces de aguas frias, similares a
los encontrados en la gelatina extraida de

la piel de merluza.
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Tabla Il: Composicion de aminoacidos (%) de la gelatina tipo B y gelatina de pescado.
Table II: Amino acid composition (%) of gelatin type B and fish gelatin.

%AA
Aminoacidos Gelatina tipo B Gelatina de
pescado
Ac. Glutamico 9,07 8,86
Ac. Aspartico 5,23 5,36
Alanina 0,08 0,08
Histidina 0,61 1,15
Arginina 6,67 7,02
Tirosina 16,11 18,99
Leucina 2,45 2,00
Fenilalanina 1,05 1,68
Isoleucina 0,99 1,07
Lisina 3,60 4,80
Serina 2,43 3,20
Treonina 0,92 2,12
Valina-Metionina 1,00 1,41
Prolina 16,91 13,96
Glicina 19,53 20,20
Hidroxiprolina 13,33 8,10

El proceso de extraccion alcalina dio
como resultado una gelatina cuyo punto
isoeléctrico (pl) fue 4,6. Dicho valor, es
similar al pl de la gelatina comercial de
tipo B, ambas obtenidas por extraccion
alcalina.

El andlisis por Dicroismo Circular (DC),
de

estructuras secundarias (a-hélice, lamina 3

permite  estimar el contenido

paralela, al azar, entre otras), midiendo la
capacidad de las moléculas de absorber

diferencialmente la luz polarizada
circularmente a izquierda y a derecha. La
rotacién del plano y la diferente absorcion
de

polarizados (dicroismo circular) varian de

los componentes circularmente

acuerdo con la longitud de onda,
pudiéndose obtener espectros, es decir
graficas de la rotacion o elipticidad contra
la longitud de onda. Los espectros de DC
se obtienen generalmente en las regiones
del ultravioleta cercano (250 a 350 nm) y
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lejano (180 a 250 nm) de la radiacion
electromagnética. El resultado es que los
diferentes elementos estructurales tienen
espectros DC caracteristicos. Por ejemplo,
las proteinas alfa-helicoidal tienen picos
negativos en 222 nm y 208 nm y un pico
positivo a 193 nm. Las proteinas con
laminas beta antiparalelas plegadas (B-
hélices) tienen picos negativos en 218 nm
y picos positivos a 195 nm, mientras que
las proteinas desordenadas tienen muy
baja elipticidad por encima de 210 nm y
20
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picos negativos cerca de 195 nm
(Greenfield, 2006). Los espectros de DC
(Figura 7) obtenidos a 45 °C de GB y GP,
son muy similares. Ambos muestran un
amplio pico negativo alrededor de 200 nm.
Este pico puede ser atribuido a la
conformacién de tipo random coil.
GOmez-Estaca et al. (2017), obtuvieron
espectros de DC a 45°C para la GB que
mostraron solo un amplio pico negativo

alrededor de 200 nm.

130880200210228230240250260270280290300310320330340

Long.onda (nm)

GP

Figura 7: Espectro de dicroismo circular para la gelatina tipo B y gelatina de pescado a 45°C.
Figure 7: Circular dichroism sprectrum for gelatin type B and fish gelatin at 45 °C.

Conclusiones:

Se llevé a cabo la optimizacién del
proceso de extraccion de gelatina a partir
de piel de merluza, donde se evaluo el
efecto del tiempo, temperatura vy
concentracion del alcali, buscando obtener
los mejores rendimientos. Se determind el
impacto de cada una de las variables sobre
el rendimiento, llevando a cabo un anélisis

de disefio de experimentos (DOE). La

gelatina obtenida con mejor rendimiento
fue caracterizada y los resultados fueron
comparados con los correspondientes a
gelatina comercial tipo B. Se destacan los
puntos mas relevantes del trabajo
realizado:

Los factores tiempo, temperatura Yy
concentracion de NaOH afectan la
variable de respuesta (rendimiento) siendo

la temperatura el efecto principal mas
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importante, seguido del tiempo de
extraccion.

Las  condiciones de  extraccion
tiempo*temperatura es el efecto de
interaccion mas importante.

Las condiciones Optimas de extraccion
son: pretratamiento quimico con NaOH
0,1M vy tratamiento térmico a 60°C durante
150 minutos, obteniéndose un
rendimiento méaximo promedio fue de
21,74 %.

La gelatina extraida de piel de merluza
posee un pl de 4,6, un punto de fusién de
17,5+0,7°C,  menor

imino&cidos que la gelatina comercial tipo

contenido  en

B y perfiles electroforéticos con las tres
bandas caracteristicas de la gelatina que
corresponderia a las cadenas a, B y y. El
tipo de estructura segundaria que

prevalece a 45°C es random coil.
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Resumen

El orden Testudines esta integrado por dos
subordenes: Cryptodira, tortugas que
retraen el cuello en un plano vertical, y
Pleurodira, tortugas que retraen el cuello
en un plano horizontal. A su vez,
Pleurodira esta integrado por dos clados:
la hiperfamilia Pelomedusoides y el clado
Chelidae. Este Gltimo es un grupo con
distribucion  actual  restringida  al
hemisferio Sur, con presencia en
Sudamérica y Australaisa (Australia y
Nueva  Guinea).  Ambos  grupos
geograficos de Chelidae presentan dos
morfotipos caracteristicos: los quélidos de

cuello largo y los quélidos de cuello corto.

Actualmente las relaciones evolutivas del
clado Chelidae se encuentran en debate, ya
que histéricamente los andlisis basados en
datos morfolégicos han producido
topologias que agrupan a los quélidos de
cuello largo (tanto sudamericanos como
australasiaticos) en un clado, en tanto que
los andlisis basados en datos moleculares
recuperan como grupos monofiléticos al
clado sudamericano y al clado
australasiatico, ambos compuestos por
géneros de cuello corto y géneros de
cuello largo.

En el presente trabajo de tesis se planted

afrontar este conflicto desde una
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perspectiva filogenética de evidencia total,
integrando  datos  morfoldgicos vy
moleculares, incorporando a los analisis
especies actuales 'y extintas, vy
complementando los mismos con un
marco temporal a través de la estimacion
de tiempos de divergencia, asi como la
interpretacion de toda la informacion en
un contexto paleobiogeogréafico, de modo
de poder arribar a conclusiones integrales,
soportadas por multiples enfoques vy
fuentes de informacion.

A este afecto, se produjeron nuevas
secuencias de ADN, nuevos caracteres
morfolégicos y se realizaron nuevas
descripciones anatomicas, que sirvieron
de base para dar cuenta de posibles fuentes
de variacion con potencial cladistico. Las
secuencias de ADN y los datos
morfolégicos fueron integrados en
matrices de datos preexistentes, que se
analizaron individualmente y de manera
combinada bajo diferentes métodos de
inferencia filogenética y de estimacion de
tiempos de divergencia. Ademas, todos los
resultados obtenidos en diferentes etapas
de analisis, se evaluaron estadisticamente
a fin de corroborar la robustez de las
conclusiones resultantes.

Los resultados en el contexto de evidencia
total sugieren que: i) se soporta la
estructura del clado Chelidae como un
grupo monofilético, integrado por un

clado sudamericano y un clado

australasiatico, el cual habria tenido su
origen a mediados del Cretéacico
Temprano (123,2 millones de afios antes
del presente [maap]); ii) la presencia del
grupo de quélidos sudamericanos extintos
de cuello corto, en posicién basal respecto
del clado Chelidae y la mayor antigliedad
del clado sudamericano (109,7 maap)
respecto del australasiatico (101,7 maap),
sugieren gue el grupo se habria originado
en Sudamérica; iii) el cuello largo habria
surgido independientemente en el clado
sudamericano durante el Cretacico Tardio
(93,2 maap) y en el clado australasiatico a
comienzos del Paledgeno (65,26 maap);
iv) las diversificaciones mas recientes que
dieron origen a las especies que integran
los géneros actuales, en ambos grupos
geograficos, se habrian producido
posteriormente a la ruptura final del sur de

Gondwana (50—35 maap).
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Resumen:

El cirripedio Austromegabalanus
psittacus (Molina, 1788) el picoroco, es un
crustaiceo submareal sesil que se
distribuye desde el sur de Perq, a lo largo
del litoral chileno y en el sur de Argentina,
se cultiva experimentalmente en Chile
donde es ademas un recurso de la
pesqueria artesanal. Ha sido poco
estudiado en la costa argentina. Con el
objetivo de sentar las bases de su eventual
aprovechamiento, se realizaron estudios
dirigidos a determinar su distribucion vy
aspectos de su biologia como crecimiento
inicial, ciclo de vida, alimentacién, y con

ello poder disefiar tecnologias de cultivo.

En cinco playas comprendidas a lo largo
de casi 50 km de costa, desde Playa de Km
3(45°82°S 67°27°0) hasta la playa lindera
a playa El Boyero (46°°04°'S 67°37°0) en
provincia de Santa Cruz, el picoroco se
encontr6 en el ambiente natural
distribuido en tres categorias diferentes:
sobre pozas de marea en el nivel
intermareal medio e inferior; sobre la
restinga formando agrupaciones o
aisladamente en el nivel intermareal
inferior y por dltimo, provenientes de
arribazones.

Las tallas de los ejemplares variaron segun
el tipo de ambientes y categorias en que se
encontraron y segun la estacion del afio. El

crecimiento inicial en el ambiente natural
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fue rapido (0,3 mm por dia), semejante al
crecimiento en colectores artificiales (0,27
mm por dia) y comparable a los
crecimientos registrados en Chile. El
modelo de crecimiento de VVon Bertalanffy
resultdé adecuado para relacionar talla y
edad. El rendimiento en carne de los
individuos de la poblacion en el ambiente
natural oscil6 entre 14,66% + 12,43.

La anatomia del sistema reproductor
masculino 'y femenino presentd la
estructura basica descripta para la especie
en Chile. El estudio histologico de la
gonada femenina permitié diferenciar
cuatro estadios de maduracion. La
frecuencia de estos estadios gonadales en
la poblacion mostrd diferencias respecto
de las estaciones del afio, siendo
significativamente mas frecuente la
vitelogénesis inicial en el invierno, la
atresia gonadal en primavera y la génada
en reposo durante el otofio.

El estudio de la embriogénesis permitio
describir ocho estadios de desarrollo,
desde el huevo centrolecito fecundado
hasta el estadio de prenauplio.

Los individuos de las tallas medias fueron
los que se encontraron  mas
frecuentemente incubando, es decir, con
presencia de lamelas ovigeras. Los
ejemplares mas pequefios donde pudo
observarse madurez sexual tanto del
sistema reproductor femenino como del

masculino tuvieron tallas de 0,70 y 0,22

cm de largo carino-rostral
respectivamente.

Se observd un méaximo de individuos
incubando durante los meses de verano
(50%), siendo el porcentaje de incubacion
bajo durante la mayor parte del afio y nulo
a fines de otofio y durante el invierno. El
indice Gonadosomatico (IGS) promedio
mensual fluctud entre valores del 11% al
20%. El indice de Condicién promedio
registré dos maximos: el mayor en agosto,
con valores del 76%, y en los meses de
enero y febrero con valores del 46 %
ambos.

El analisis de la variacion mensual de la
fecundidad mostro diferencias
significativas, registrdndose los valores
méas altos de fecundidad en diciembre,
siendo los meses de verano en general los
que presentaron  mayores  valores
comparados con el resto del afio. En
cuanto a la relacion entre el tamafio de los
organismos y la fecundidad, para el
parametro nimero de huevos por gramo
de lamela ovigera (NGL), la relacion fue
negativa. Los individuos pequefios y las
tallas medias presentaron los mas altos
valores de NGL. Mientras que para el
pardmetro numero de huevos por lamela
(NHL) esta relacion fue positiva.

El reclutamiento en los colectores
artificiales fue marcadamente estacional y
ocurrio durante los meses de verano, tanto

a los 2 metros como a los 4 metros de
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profundidad. Los diferentes tipos de
evidenciaron
densidad  del

colectores también
diferencias en la
reclutamiento.

El sistema de alimentacion presentd la
estructura tipica de los balanomorfos. La
anatomia de los cirros presento
variaciones asociadas al tamafio de los
ejemplares, y esto fue méas notorio en el
caso de los cirros manipuladores. La
longitud de los cirros captadores y
manipuladores se asocio a la variacion del
largo carino-rostral (LCR) mediante
funciones potenciales que explicaron
alrededor del 50% de la variacion de la
longitud cirral. Lo mismo ocurrié con el
nimero de artejos de los cirros
manipuladores, siendo esta relacion mas
débil en el caso de los cirros captadores.
La relacion entre estos parametros y la
altura carinal (AC) fue diferente. La
longitud de los cirros manipuladores no se
asocio a esta variable de talla, mientras
que los cirros captadores lo hicieron
débilmente. El parametro que se asocio
maés fuertemente a la AC fue el nimero de
artejos por cirro, y fue mayor en los cirros
captadores (alrededor del 65% de la
variacion encontrada), que en el caso de
los manipuladores (alrededor del 30%).

El estudio de la alimentacion natural
permite sefialar que el picoroco es una
especie oportunista, pero con algun grado
de selectividad. Es omnivora, pero

preferentemente herbivora, dado que se
determind una mayor proporcion de
contenido algal que animal en la dieta. La
fraccibn  animal estd  constituida
principalmente por microfauna bentdnica
que persiste por poco tiempo como
meroplancton en la columna de agua. La
composicion de la dieta indica una
alimentacion preferentemente
planctéfaga.

Se propone para la especie un tipo de
cultivo semiintensivo, que aproveche su
ciclo de vida, con captacion de semilla y
crecimiento en los mismos colectores. La
captacion de semilla debe hacerse a fines
de la primavera y comienzos del verano,
preferentemente en un fondeo individual
con linea madre vertical.

Siguiendo el modelo de Von Bertalanffy
para relacionar talla y edad, se estimé que
a los 100 dias de crecimiento en los
colectores los individuos alcanzan la
madurez sexual, a los 200 dias alcanzan la
talla comercial para Japon y a los 400 dias,
alcanzan los 2 cm de LCR. En este periodo
la poblacién deberia estar reproductiva
todo un afio y abasteciendo los bancos
naturales de semilla.

El picoroco es una especie con alta
potencialidad de cultivo en el golfo San
Jorge, debido a que es bioldgicamente
facil de cultivar, las tecnologias utilizadas

para ello son sencillas y de bajo costo.
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