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Resumen

En la provincia de Cérdoba hacia fines del sigl&X Xtomenzaron importantes
explotaciones de minerales industriales, manteogmndigente de forma reducida hasta el
presente. En la zona del Batolito Cerro Aspero (BQ#aturalmente rica en fllor, se
encuentra una empresa privada que se dedica &rd&@an a cielo abierto de fluorita. El
Fldor promueve el crecimiento y desarrollo de leses humanos y animales; pero a altas
concentraciones, muchos trabajos informan la tdaitiy los efectos en diversos grupos de
organismos. Sin embargo la mayoria de estos fueeados a cabo en laboratorio y no
siempre generan informacion ecolégicamente relevdaste trabajo permitio evaluar y
monitorear in situ, cursos de agua naturales yiados a la extraccidon minera de fluorita,
utilizando como indicadores parametros bio-ecoligjide las poblaciones de anfibios
anuros que habitan en estos ambientes. Se muesteaitios: CNantes; sitio aguas arriba
de la explotacion minera, el mismo nace y discsobre roca granitica y posee altas
concentraciones de fldor natural. CNmina; circudare roca granitica y se utilizo para
monitorear las caracteristicas naturales del csugsoado a los cambios producidos por la
actividad minera. Piletas; presas artificiales gemben el agua residual del proceso de
flotacion de la fluorita. A°V; sitio sobre el armyVallecitos que discurre sobre roca
metamorfica, sin flor natural, pero se une aguzgoacon el arroyo CN. A°H; sitio
alejado del campamento minero, circula sobre rog@morfica sin relaciéon alguna con la
actividad minera. Se realizé la caracterizaciéniadesitios mediante parametros Fisico-
Quimicos del agua, se midieron variables de sitpaigaje. Se caracterizé los ensambles
de anuros en cada sitio (mediante riqueza, equdat y diversidad de especies). Para
evaluar el potencial efecto de cada sitio sobezlimiento y desarrollo larval en la etapa
acuatica, se realizaron experiencias in situ (gulle exclusion) y en laboratorio
(microcosmos). Con respecto a los individuos eretlpa terrestre, se determinaron
caracteristicas demogréficas, de crecimiento ysttei@ura de las poblacionales; para ello
se capturaron los individuos visualizados en catia, Se les registré el sexo, estadio,
largo total, peso y se realizd el corte de unanfgapara determinar edad mediante
esqueletocronologia. Los resultados de este esindiican que las Piletas de decantacion
presentan grandes concentraciones de lones, mugnooma de los valores permitidos
para la conservacion de la biota y para el consnomano. Mediante el analisis de una
multiplicidad de parametros de sitio y paisaje aeieamos diferente grado de
perturbacion en los sitios (Piletas>CNmina>CNamé¥>A°H). El sitio A°V tiene la
mayor diversidad de especies, seguido de las Silgetee mas alla de ser un sitio artificial
altamente perturbado, soporta poblaciones addtasvyvamente abundantes. Mientras que
los arroyos naturales asociados a la mina (CNanteslmina) presentan baja riqueza y
abundancia de especies. En la experiencia de mgmxs y en la experienda situ, la
tendencia del crecimiento y desarrollo larval fureilar. En las piletas, la mortalidad fue
alta, el reclutamiento bajo y bajas tasas de daarMientras que en el resto de los sitios
no se observaron mayores diferencias en los pam@@néiologicos considerados. La
alteracion del habitat, provocé reajustes en laactaristicas de historia de vida en las
poblaciones deR. arenarum y B. cordobae, destacandose un retardo en alcanzar la
madurez y una longevidad reducida en las poblasigmevenientes de las piletas de

Xl



decantacién. Las diferencias obtenidas en los sadgda historia de vida entre los sitios
estudiados, pueden explicarse por la disminuidgewidad de los individuos y/o por el

crecimiento compensatorio que observamos en lgaRileen menor medida en CNantes y
CNmina. Con el analisis de la multiplicidad de pag&os bio-ecologicos expuestos se
determiné que la afectacion del emplazamiento miGaErro Negro, es puntual y limitado

casi exclusivamente a la Piletas de decantacionofPo lado, Los arroyos estudiados, si
bien poseen diferente grado de perturbacion, neeseptan en la actualidad un peligro

considerable para la biota relacionada.
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Abstract

In Cordoba province towards the end of the 19thwgnbegan significant holdings of
industrial minerals, remaining in reduced effeatricto the present. In the Cerro Aspero
Batholith, naturally rich in fluorine, there is aiy@ate company dedicated to the open-pit
fluorite extraction. Fluoride promotes the growtidalevelopment of human and animals,
but at high concentrations, many papers reportdkieity and the effects of fluoride in
different organismsdowever, most of these were carried out in theraiooy and do not
always generate ecologically relevant informatidhis work allowed to evaluate and
monitoring in situ water courses associated to ritaomine, using bio-ecological
parameters of the anuran populations as indicatove sites were sampled: CNantes;
upstream of the mining, it is born and runs on gearock and has high concentrations of
natural fluorite. CNmina; circulates on granite kand was used to monitor the natural
characteristics, and the changes produced by mimdtigity. Piletas; artificial dams that
receive the residual water from the fluorite flatatprocess. A°V; runs on metamorphic
rock, without natural fluorine, but joins downstmeavith the CNmina. A°H; site remote
from the mining camp, circulates on metamorphidkraathout relation with the mining
activity. The characterization of the sites wasiedrout using water physical-chemical
parameters; in addition, site and landscape vasablere measured. The anurans
assemblages were characterized in each site (throcigness and species diversity). To
evaluate the potential effect of each site on lag@wth and development, in situ
(exclusion cages) and laboratory (microcosms) exqats were performed. Respect to
individuals in terrestrial stage, demographic, gtownd age structure of the population
were assessed; to do this, the individuals in esgtehwere recorded for sex, stage, total
length, weight and a phalanx was cut to determgeelay skeletochronology. The results
indicate that Piletas have large concentration®m$, well above the values allowed for
the conservation of biota. Analyzing a multiplicity site and landscape parameters we
determine different degree of disturbance in tiessiPiletas> CNmina> CNantes> A%V
A°H). A°V has the greatest diversity of anuran sgecln addition Piletas, which beyond
being a highly disturbed artificial site, suppamratively abundant populationd/hile the
natural streams associated with the mine (CNamdsGiNmina) show low richness and
abundance of anuran species. In microcosm anduresperiences, the tendency of larval
growth and development were similém.the pools, mortality was high, recruitment was
low and rates of development were low. In Piletasjal mortality was high, recruitment
and rates of development were ldhile in the rest of streams no significant diffeces
were observed in any biological endpoints. Therailiien of an environment related to
fluorite mine caused readjustments in anuran ligtohy traits, mainly a delayed sexual
maturity and reduced longevity in populations fréhtetas. Differences obtained in life
history traits may be explained by the lack of swal of larger/older individuals or
compensatory growth that we observed in Piletastana lesser extent in CNantes and
CNmina. With the analysis of the multiplicity ofdsecological parameters, we determined
that the affectation of the Cerro Negro mining sige punctual and limited almost
exclusively to Piletas. On the other hand, theastie studied have a different degree of

X



disturbance, but at the present do not currengbyesent a considerable danger for the
related biota.
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Introduccién — Manuel A. Otero

1.1. Medio ambiente y mineria

El agua al mismo tiempo que constituye el liquiddsnabundante en la tierra,
representa el recurso natural mas importante yase lhe toda forma de vida. Por otra
parte, regula la temperatura ambiental del plaeetaterviene de alguna manera en la
mayoria de las actividades humanas, tanto de expdot como de utilizacion de los
recursos, convirtiéndose en un factor determing@e la organizacion del territorio
(Margalef, 1983). Ademas, a medida que las pohtesichumanas contindan creciendo,
los conflictos regionales sobre el agua, la degiadaecoldgica, las enfermedades y la

mortalidad son cada vez mas frecuentes (Gleick8)199

Las actividades antropogénicas necesarias paradoerimientos que la sociedad
demanda, son las principales causas de la dismmycmodificacion del habitat natural,
generando alteracién, pérdida y destruccion dardasientes (Stuasdt al, 2004; Beebee y
Griffiths, 2005; Blausteiret al, 2011). La contaminacion de los sistemas acugitiemto
en agua superficial como subterrdnea, es una dannazas mas perceptibles, y la
naturaleza de los contaminantes varia, dependidadls actividades que se desarrollen en
esas areas (Gatie al, 2012). Muchas son las causas de tal degradgciérvan desde
practicas agricolas (Biondat al, 2011; Babiniet al, 2015b) a actividades industriales
como la mineria (Castret al, 2003; Antune®t al, 2008; Marquest al, 2008; Othmani
et al, 2015).

La actividad minera desempefia un papel importangga pel hombre
contribuyéndole principalmente en el aspecto sgciatonémico. Sin embrago, algunos
investigadores (Kapelus, 2002; Yakovleva, 2005)cean que las actividades mineras
causan el dafio mas significativo y a menudo irsbkr en el medio ambiente natural en
comparacion con otros sectores industriales. Limidatl minera produce deforestacion de
extensas areas, cambio del cauce de los riosjaitetele los ecosistemas, contaminacion
de las fuentes hidricas, contaminacion de suelesergcion de residuos peligrosos y
numerosos componentes quimicos (Welsh y Ollivieg8] Milu et al, 2002; Oworet al.,
2007), los cuales repercuten directamente sobreedosistemas acuaticos, terrestres y
aéreos (Welsh y Ollivier, 1998; El Khadit al, 2008).

Desde finales del siglo XX las compaiiias minertermacionales han multiplicado
sus inversiones en exploracién y explotacién em teldmundo. Por lo cual la industria

minera, comenzd a requerir de gran atencion pocdsses ambientales que pueden ser
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generados, reconociendo el dafio a poblaciones fagnlanvida silvestre y los ecosistemas
relacionados a estos (Beasley y Levengood, 20080)idDd a esto, en los ultimos afios, la
industria minera mundial ha asumido un criteriordgponsabilidad social y ambiental
(Cowell et al, 1999). La naturaleza finita de no renovables, dtversos impactos
asociados con su extraccion y uso, la importancian@mica de las industrias de
extraccion primaria en algunos paises y la impastasales en las comunidades locales
asociadas con las actividades mineras han llevage #a industria minera aborde el papel
de divulgadores de la informacion social y ambier(Elt y Symes, 1999). La
Responsabilidad Social Empresarial (RSE) como carspoha expandido rapidamente
desde la Cumbre de la Tierra en 1992, que ejeregign sobre las empresas y la industria
para que sean socialmente responsables y contnilagtevamente al desarrollo sostenible
(Mutti et al, 2012). Sin embargo, los peligros que derivaradactividad minera, estan
recibiendo una creciente atencion, en los paisagsirializados, pero no tanto en los
paises en desarrollo (Owetral, 2007), como es el caso de Argentina.

En Argentina, durante las décadas del 40 y dele5preduce una diversificacion
econdémica y mineria, gracias al estimulo de lavigetii minera a través del Fondo de
Fomento Minero. Pero no fue hasta principios dealdss noventa, en que Argentina se
convirtié en un emergente productor de metales m@rica de Sur. La ley de inversiones
mineras promulgadas en 1993, ha sido, sin dudastelr determinante en la atraccion de
inversiones. Ya en el afio 1995, Argentina fue icalifa, por lanternational Investment
Conferencecomo uno de los paises mas interesantes paraargalversiones en mineria
(Prado, 2005). Sin embrago, comparado con otraepaie la region, Argentina ha tenido
histéricamente escasa explotacion minera, por ke o hay clara conciencia de los
problemas que puede generar. Ademas, La legisladiégentina no define, el
establecimiento obligatorio de fondos minimos deugida por las compafias mineras que
aseguren la remediacion de los problemas ambisntaeéados por sus actividades. Por lo
tanto, debido a esta falencia en el pais, seriangertancia la realizaciéon de estudios y
monitoreos a largo plazo que contemplen los potdesiefectos de la actividad minera

sobre el medio ambiente y los organismos asociados.
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1.2. Anfibios como indicadores bioldgicos

Los organismos que se encuentran asociados a desien donde se realizan
actividades antrépicas, pueden estar expuestodeeenties contaminantes, los cuales
pueden ser monitoreados a través de parametros-fjgsimicos. Sin embargo, Para la
evaluacion de la carga toxica que pueden sopodsraimbientes acuaticos se esta
proponiendo el uso dadicadores biolégicoeomo herramienta eficaz para el monitoreo
de un ambiente. Muchos autores indican pgeanalisis quimicos por si solos son una
“fotografia instantanea” por lo tanto los efectleslos contaminantes solo se detectan si
esta fotografia fue en el momento exacto. Es degrresultados son puntuales en la
dimensién cronolégica y no revelan mucho de la wiéh (disolucion) de una carga
contaminante y la capacidad resilienteamortiguadora de los ecosistemas acuéticos
(Sanchez Velez y Garcia Nunez, 1999¢r tal motivo, se considera al método biolégico
como una prueba significativa para evaluar la salmtdiental, jugando un importante rol
en la interpretacion y manejo de los recursos ¢odrdebido a ciertas ventajas como su

nivel integrativo y bajo costo (Welsh y Ollivier9a8).

Son diversas las especies de peces, macroinvettsbyaanfibios (Connost al,
2012; Plotner y Matschke, 2012; Pander y Geist,3204ue desde hace siglos se han
identificado y utilizado para detectar la existancde sustancias toxicas, Yy
consecuentemente inferir sobre la calidad y coodes de un ambiente contaminado. A
estas se les ha dado el nombre genérico de biabtmliesLos estudios con poblaciones de
anfibios anuros constituyen una eficaz herramiemaa comprension de los posibles
efectos de los cambios ambientales en las pobkegioaturales, ya que los anfibios

resultan buenos indicadores de la salud ambieYitainget al, 2004).

Entre las principales caracteristicas que cumplen este interesante rol de
bioindicadores, se encuentran el de poseer un deleida complejo alternando fases,
acuatica y terrestre. La exposicion directa dedofbios anuros a productos quimicos
presentes en el ambiente, ocurre tanto por via amalo cutanea, a través de su piel
permeable, mientras que la bioacumulacion en lar@dlimentaria puede ocurrir a traves
de la dieta de los mismos (Duellman y Trueb, 18®&Ebee, 1996). La sensibilidad de los
anfibios en todas sus fases de vida se debe pineynte a su piel permeable en los
estadios terrestres y sus huevos poseen una eulietgada y poco protectora,

permitiendo el intercambio de materiales con elioesl baja tasa metabdlica; su pobre
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habilidad para la desintoxicacion de biocidas dhidos y su alta tasa de bioacumulacién
comparada con otros animales de su misma posioificat Ademas, la alternancia de
habitats acuaticos y terrestres representa un doédgo, ya que cualquier tipo de
contaminacion en alguno de ellos podria afectaufservivencia de las poblaciones (Cei,
1980; Duellman y Trueb, 1994; di Tada, 1999; Yoen@l, 2004; Autrom, 2010). Los
anfibios tienen una capacidad de dispersién limitadon altamente filopatricos (Seppa y
Laurila, 1999). Estos atributos permiten la acumidla de diferencias genéticas y
morfologicas (Blouin y Brown, 2000; Miaud y Meril2001) como asi también en
parametros de historias de vida (Berven y Gill, &98aurila et al, 2001; Bernardo y
Reagan-Wallin, 2002). Por lo tanto, los anfibioggen funcionar como centinelas de las
condiciones locales (Blaunstein y Johnson, 2003ndéde et al, 2004). Sin embargo,
Keller et al, (2009) sugiere que a la hora de utilizar a lofsbeos como bioindicadores
resulta importante considerar que las caractaastaspecie-especificas, dependiendo si
son especies de habitos terrestres, arboricolagi@tieas, pueden explicar un mayor o

menor efecto en la poblacion si una alteracionl améiente acurre.

Debido a estas caracteristicas, muchos estudioddmastrado efectos adversos de
las aguas residuales generadas por las actividaithesas en los anfibios. Las principales
contribuciones al conocimiento de estos efectos b@mo trabajos en laboratorio
relacionados con la supervivencia, el crecimiemo,desarrollo de larvas (Tejedo y
Fieques, 2003; Mufioz-Escobar y Palacio-Baena, 20dénctot et al, 2016),
genotoxicidad y citotoxicidad (Djomet al, 2000; Marquest al, 2008, 2009, 2013).
Ademas, se realizaron algunos trabajos de campasegue se evaluaron la diversidad de
especies (Ortizt al, 2003; Aguilaret al, 2012; Mazerolle, 2003; Noguera, 2015) y
analisis de genotoxicidad in situ (Podibal, 2016). Sin embargo, es escasa la informacion
de los efectos de la actividad minera sobre losbasf en condiciones reales de

exposicion, provenientes de investigaciones a canglargo plazo.

1.3. Ensamble de anuros como unidad de estudio

La comunidad es una agrupacion de poblaciones gkcies que interactian y se
presentan juntas en el espacio-tiempo (Odum, 18&hon et al, 1988). Aquellas
comunidades en las que no pueden establecersegurasse las interacciones entre sus

componentes son denominadas ensambles (Newman rge@e 2008). Tanto las
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comunidades como los ensambles son estudiadosapecdlogia de comunidades. Su
principal objetivo se centra en caracterizar laacan en el nimero y tipo de especies que
se hallan en diferentes ubicaciones y entendeslale los procesos bioticos y abioticos

responsables de estas diferencias (Bellwood y Hy@it91).

Dada la posibilidad de evaluar las respuestas denerasas especies
simultaneamente, se sugiere que, la ecotoxicolbgi@munidades puede proporcionar un
contexto mucho mas amplio para la evaluacién deol#aminacién ambiental que el
estudio de las especies individuales y se basaosnsdpuestos: 1) la composicion y
estructuracion de las comunidades reflejan las icameks locales del ambiente y las
respuestas generadas por alteraciones antropic@3 hs especies difieren en su
sensibilidad a los contaminantes antropogénicosergado cambios en la estructura y
funcionalidad de los sitios contaminados (Newma@lgments, 2008). Para abordar la
ecotoxicologia de comunidades, existe un gran csessobre el hecho de que ciertas
medidas de diversidad (Riqueza, abundancia e mdie diversidad dominancia y
equitatividad) pueden ser usadas como indicadalsugn funcionamiento de un sistema
(Magurran, 1988). Sin embrago, los indices de didad son frecuentemente sugeridos,
dado que ofrecen la posibilidad de integrar riqugzabundancia en un mismo indice
(Moreno, 2002; Feisinger, 2003).

Por otro lado, la organizacion o estructura detaaunidades es el resultado de las
interacciones entre las diferentes poblaciones lgueomponen. La competencia y la
depredacion son las principales determinantes emgsunizacion (Begoast al, 1988). Sin
embargo, otras fuerzas como la especializaciéestlacasticidad ambiental, la estructura y
caracteristicas del paisaje, la biogeografia hesiptos niveles de disturbio y el clima son
consideradas relevantes en la estructuracion decamanidad (Guerry y Hunter, 2002;
Parris, 2004; Ernst y Rodel, 2008; Keléral.,, 2009).

Distintos trabajos analizan la influencia de laehegeneidad espacial y ambiental
en la diversidad y riqueza de especies de anfiffemrman, 1997; Gragt al, 2004;
Peltzeret al, 2003; Peltzeet al.,2006; Schaefer, 2006; Kellet al, 2009; Vasconcelost
al., 2009). Las perturbaciones en un habitat redetemimero de nichos y aumentan la
variabilidad de las condiciones fisicas, lo cuahdiece a una reduccion de la riqueza,
diversidad y equitatividad de especies (Haeelal, 2001; Peltzer y Lajmanovich, 2001;
Peltzeret al, 2003).



Introduccién — Manuel A. Otero

Por lo tanto, para realizar un correcto estudiea®oxicologia de comunidades no
solo debe contabilizarse el numero y tipo de espael ensamble sino que ademas debe
considerarse su asociacion con variables a nivpbd®mje y a nivel local que describan la

heterogeneidad espacial y ambiental.

1.4. Crecimiento y desarrollo larval en ambientes alterdos

Dentro del ciclo de vida de los anfibios, la fassuaica, especialmente la
embrionaria, resulta la mas utilizada para los déstu de toxicidad por reunir las
caracteristicas ideales en cuanto a sensibilidadado nimero y alta homogeneidad de
individuos. También, la facilidad y economia de dhtencién del material y del
mantenimiento, colaboran para que los estudiogarilo embriones y larvas de anfibios
se encuentren dentro de los mas frecuentes enokogia ambiental (Herkovitet al,
1996; Autrom, 2010). En este contexto, resultaogaliel conocimiento sobre la ecologia
de larvas de anfibios, ya que los estadios larvatesentan un rol fundamental en la
regulacion de la fase adulta (Heyer, 1974; Wild9g80).

Los renacuajos de anuros son sensibles a lascidt@ea en su entorno acuatico y
son indicadores de niveles nocivos de contamina@ammke, 1981). Los impactos en las
primeras etapas del desarrollo pueden afectar imagente el reclutamiento de
metamorfos (Schmutzet al, 2008; Burtoret al, 2009), por lo que las poblaciones y la
estructura de las comunidades de anfibios se estaalas (Gragt al, 2004). Por lo tanto,
los estudios que se centran en el efecto de losmamantes presentes en los cuerpos de
agua sobre la salud de las larvas de anfibios pcag@n informacién crucial para su
conservacion (Ficken y Byrne, 2012) y constituyensigno de advertencia del nivel de
modificacion de un ambiente dado (Lajmanowttal, 2010; Da Rocha, 2011).

En organismos con ciclos de vida complejos, carnaeidos por etapas de vida
discretas (Wilbur, 1980), el tiempo y la condiciém la cual los individuos alcanzan un
punto critico entre etapas (Eclosion, metamorfasis) son cruciales en la determinacion
de la subsecuente sobrevida y desarrollo (Rowedyvlgy 1991). Existe amplia evidencia
de plasticidad en la duracion de las diferentepastale historias de vida, y de que la
variacion de factores ambientales como la temperatpredacion, presencia de

contaminantes y abundancia de alimentos duranpagtampranas del desarrollo pueden
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influir sobre el crecimiento, fecundidad y sobrevidn etapas tardias del desarrollo
(Semlitschet al, 1988; Van Buskirk y Saxer, 2001; Altwegg y Rey2003; Giménez,
2006; Pechenik, 2006; Peltzet al, 2008, 2013). Los cambios que se presentan en el
desarrollo embrionario y larval, pueden ser utidizs para medir el impacto de sustancias
contaminantes en los ecosistemas, dando asi sef@gakemas afectadas por contaminantes,
como los desechos de la industria minera (Hernaneezal, 2013). Algunas
investigaciones han mostrado el efecto de difeserdencentraciones de sustancia
provenientes de la industria minera, reportandoradaccion de las tasas de crecimiento y
desarrollo larval de numerosas especies de anfanosos (Sharma y Patifio, 2009; Barry,
2011; Marqueet al, 2013; Melvinet al, 2013; Pollcet al, 2016). Ademas, desde hace un
tiempo se han desarrollado ensayos biolégicos datoxdcidad que representan
herramientas de diagnostico ambiental adecuadas qeterminar el efecto de agentes
fisicos y quimicos sobre organismos de pruebamplementariosa los andlisis
fisicoquimicos del Agua. Los mismos pueden llevaessecabo, bajo condiciones
experimentales especificas y controladas en latmwat a campo (Castillo Morales al,
2004). Este tipo de ensayos han sido llevados @ @ap diferentes investigadores,
utilizando larvas de anfibios como indicador, taeto limnocorrales a campo (Acosta,
2009), como en microcosmos controlados (Pe#rzat, 2013; Babinet al, 2016).

Por lo tanto resulta importante realizar ensayokbicos de ecotixicidad, a campo
y laboratorio, para evaluar los potenciales efeaeb agua proveniente de arroyos

asociados a la actividad minera sobre las respibgilbgicas de larvas de anfibios.

1.5. Demografia y crecimiento poblacional de anuros emabientes alterados

El particular ciclo de vida acudtico-terrestre aes lanfibios, coloca a estos
organismos en doble peligro, porque una alteraamla calidad o disponibilidad de ambos
habitats puede alterar su ciclo de vida y afectas poblaciones (Dunsat al, 1992). En
especies con ciclos de vida complejos, alteraciangsientales que afectan los primeros
puntos criticos del desarrollo pueden tener un atgpparticularmente importante en la
aptitud posterior (Orizaol&t al, 2010). Esto es, que el tiempo y las condiciodes
desarrollo y metamorfosis, pueden tener fuertest@desn el crecimiento, supervivencia y
reproduccién en las etapas terrestres (Semlése, 1988; Altwegg y Reyer, 2003). Sin
embargo, los organismos pueden mitigar los efed#asn retraso al inicio de una etapa de



Introduccién — Manuel A. Otero

vida determinada al aumentar el crecimiento y eladello durante las Ultimas etapas,
mostrando lo que se conoce como crecimiento corapaits 0 de recuperacion (Metcalfe
y Monaghan, 2001; Mangel y Munch, 2005). Las tadascrecimiento suelen ser
submaximas, probablemente debido a los costosaakascicon un mayor crecimiento, y
puede aumentarse después de un periodo de crewirdesfavorable (Arendt, 1997; Biro
et al, 2006). El crecimiento compensatorio es genexdtiz y se reconoce como una
estrategia clave para optimizar las trayectorias adecimiento bajo condiciones

ambientales muy variables (Orizaelzal, 2010)

Los ambientes perturbados por el ser humano pued@sencadenar cambios
adaptativos rapidos e intrincados en los rasgosddey la aptitud fisica de los organismos
(Carroll et al, 2014; Albertiet al, 2017; Rivas-Torrest al, 2017). Los anfibios en su
etapa terrestre, pueden adaptarse a habitats @osofHuaet al, 2015), aunque el
deterioro ambiental a menudo aumenta la mortal{@adlins y Kays, 2011). La teoria de
“historias de vida predice una mayor inversion reproductiva como ueapuesta
adaptativa al aumento de la mortalidad (Partridgagvey, 1988; Stearns, 1992). Ademas,
diversos autores han determinado una correlaciGitiy@ entre la mayor inversion
reproductiva en anuros y el tamafio corporal denigsnos (Davies y Halliday, 1977; Liao
et al, 2015).

Por lo tanto, teniendo en cuanta la teoriahdstérias de viday considerando que
puede o no producirse un efecto compensatorio peteimacion del crecimiento, en
diferentes etapas larvas-adulto (Orizagiaal, 2010); resulta importante el conocimiento
del tamafio de los individuos adultos y la demografhistorias de vida de las poblaciones
de anfibios que habitan ambientes perturbados.stractura de edad de una poblacion
afecta su crecimiento y provee informacion sobreidéoria reciente, el estado actual y la
probabilidad de tendencia futura de la poblaciéimfbick y Pelton, 1996). Otro
parametro que puede resultar una medida eficazadealud de los individuos es el
crecimiento individual (aumento de tamafio o pesoeadlida que aumenta la edad del
individuo) (Ogle, 2010). La edad y tamafio de macidrasexual, longevidad, crecimiento
individual y otros aspectos que influyen en lososiceproductivos, remodelan y describen
caracteristicas de historias de vida de una pairatiasta el presente, poco se sabe sobre
el efecto de la actividad minera en la configuraa@é los rasgos de historias de vida de los
anfibios. De este modo, el conocimiento de la dinandemografica de poblaciones de
anfibios resulta clave para establecer los pos#fiestos de una alteracion o cambio en su
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ambiente, ya que a partir de la misma, se estinaaangetros ecoldgicos basicos de una
poblacién (Sinsclet al, 2001, 2002).

1.6. Justificacion del estudio

La Provincia de Cordoba posee una rica historizeraimgue inicia hacia fines del
siglo XIX, cuando comenzaron importantes explotaes de minerales industriales,
manteniéndose vigente de forma reducida hastaesépte. En la zona del Batolito Cerro
Aspero (BCA), naturalmente rica en flGior, se entnaenna empresa privada que se dedica
a la extraccion a cielo abierto de fluorita, ellqu@see una reserva de alrededor de 900.000
toneladas, habiéndose extraido hasta la actuai@d00 tn (Coniglio, 2006). Estudios
sobre la caracterizacion fisico-quimica del agyzedicial realizados en la zona, indican
que el ion fluoruro se encuentra en concentracionesores a 0.35 mg/l para arroyos
presentes en ambientes metamorficos, mientras quarreyos que circulan por un

ambiente granitico la concentracion media es de @@ (Coniglio, 2006).

El flior estd ampliamente distribuido en la natezalen muchas formas excepto en
forma libre. Este solo existe en combinacion cansoelementos en compuestos fluorados
(Camargo, 2003; Mittal y Flora, 2006). A bajas aamcaciones el fldor juega un
importante rol al promover el crecimiento, el desiégs y a mantener el sistema esquelético
(Camargo, 2003; Zhaet al, 2013). Sin embargo a altas concentracionediet fhuede
causar dafios en tejidos, 6rganos y producir vanasi en procesos fisioldgicos. Entre
estas alteraciones se encuentran: Fluorosis osntal en humanos (Krishnamachari,
1986); Potencialidad clastogénica del ion fluorr@ivo en algunos organismos como es
el caso d&lliun cepa Tetrapygus nigey larvasCaudiverbera caudiverbergdermosilla
y Ortega, 1989); Fluorosis désea en ratas, afectaliffventes tipos de células que
participan en el crecimiento y desarrollo 6seo, @dms osteoblastos y osteoclastos (‘éan
al., 2010) y en anfibios anuros esta demostradolendtorio que el exceso de flior en los
estadios larvales puede impedir el desarrollo détjce y producir un importante retraso
para llegar a la metamorfosis (Hermosilla y Ortelf#89; Mannet al, 2009; Zhacet al,
2013), ademas de limitar el proceso de osificaerdrl climax metamorfico (Zhaet al,
2013).

10
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Los estudios antes mencionados informan la toxacydbs efectos del fluoruro en
muchos grupos de organismos. Sin embargo la mageréstos fueron llevados a cabo en
laboratorio y no siempre generan informacion edoligente relevante, ya que las
situaciones de campo pueden no ser simuladas amisipn en el laboratorio y la
recolecciéon, almacenamiento o manipulacién de lastna puede modificar los resultados
(Castroet al., 2003).

La actividad minera de extraccion de flior podfectar a la integridad ecolbgica
de las redes hidricas asociadas al Batolito deo@epero. Por lo tanto, un estudio a largo
plazo in situ que establezca la incidencia real de dicha aciivigobre el desarrollo y
crecimiento de las poblaciones y la diversidadodeehsambles de anfibios anuros, resulta
necesario para comprender los posibles efectos sebambiente de dicha actividad

minera.

11
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2- HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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2.1. Hipodtesis

H1: La actividad minera altera los ecosistemas nasirebndicionando la presencia
de especies de anfibios anuros.

H2: Debido a las posibles alteraciones en las redbgcas asociadas a la mineria
pueden encontrarse alteraciones en el crecimides&grrollo y condicion corporal de las

larvas de anfibios.

H3: La alteracion del habitat provoca reajustes ercédaacteristicas de historias de
vida de los anfibios adultos, que se reflejan enagmnes de edad promedio de los

individuos, en la edad en la que alcanzan la rema@dn o en las tasas de crecimiento
individual.

2.1.1Predicciones

Pl Los cuerpos de agua asociados directamente eiédad minera presentaran
valores de los parametros fisico-quimicos del agua indicardn alta perturbacion
antropica.

P2 Los ensambles de anfibios asociados a ambiertégripados por la mineria se
caracterizaran por su bajo niumero de especies & dajndancia de individuos con

respecto a los ensambles de ambientes no pertwrbado

P3: En los sitios asociados directamente a la actd/imhinera la mortalidad sobre los
estadios larvales serd mayor, el tiempo de desaalrecimiento a la metamorfosis sera
mayor y el reclutamiento de metamorfos sera meqeg, en las poblaciones de los sitios
no perturbados por la mineria.

P4. Las poblaciones de anfibios en ambientes perdadbsendran una menor edad
promedio, un retardo en alcanzar la edad reprogucgi un crecimiento individual
reducido con respecto a las poblaciones proversaetgeambientes no perturbados por la

actividad minera.

14



2.2. OBJETIVOS

Evaluar y monitorear cursos de agua naturales giauos a la extraccidbn minera de
fluorita, en el Batolito Cerro Aspero, provincia @érdoba, utilizando como indicadores
parametros bio-ecolégicos de las poblaciones dibiasfanuros que habitan en estos

ambientes.

2.2.1. Objetivos Especificos

OEL: Caracterizar los sitios de estudio y monitorearagés del tiempo la calidad

del agua mediante parametros fisico-quimicos.

OE2: Determinar la riqueza y diversidad especificaateslamble de anfibios anuros

en cada sitio de estudio.

OES3: Explorar los posibles efectos de la actividad eransobre el desarrollo,
crecimiento y condicién corporal de larvas de aafkanuros en los diferentes sitios de

estudio.

OE4: Analizar y monitorear la demografia poblacional Ide anfibios anuros
presentes en cada sitio mediante la determinacién lal edad especifica por
esqueletocronologia y el posterior andlisis de pesametros de historias de vida
(estructura de edad, longevidad, tasa de crecimiadividual, edad promedio y esperanza
de vida).

15
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3.1.Area de estudio

El area de estudio forma parte de la region cestnmo-de la Sierra de
Comechingones, departamento de Calamuchita. Estataliagrupa manifestaciones y
yacimientos de fluorita emplazadas en el batolieo @erro Aspero-Alpa Corral, un
complejo granitico de 440 Kmde extensién, de forma elipsoidal, ubicado en el
departamento Calamuchita, delimitada entre loslglasa32° 21’ 52” y 32° 47°'32” S; y los
meridianos 64° 55’45y 64° 44'25” W (Fig. 1). Enmlsmo, se encuentra ubicada la Mina
de fluorita Los Cerros Negros (CN), la Unica erivadad en Argentina, que ocupa una
superficie de 1 km2 y una altitud aproximada deOl&@etros sobre el nivel del mar
(Andreazzini, 2002; Coniglio, 2006).

Sierras de Cordoba

REFERENCIAS
- Estructuras principales

p-= Fallas inversas

- " sl E Milanitas (FCGC)

L, Sedimentos ECenozc ico
Depésita/ocurrencia
: de fluorita
oy Metalotecto estructural’ Gretécico
LR jasperoide
N -".J Diques monzograniticos Batolito Cemro
o D Leuco-monzogranito Aspero (BCA)
(Devénico)
I:I Monzogranito biotitico
porfirico
i i Precambrico -
i D Gneises, migmatitas, etc Bi’aleoz terpr

Figura 1. Geologia del batolito Cerro Aspero (BCA) y ubiéacde los
principales depdsitos de fluorif@igura extraida de Coniglet al.,(2006).

El grupo los Cerros Negros esta localizado sobfalééo oriental de la Sierra de
Comechingones, en el extremo sureste del distritenm Cerro Aspero. De acuerdo a
Coniglio et al, (2010) el batolito Cerro Aspero contiene en pdim 1,210 mg/Kg de F
que es dos veces mas elevado que el de la rocanorétaa encajante y que el de otros
granitos no mineralizados de las sierras de Cérdebda actualidad la mina Los Cerros
Negros es la Unica que se encuentra en produceigtedl 991 (Coniglio, 2006), ocupa
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aproximadamente una superficie de 1 km2 a una@ltde 1200 metros sobre el nivel del

mar.

3.1.1. Caracterizacion de la zona de estudio:

*Clima:

Climatolégicamente se ubica dentro del dominio se@mnedo, con tendencia al
semi-seco de la llanura y la montafia, con défieitagjua en invierno; se encuentra
encerrada dentro de la isoterma media de 19 %Sptarma méaxima media de 20 °C y la
isoterma minima media de 16 °C (Oggero y Arana2R@egun Capitanelli (1979) en los
sistemas montafiosos de la provincia (picos y pamgas altura) las mayores

precipitaciones ocurren en el periodo estival catipitaciones de 800 a 900 m.m.

*VVegetacion:

Segun la descripcion fitogeografica de Cabrera4189zona de estudio pertenece
al distrito Chaquefio Serrano. La vegetacion dontinas el bosque xerdfilo, alternado con
estepas de gramineas duras distribuyéndose engsisalonados segun la altura. (Oggero
y Arana, 2012). En las quebradas y faldeos abrugbtosidan los tabaquillo®¢lylepis
australig. En las zonas mas elevadas hay grandes extessmuigertas por coirdn
(Festuca pallescefsExisten ademas especies vegetales del germaplaativo con valor
econdmico, especialmente del grupo de las plantacmales y aromaticas donde se han
registrado mas de setenta especies. Fuera de ddavegm autdctona o semiautoctona se

encuentran los extensos pinares, favorecidos prined y el suelo de la zona.

*Litologia:

En la zona de estudio se distinguen dos ambieiti@égicos principales: a)
Metamorficos y B) Granitico. Los cuales controlarpaisaje natural del area ya que la
intervencion antropica es casi nula y solo se ertcaie algunos puestos serranos muy
aislados.

El paisaje es fuertemente ondulado en toda la eudestacandose un sector muy
alto conformado por bloques graniticos llamado Bat€erro Aspero (BCA) y un sector
mas bajo constituido por rocas metamoérficas. DettdBCA se diferencian morfologias
muy variadas caracterizadas por bloques altos dedgs subverticales y relieves
redondeados (Villalveet al, 2000). Una de las caracteristicas naturales deoeas
graniticas del batolito Cerro Aspero es su riquezétor (Andreazzini, 2002).
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*Hidrologia Superficial:

El area de estudio comprende arroyos de la cuenbaifera superior del rio
Ctalamochita (Tercero) perteneciente asleébcuencaCarcarafia. Esta subcuenca esta
formada por arroyos que nacen entre los 800 y30€ in s.n.m. en la falda oriental de las
Sierras de los Comechingones en la provincia dedar (Argentina). Los cursos de agua
se caracterizan por un régimen de tipo torrendi@hde en épocas de caudal pico se suma

gran cantidad de sedimentos de granulometria \a(@abidcet al, 2003).

En cuanto a la hidrologia superficial, La cuenchAfeLos Cerros Negros posee
una forma aproximadamente triangular, con una $ojgede alrededor de 10 km2. Este,
recorre la litologia granitica de oeste a estej@ema cota de 1500 hasta 1170 msnm. en
el el sector de las instalaciones del yacimientdoeeal A° Los Vallecitos, de rumbo N-S,
el que proviene desde la roca metamorfica, consuparficie de 3.5 km2 y una pendiente
general del 5 %. Luego sigue sobre roca metamédicaun rumbo general SE, para
volcar sus aguas al rio Guacha Corral (Fig. 2)e E¥tmo es el curso mas importante del

area y, se encuentra fuera de la zona de estudio.

Las divisorias de agua son netas y claras, contelaor la abrupta topografia. En
la cuenca se desarrolla principalmente por escigmitm superficial, ya que el subterraneo

se encuentra limitado a los pequefios valles intetamos y al medio fracturado.

i N
P S

A° Log Céroe NEQFOS. © e
311

SCALA GRARCE,

Figura 2. Localizacion de la mina Cerros Negros (CN) y de principales redes
hidricas de la zona de estudio. Figura extraidaraieazzini (2002).
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3.1.2. Método de explotacion de la mina y proceso de trataiento del mineral

La actividad econdmica mas importante de la regidmesponde a la actividad
minera. Esta consiste principalmente en la expi@tade fluorita en el yacimiento Cerros
Negros, aproximadamente a 25 km de la localidadRidede los Sauces (Andreazzini,
2002).

La actividad extractiva del mineral se realizaedacabierto desde el afio 2004, pero
con anterioridad se practico de forma subterrane@lpmétodo de realce (Fig. 3). La mina
Los Cerros Negros posee una planta de tratamieimerah que incluye el sector de
trituracion primaria y secundaria con capacidad tdgamiento de 1.500 toneladas
mensuales. Ademas cuenta con 6 Piletas de dedant@eilos efluentes que resultan del
proceso (Coniglio, 200&omunic peMartinez J. M) (Fig. 2)

Figura 3. Zona de extraccion y trituracion. Foto: ManuelQtero

Para la extraccion del mineral se utilizan explosjv maquinaria especial,
(barrenos, martillos neumaticos, entre otros), ymelterial extraido se transporta en
camiones hacia la planta de tratamiento. EI métpaose utiliza para concentrar la fluorita
es el ddlotacién, proceso fisico de concentracion, que utilizatreas quimicos capaces
de producir espuma que reduce la tension supérfidiace flotar el material de interés,

permitiendo que los materiales no deseados dec@rerunic peiMartinez J. M).
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El proceso consiste primero en una trituracionadBulorita ingresando a la planta
de flotacion con un tamano inferior a los 12 mmg(M a), luego se le agrega Soda
caustica para elevar el pH a 9 (Fig 4 b) y Silicdéo Sodio para generar una burbuja
alrededor de la fluorita (Fig 4 c). Posteriormen&e pasa a un molino y luego a una
centrifuga para lograr una granulometria de 0,15. rAma mezcla que se genera al
principio del proceso (fluorita + Soda caustica iftc&o de Sodio) se le agrega acido
oleico, un acido organico graso, que permite lafidn (Fig 4 d). El material flotado se va
retirando por canaletas y el resto se dirige aPldetas de decantacién. Luego dicho
material va pasando por una serie de celdas doadeambiando de color grisaceo a
violeta. En las ultimas celdas se le agrega nuentmilicato de Sodio para lograr un pH
entre 7,5 y 8domunic peMartinez J. M).

Figura 4. A) Planta de trituracion de fluorita hasta losrith. B) Tanques donde se le

agrega soda caustica para elevar pH. C) Celdastdeién. D) Separacion de la fluorita
flotada. Foto: Adolfo L. Martino

Por otra parte el material ya concentrado se lei@di acido acético (8 a 10%)
cuya funcion es disminuir el pH a 5 para acelenadecantacion. Una vez logrado el paso
anterior, el material pasa a un filtro a vacio (amgiratorio) (Fig 5 a) donde la fluorita
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con un aspecto de talco liliaceo con escaza humeelanina de secarse por medio de un
horno (Fig 5 b). Finalmente la fluorita, con unagaa del 97%, es almacenada en silos
(Fig 5 ¢) y embasada en bolsones de 1000 kg paramsarcializacion (Fig 5 dcémunic
perMartinez J. M).

Los efluentes que se generan durante el procesdisginos hacia las Piletas de
decantacion que son presas de tierra sobre eleuadas3 m sobre el A° Cerros Negros y
tienen un tamafio aproximado de 15 m por 25 m cada lLas 6 Piletas se encuentran
conectadas entre si (Fig. 6), donde el agua pariadgstermina en un tanque de tipo
australiano el cual posee una bomba que hace ulkziel agua de nuevo a la planta. Las
ultimas 3 Piletas se encuentran vegetada con juiigpsa sp-

o = » v . e |

Figuré 5. Proceso de secado de la Florita. A) Filtro de va8)aHorno de secado de la
fluorita, C) Silos de almacenamiento y D) bolsowes fluorita fluotada lista para
comercializar. Foto: Adolfo L. Martino.
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e

Figura 6. Piletas de decantacion. Foto: Adolfo L. Martino

3.2.Sitios de muestreo

Para la eleccion de los sitios de muestreo (Figs&xonsidero al agua superficial
como el de mayor interés a evaluar, debido a qeeptendimiento minero se ubica en los
alrededores de la union de los dos arroyos masrtemges de la cuenca, el A° Los Cerros
Negros, Los Vallecitos y sus respectivos efluentagjue el agua de estas redes hidricas es
utilizada para el funcionamiento de la planta dgamiento que incluye la trituracion
primaria, secundaria y el proceso de flotacion.
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Figura 7. Mapa con los sitios de muestreo seleccionadasnsleg caracteristicas del agua
superficial y del nivel de actividad antrépica desidada.
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Los sitios relevados en este estudio son:

1) Arroyo Cerros Negros Negro aguas arriba de la éxpidn mineraCNantesg. La

eleccion de este sitio se debidé a que el mismo yaiscurre sobre roca granitica y
posee altas concentraciones de fldor natural dloeimcia de la actividad de la

mina Cerros Negros (Fig. 8 A).

2) Arroyo Cerros Negros aguas debajo de la explotagigrera CNmina). Circula

3)

sobre roca granitica y se seleccion6 para monitéeeaaracteristicas naturales del
curso sumado a los cambios producidos por la detiviminera (Fig. 8 B). Agua
debajo de este tramo el arroyo su une al Arroydedibs. Las observaciones
fueron realizadas después de atravesar la plantelienda cerca del campamento

minero.

Piletas de decantacioRiletas) vegetadas con junco3ypha sp. (Fig. 8 C).Son
presas artificiales de tierra sobre elevadas unogtBos proximos al arroyo Los
Cerros Negros y tienen un tamafio aproximado de éfsos por 25 metros cada
una.Las 6 piletas se encuentran conectadas entre radledel agua por desnivel
termina en un tanque de tipo australiano el cuak@auna bomba que hace re-
circular el agua de nuevo a la planta aprovechapdaximadamente el 80% de esa

agua.

4) Arroyo Los Vallecitos A°V). Arroyo que nace y discurre sobre roca metamerfic

por fuera del batolito granitico Cerro Aspero cajolcontenido de fltior natural y

se une aguas abajo al arroyo Cerros Negros (Fy. 8

5) Arroyo Las Hylas A°H). Denominado asi por no tener nominacion previao S

referencia que discurre sobre roca metamorficafpera del campamento sin
relacion alguna con la actividad minera (Fig. 8 [E5.un arroyo de primer orden
con escaza velocidad de corriente y la mayor pdetesu caudal se encuentra

totalmente vegetado cdiydrocotylesp.
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A) A° Cerros Negros antes de la B) A° Cerros Negros aguas debajo de la
instalacién minera (CNantes) instalacién minera (CNmina)

et TAGT AT
D) Arroyo Los Vallecitos (A°V)

E) Arroyo las Hylas (A°H)

Figura 8. Sitios de muestreo incluidos en este estudimg=@dtdolfo L. Martino
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3.3. Caracterizacion de los sitios de estudio

Cada sitio seleccionado para realizar los muestfaesgeoreferenciado con GPS
Garmin Etrex 10 y se determiné la distancia dendsmos al campamento minero. Se
realizaron mediciones de variables hidraulicas cgradundidad del cauce, ancho del
cauce y velocidad de corriente siguiendo las reodim@ones de Corigliano (2008).
Ademas, se caracterizaron los margenes de losscdesagua de acuerdo a la pendiente y
altura de las barrancas y terrazas de inundaci®euBnto a la vegetacion de cada sitio, se
determind el porcentaje de cobertura del suelestaictura de dicha cobertura y la altura
aproximada de la vegetacion; segun Gualddnal, (1994) y Corigliano (2008). En el
recorrido de los sitios se determiné de maneraaViku presencia de especies animales
exoticas y las actividades antrOpicas desarrollaBascada sitio de estudio, el nivel de
perturbacion de la los habitats terrestres y acositcircundantes se midié en una escala
arbitraria de 0 - 5 (Peltzer, 2006, adaptado degRano, 1988), donde O corresponde a un
sitio natural sin alteraciones, y 5 para un sitmmpletamente alterado por crecidas
repentinas, animales domésticos, actividad humeamios, agricultura, deforestacion,

excavacion, fuego intencional, maquinaria pesadte),

3.3.1Calidad de agua

Las variables ambientales que se relevéanositu fueron: temperatura del aire (a 1
m del suelo) y del agua; pH, conductividad, saédig solidos disueltos totales con equipo
digital 35-Series PCSTe8 Multipardmetro 35425-10. El oxigeno disuelto fuedido en
cada sitio mediant@ximetro digital meter HD3030 Ademas, las precipitaciones y
temperaturas mensuales fueron provistas por laesapfluorita Cérdoba quien cuenta con

una estacion meteorologica en el campamento minero.

Se tomaron muestras de agua a profundidad medéantienprecaucion de no poner
en suspension los depoésitos sedimentados, utitizeewipientes de plastico, en cada sitio
de muestreo en las distintas estaciones del afidac@inalidad de realizar un analisis
fisico-quimico de cationes y aniones principalmetéefltior (F), segun lo registrado
previamente por Andreazzini (2002). Todas las mmasstle agua fueron tomadas,
transportadas y analizadas de acuerdo a APHA (28@xealiz6 la determinacion de flaor
por potenciometria, utilizando un electrodo de séfectivo. La clasificacion geoquimica

se realiz6 por medio de diagramas de Piper Hilarilisis de agua se realizé mediante un
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analizador Palintest® en el area de Hidrologia,ademento de Geologia, Universidad
Nacional de Rio Cuarto.

3.4. Ensamble de anfibios

El trabajo de campo se llevd a cabo de maneransi$iza (cada quince dias)
durante la época de mayor actividad reproductivdodeanfibios (Septiembre — Abril).
Para los muestreos se utilizé la metodologia devaehientos por transectas acusticas
(Zimmerman, 1994) y encuentros visuales (Heyeal, 1994), que consisten recorrido fijo
por el borde de los cuerpos de agua con una eg@tedsi 200 m. Las recorridas nocturnas
incluyeron busquedas activas para detectar anumes n@ estan vocalizando y para
escuchar machos vocalizadores. Las busquedas magtcomenzaron poco después de la
puesta del sol (19:00 h) y se extendié hasta laanedhe Ademas, se visitaron los sitios
durante el dia para registrar la presencia de asigstlarvas de las distintas especies
(capturadas mediante el uso de redes de mano)dGfiae necesario, las larvas colectadas
fueron criadas y llevadas a metamorfosis en labooapara su correcta identificacion;
luego fueron devueltas a su habitat natural. Lana@hocia de cada especie fue considerada
de acuerdo a las consideraciones de Parris (200d) el nUmero maximo de individuos
contabilizados en los muestreos, ya que los valobsgrvados de abundancia maxima
ofrecen un indicador razonable de la abundancetival de las distintas especies en un

momento dado.

Para describir los ensambles de anfibios de losntlis sitios de muestreo se
estimaron diferentes pardmetros utilizando las@onas de Magurran (Magurran, 2005):
Riqueza de especies (S), Diversidad utilizandaeick de Shannon (H) y Equitatividad
(E). Debido a que las muestras analizadas presenta@lores de abundancias diferentes
entre los sitios, se utilizé la técnica de rarefamtgara comparar la diversidad y riqueza
media (Hamanret al, 2006; Duréet al, 2008). Esta técnica permite la comparacion de
riqueza y diversidad en diferentes ambientes, ied@ientemente del tamafo de la
muestra. Ademas, el tamafio de la muestra se ewaddiante las curvas de rarefaccion,
confeccionadas a traves del calculo de indices Qhadilizando el software Estimates
version 9.1.0 (Colwell, 1997). La diferencia deadsidad de especies entre sitios se evalud
mediante andlisis de la varianza (ANOVA), utilizanel software infostat (Di Rienzet

al., 2012). Utilizamos el indice de similaridad deré@msen para medir la similitud en la
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composicién de especies (Ss) y la abundancia (6m¢ eitios. Este indice resume la
similitud entre las comunidades en una escala delpdonde un valor de 1 indica una
completa similitud en composicién de especies, trasrgue un valor de 0 indica completa

disimilitud.

Para analizar la asociacion entre habitat y vargldspaciales a través de una
matriz de correlaciébn basada en los recuentos desnse implementé un andlisis de
correlacion canodnica utilizando el programa CANO@Dsion 4.5. La variable respuesta
analizada fue la presencia de cada especie en wanlale los sitios estudiados. Las
variables ambientales de los cuerpos de agua m@uoy variables fisicoquimicas
(temperatura del agua; pH, conductividad, OD), eatracién de iones promedio (Cl-, F-,
As, etc), porcentaje de cobertura vegetal en losggem&s de los cuerpos de agua y

velocidad de corriente media de los arroyos.

3.5. Crecimiento y desarrollo larval

Para evaluar el efecto de la actividad minera sebtescimiento y desarrollo larval
se realizaron experiencias de laboratorio (micnoas y experiencias a campo. Se
utilizaron larvas de la espedrhinella arenarunpor su reconocida sensibilidad, elevado
namero y alta homogeneidad de individuos (Bastcal, 2011; Lajmanoviclet al, 2014).
También, la facilidad y economia de la obtenciohnagterial y del mantenimiento de las

larvas en laboratorio (Kwedtt al, 2004).

Descripcion ddrhinella arenarum

Sistematica
La nomenclatura utilizada en la clasificacion dedpecie fue tomada de Frost, (2018).
Orden: ANURA
Familia: Bufonidae
Geénero: Rhinella
EspécieRhinella arenarunHensel, 1867

Nombre Vulgar: sapo comun (Fig. 9)
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Caracteristicas generales

Figura 9. A) Pareja deR. arenarumen amplexoy B) Grupo de larvas. Sitio Piletas de
decantacion. Fotos: Favio E. Pollo

Descripcion: El sapo comun presenta un tamafio mediano a gr8Ade 120 mm),
siendo las hembras de mayor tamafio que los machasbeza es levemente cdncava con
el hocico redondeado con crestas cefalicas y ojomipentes. Presentan un timpano
visible y redondo, una cresta a lo largo del lahiperior y glandulas parotoides alargadas,
seguidas por glandulas verrugosas. El macho tiates plelanteras robustas, saco vocal
externo azulado y callosidades nupciales en lossléd?2 y 3 de la mano. La coloracion
dorsal del macho es parda o verdosa, mientrasagherhbra grisacea o parda brillante,
con grandes manchas pardas o verde oscuro. Eteviesitblancuzco. La larva presenta el
extremo de la cola redondeado y la aleta no seredgisobre el dorso. Es de color negro y
se la puede encontrar en rios, arroyos, lagunasirgas temporarias (Cei, 1980; Gallardo,
1987).

Habitat y Ecologia: Se los puede encontrar en pequefas lagunas o partan
agua estancada (preferentemente) en zonas abiertaso en ambientes urbanos. Los
machos cantan tanto de dia como de noche lueglondasl copiosas desde la primavera
hasta final del verano. Las hembras colocan suwodsuede color negro, en ristras
gelatinosas que adhieren a la vegetacion sumergid@ aguaEn invierno se entierra o
refugia en cuevas (Cei, 1980; Gallardo, 1987).

Distribucion: Esta especie se encuentra en el sur de Brasil,udyudolivia y
hasta el sur de Argentina, desde el nivel del raatahlos 2.600 m. s.n.m.
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3.5.1. Crecimiento y Desarrollo larval (Experiencia en micocosmos)

Los sitios que se analizaron son: (1) Arroyo CenNeggros antes de la mina
(CNanteg, (2) Arroyo Cerros Negros después de la mi@drfina), (3) Arroyo
Vallecitos @A°V), (4) Piletas de decantacioRiletas), (5) Control (agua destilada). De
cada sitio de muestreo se extrajo sedimento gressna gruesa, cantos rodado y
pequefas rocas) y agua en bidones de 10 litros\e@gue se realizaron campafias de
muestreo. Luego en laboratorio se realizaron asak$sico-Quimico del agua para

conocer las concentraciones de aniones y catiamme®s que se realizé la experiencia.

Los microcosmos consistieron en peceras de video28 litros de capacidad
equipados con oxigenador (Elite 800). En cada peseicolocaron 15 It de agua con rocas
y sedimento provenientes de cada sitio (Fig. 10% &itios tratamiento se replicaron tres
veces por lo que se utilizaron 15 peceras en te&dambios del agua de los microcosmos
fueron realizados semanalmente, con agua provendmios distintos sitios. Las larvas
fueron alimentadas coharaxacum sphervido por microcosmos, cada dos dias, de modo

que las larvas dispusieron de alimento de formateote.

Con el objetivo de descartar el efecto genéticopasbles implicancias de los
diferentes ambientes sobre los primeros estadioRderenarumse siguieron las
recomendaciones de Peltatral, (2013). Para ello se colecto una puesta del Bitetas
que fue llevada al laboratorio y se la mantuvoraperatura ambiente (23-25 °C) hasta
que las larvas reabsorbieron su saco vitelino gnaiaron el estadio 25 de acuerdo con
Gosner, (1960). Posteriormente se seleccionaranaal50 larvas dB. arenaruny fueron
colocados en cada pecera (Fig. 10), resultando ren densidad dentro del rango
encontrado en la naturaleza (14-4200 larvas/1@fisjiWerner y Glennemeier, 1999). A

partir de ese momento dio comienzo la experiencia.

Las peceras fueron revisadas diariamente parabmaola presencia de individuos
muertos; en este caso se los contaba, se extrailas geceras y fueron fijados en formol
buffer. Con una frecuencia de entre 4 — 7 diasxs®@je una muestra de 2 individuos
tomados al azar de cada pecera. Las larvas fueestiesiadas y fijadas en formol buffer.
Ademas se realizaron medidas Fisico-quimicas del dg cada pecera con equipo digital
35-Series PCSTed!t Multipardmetro 35425-10 para monitorear las carésticas del

microcosmo. A todos los individuos extraidos sedeterminé el estadio segin Gosner,
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(1960), se los peso y se midio largo total, ladgb cuerpo, ancho del cuerpo y alto del
musculo de la cola.

La experiencia se extendid hasta que todos lowithais metamorfosearon o
murieron. Los individuos metamorfoseados fueromagetbs de las peceras anestesiados y
fijados en formol buffer; fueron considerados meidos desde la etapa 42 (Gosner,
1960) cuando los renacuajos han perdido su caistataes larvales y adquieren estructuras
adultas, es decir, la emergencia de al menos alguttamidad anterior (Peltzet al,
2013). Posteriormente, a estos se les determiR@s0 con balanza analitica, se midi6 el
largo hocico cloaca (LHC) y a partir de dichos pztios se les determiné la condicion
corporal (CC).

Figura 1C. Serie de peceras utilizadas en la experiencia
(microcosmos). Foto: Manuel A. Otero.

3.5.2. Crecimiento y desarrollo larval IN SITU

Para evaluar el efecto de la actividad minera sebrdesarrollo y la condicion
corporal de las larvas, se realizd una experieacc@mpo en donde se evaluaron estas
caracteristicas. Los sitios evaluados fueron |eteRiy A°V por ser relativamente de facil
acceso y con la mayor estabilidad para asegu@nfnuidad de la experiencia. Al igual
gue en la experiencia de laboratorio se siguiddesmendaciones de Peltztral, (2013);
para evitar el posible efecto genético se colentopuesta del sitio Piletas y fue mantenida
a temperatura ambiente (23—-25 °C) hasta que rdabsm su saco vitelino y alcanzaron
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el estadio 24 de acuerdo con Gosner, (1960). Ldagmon ubicadas en estructuras
denominadas “de exclusion” utilizadas por Acos2800) (Fig. 11). Se colocaron un total
de 100 larvas en cada estructura. Cada 8-10 diaxtsgjo de cada sitio de manera
simultanea una muestra de 5 larvas que fueron emi@das en cloroetano, fijadas y
preservadas en buffer fosfato, con el objeto destater el avance general del desarrollo
larval a lo largo del tiempo. En laboratorio seet@tind el estadio segun Gosner (1960), se
medio la longitud Total desde el rostro a la puddgda cola (LT), largo del cuerpo, ancho

del cuerpo, alto del masculo de la cola y se obtlyeeso con una balanza Mettler P11N
0-1000g.

Figura 11. Jaulas de exclusion utilizados para realizar la
experiencia a campo. Foto: Selene Babini

3.5.3. Condicion corporal y tasas de crecimiento

Los siguientes indices se aplicaron tanto parapgaréencia en laboratorio como en
la experiencidN SITUen el establecimiento minero.

A partir del LT y la masa de las larvas, se caldaléondicion corporal (CC) de los
individuos en cada sitio durante diferentes estadiel desarrollo larval utilizando la
siguiente formula propuesta por Luddecke (2002):

CC = (P)*(1000)/LT
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Donde:
CC = Condicion Corporal
P = Peso

LT = Largo Total

Para calcular las tasas de crecimiento y desaniaf@l de los diferentes sitios se
utilizaron ecuaciones siguiendo las recomendacidaekeplitskyet al, (2003) y Peltzeet
al., (2013).

Tasa de desarrollo:

(estadio final — estadio inicial)

n° de dias de la experiencia

Tasas de crecimiento:

Ln [Peso final/Peso inicial]
P | 1° de dias de la experiencia

Ln [CC final/CC inicial]
exp n° de dias de la experiencia

3.6. Esfuerzo reproductivo

Se registré el numero de puestas de huevos obssnadel campo y sélo para
aquellas puestas que mantengan la forma de cordseesalculo el peso siguiendo las
recomendaciones de Biondaal, (2011). Antes de ser devueltas las puestas a, agu
extrajo aproximadamente el 5 % del peso total, ssawd en buffer fosfato (pH 7.2-7.3)
y se trasladaron al laboratorio para el conteondshero de huevos y el registro del
diametro de los mismos usando una lupa binoculemsA&'est Germany 47 50 52-9901 y
camara digital Canon G10. De este modo, se realizamaparaciones entre la densidad de
puestas, el tamafio de la puesta y el nUmero de sipevgpuesta como medida de esfuerzo
reproductivo siguiendo a Weddelirgal, (2005).
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3.7. Morfometria y demografia de poblaciones adultas
3.7.1. Metodologia de campo

Se trabaj6 con las especiRkinella arenaruny Boana cordobagor ser entidades
gue se encuentran presente en nuestra area déoe@udada, 1999), ademas de ser
consideradas abundantes y de facil captura (Laatilé, 2000).

Descripcion déR. arenarumver pag. 29.
Descripcion déBoana cordobae
Sistematica

La nomenclatura utilizada en la clasificacion dedpecie fue tomada de Frost, (2018).
Orden: ANURA
Familia: Hylidae
Género: Boana

EspécieBoana cordoba®arrio, 1965

Nombre Vulgar: Ranita trepadora (Fig. 12)

Figura 12. A) Macho B. cordobaeyista lateralB) Macho deB. cordobae vista dorsal
Fotos: Pablo R. Grenat

Caracteristicas generales

Descripcioén: El adulto deB. cordobaees de tamafio mediano (45-65 mm) con un
pliegue timpanico acentuado. Presentan una graedaar en cuanto a los patrones de

coloracion segun su localizacién en la provincialogso puede variar desde pardo canela
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al verde, liso o con un manchado dorsal reticutamootras manchas, las bandas laterales
estan ausentes tanto en los flancos como en lasredades.

Las larvas son de desarrollo lento, muy buenos dmada. En cuanto a su
coloracion el dorso y flancos son de color marrén manchas mas oscuras. Los 0jos se
encuentran en posicion lateral con dos manchasdsdgpor detras. El vientre es oscuro en
la parte anterior y de color nacarado en la passtepior. Aleta caudal muy desarrollada,

con grandes manchas y de punta aguda (Baraquée). 201

Habitat y Ecologia: Habita en los margenes de arroyos y rios serramgsgentre
pajonales y vegetacion periacuatica, siendo freaeusmcontrarla sobre piedras en las horas
de mayor insolacion. Esta especie emite su carstdeda vegetacion de la orilla o puede
hacerlo también parcialmente sumergida en el a8ua. ciclos reproductivos son casi
continuos, adhiriendo los huevos a la vegetaci@sguencuentra sumergida y enraizada.
La época reproductiva transcurre desde la primakesta el fin del verano, incluso a
comienzos del otoflo encontrandose formas larvaleante la primavera y verano e

incluso en otofio e invierno (Cei, 1980; Gallardeg2).

Distribucién: Se distribuye en las sierras altas de Cérdoba y Bais,
desconociéndose con precision los limites de s aobre todo en la zona de contacto con
H. pulchellugCei, 1980; Gallardo, 1987; Baraquet, 2012).

Keller et al, (2009) sugiere que las caracteristicas espspiecéficas, dependiendo
si son de habitos terrestres, arboricolas o aastgueden explicar en mayor o menor
medida un efecto negativo en la poblacidén si uteradion en el ambiente ocurre. Las
especies seleccionadas para el estudio son adscyadpeR. arenarumposee habitos
terrestres en sus actividades reproductivas y atani@s, mientras qu®. cordobaeposee
habitos arboricolas y semiacuaticas. Ademas, txiéle de estas especies permite realizar
un estudio mas integrado a diferentes escalas iedgatporales ya qudR. arenarumse
reproduce desde Septiembre a Febrero utilizandwipalmente ambientes lénticos para
vocalizar y reproducirse (Biondd al, 2011; Babinet al, 2015a) En invierno se entierra
o refugia en cuevas (Cei, 1980; Gallardo, 1987enttas queB. cordobaese reproduce
desde Octubre a Mayo en ambientes I6ticos utiliaated vegetacion marginal para

vocalizar y reproducirse (Cei, 1980; Gallardo, 198araquett al, 2012).
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Una vez realizada la captura manual de los indosdestos fueron anestesiado
durante unos minutos con un MS 222 (solucién deanosulfonato de tricaina) vy
posteriormente se determind: Clase de Edad (renétamorfoseado, juvenil o adulto);
Sexo, segun los caracteres sexuales secundarios {saal, almohadillas nupciales y
vocalizacién); Peso, determinado con balanza saalit@ea OHAUS GT 200-S (0,01g de
precision) y la Longitud Total (largo desde el rodtasta la cloaca), utilizando un calibre

manual Vernier Sometinox Extra (0.01 mm precision).

Para el marcado y obtencion de muestras 6seasddeiradividuo se procedio al
corte de una falange utilizando un patréon de ifieation para cada sitio estudiado (Fig.
13) siguiendo las recomendaciones de Donnellyal, (2004). Dicha marca permitira
realizar un seguimiento de los individuos de cad#o,sademas de indagar la
independencia de las poblaciones de anfibios anestisdiados, permitiendo también
disponer de una muestra 0sea para los analisissenmdnacion de la edad mediante
esqueletocronologia. Las falanges fueron consesvadaina solucion de alcohol al 70%.
Pomada Antibidtica con agentes cicatrizantes, sggagen la herida producida por el corte
para prevenir infecciones, y cada individuo fuelddro 2 h més tarde en sus lugares de

captura.

A"H N mina

Figura 13. A) Ejemplar deH. cordobae B) Ejemplar deR. arenarum Dedos
seleccionados para obtener muestra 6sea e idangfisitio de procedencia. Fotos: Pablo
R. Grenat

3.7.2. Metodologia de laboratorio

El andlisis de esqueletocronologia se utilizo mphat@rminar la edad especifica en

cada individuo capturado, siguiendo para su prosesdo la técnica descripta por Sinsch
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et al, (2001, 2002) y Oteret al, (2017a). Se incluyen en este analisis individwa$n
metamorfoseados, juveniles y adultoRitenella arenaruny Boana cordobae

Debido a que Ilos anfibios presentan periodos estalgs de
hibernacion/estivacion, el crecimiento de los tegidoseos se detiene o disminuye,
formandose lineas de detencion del crecimiento G4 ALine Arrested of Growth). Los
LAGs pueden ser identificadas y contadas en cbigtslogicos previamente tefiidos. Para
esto, se utilizaron las falanges obtenidas en etgso de marcado de los individuos

capturados en el campo.

Para el procesamiento de las falanges se llevb@ealasiguiente procedimiento: 1).
FIJACION en Formol al 4% por 24 horas; 2.) DESCAE{TACION en solucion acido
férmico (1:1) durante 24 hs; 3.) Lavado con agustildela para la remocion de calcio
durante 2 0 3 hs; 4.) INCLUSIONES: se procesaremlaestras en una serie de alcoholes
en concentraciones crecientes a fin de deshidsatpdra su posterior inclusién, luego en
alcohol 100%-xilol una hora, seguido de varias irsiomes en xilol al 100%, xilol-
parafina una hora, y luego varias inmersiones eafipa durante 20 minutos en estufa
hasta llegar a la inclusion definitiva en parafinal armado del taco (pasos 3 y 4 llevan un
total de 7hs); en dias posteriores, se realizafo@GRTES transversales de las diafisis de
8, 10 0 12 um de espesor mediante el uso de umtmico de rotacion LEICA RM2125
RTS; 6.) COLORACION se utiliz6 la tincion con hemwtina, previamente hidratando
los cortes mediante inmersiones en xilol al 100%iego inmersiones en una serie de
alcoholes en concentraciones decrecientes hatgfi@b con hematoxilina; 7.) MONTAJE
FINAL: deshidratacion definitiva de las muestradliaz@ando inmersiones sucesivas y
breves en alcohol a concentraciones crecientessyirdoersiones sucesivas en xilol al
100% durante 5 minutos, montaje con Bélsamo de d2and) OBSERVACION DE
CORTES: mediante un Microscopio Carl Zeiss trinac#rimo Star (Pack 5), y captura de
imagenes con una camara fotografica Canon Powet GA0 14.7 Megapixeles y
Software AxioVision CARL ZEISS para camara fotograf digital Canon.
IDENTIFICACION E INTERPRETACION DE LAGs: Seguimoad recomendaciones de
Sinsch, (2015) para estudiar especies neotropicaéeglentificaron lineas dobles y falsas
siguiendo Sinschet al, (2007), y evaluamos la reabsorcion endosteakrgbado la
presencia de la linea de Kastschenko (KL, la iaserfentre las zonas endosteal y

periosteal, Rozenblut y Ogielska, 2005).
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Una vez obtenidos los datos de edad en cada dudivpara los distintos sitios de
muestreo, se procedid al andlisis de distintosnpetr@®s demograficos de acuerdo con
Biondaet al, (2015) y Otereet al, (2017b): (1) Edad de madurez sexual: Minimo méme
de LAGs contados en individuos reproductivos; (&ndgevidad: Maximo numero de
LAGs contados en individuos reproductivos; (3) Rot@ reproductivo: Diferencia entre
longevidad y edad de madurez sexual; (4) Tamaamaaburez sexual: LHC promedio de

todos los individuos con el minimo nimero de LAGS.

El crecimiento poblacional fue estimado de acuartbbecuacion de von Bertalanffy,
(1938), previamente usada en muchos trabajo déiemf(Miaudet al, 2007; Uzim vy
Olgun, 2009; Guarin@t al, 2011; Marangonet al, 2012; Otero et al., 2017a, 2017hb).
Utilizamos la siguiente ecuacion: LHE LHCmax— (LHCnax— LHCme) € ~K =" "donde
LHC= LHC promedio a la edad t, LRfz= LHC asintético maximo, LHg.= LHC a la
metamorfosis, t= nimeros de temporadas de credmi@dad), t.= proporcion de
tiempo de una temporada de crecimiento hasta lamuefosis, K= coeficiente de
crecimiento (forma de la curva de crecimiento). pasametros estimados LHCmax y K,
se muestran con sus respectivos intervalos dearmafial 95%. Las diferencias entre sitios

de estudio se analizaron de acuerdo al grado dpaoiento de los intervalos calculados.

Como medida de crecimiento 6seo en los individueslod diferentes sitios de
estudio, se realizaron medidas sobre los cortésidso (Area 6sea total - Area medular =
Area absoluta de hueso). Andlisis de regresionesasizaron para determinar la relacion
entre el 4rea Osea con respecto al tamafio y la ddalbs individuos. Analisis de
covarianza (ANCOVAs) utilizando la edad como coable se realizaron para comparar

LHC y area 6sea entre sexos y sitios de estudio.

La comparacion de las variables entre los sitiokese a cabo separando los sexos
de cada especie, debido a que se demostré dimorfsarual enRhinella arenarum
(Bionda et al, 2015) y enBoana cordobagOtero et al, 2017a). Todos los andlisis
estadisticos se realizaron en Statistica 5.0/VWveoét package (Statsoft Inc., USA).
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4- RESULTADOS

41



Resultados — Manuel A. Otero

A continuacién se muestran los resultados obtenagmartir de los muestreos
realizados en el periodo comprendido entre los 204 al 2017. En primera instancia se
muestran los resultados relacionados a la des@nipctaracterizacion del area de estudio,
y luego los resultados referidos a los organisnsaxiados, en este caso los anfibios
anuros. Este dltimo comprende la caracterizacidbemgamble (Riqueza, diversidad, etc.),
luego se describe el crecimiento y desarrollo larya por dltimo, se presenta el
crecimiento y la demografia de los anfibios entégpa terrestre. Todos los resultados se

discriminan y comparan entre los diferentes sii®&studio considerados.

4.1. Sitios de estudio
4.1.1 Caracterizacion de los sitios de estudio

La accesibilidad a la mina de fluorita fue variable el tiempo, principalmente
debido a las condiciones del camino de montafiaugeeRio de los Sauces con la mina.
Sin embargo, los sitios estudiados dentro de |lZzesdn minera fueron de relativo facil
acceso. En los sucesivos recorridos por los sitieson relevadas las variables que
permitieron su caracterizacion y descripcion (adb).

La distancia de los sitios al campamento minerovr@ble, siendo el A°H el mas
distante. En cuanto a las variables hidraulicagrédundidad y el ancho del cauce fue
similar en los Arroyos pero en las Piletas se tegigna profundidad muy elevada. Por
otro lado, la velocidad de corriente varidé entrs &itios, con los valores maximos en
CNantes y minimos en A°H. Las barrancas de maymraaly las pendientes mas
pronunciadas se registraron en CNantes y CNmina.

El mayor porcentaje de cobertura del suelo registfae en A°V y A°H debido
principalmente a la presencia de cortaderas y msasrespecies de gramineas. Mientras
que el menor porcentaje se observo en las Piletagug solo se encuentra vegetacion

palustre semisumergida.

Durante el recorrido de los sitios se registroriespncia de dos especies exoticas
principales. En la temporada 2016 — 2017 se régistr primera vez la presencia de
individuos adultos deithobates catesbeianen las Piletas de decantacion. Por otro lado,
en CNantes y A°V se registro la presenciaGteorhynchus mykisgrucha arcoiris) en

mas de una ocasion.
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Se registraron diversas actividades antropica®®sitios de estudios. A partir de
esto, se determino el nivel de perturbacion gerdgatada sitios (Tabla x) siguiendo la
escala propuesta por Peltzer (2006), adaptado degrdao (1988). Entre las mas
importantes podemos citar a la trituracion y lavddaninerales, ademas de la instalacion
del campamento minero (comedor, sanitarios, habitaes, cocina, etc), en margenes del
CNmina. Por otro lado, en el sitio Piletas se détesl proceso de decantacion de
sedimento derivados del proceso de flotacion y gramimiento de maquinaria pesada. En
cercanias del CNantes se detectaron zonas de valddande se extraen minerales. Los
sitios en los que menos se detectd actividad anadperon A°V (depdsito de chatarra y
extraccidon de agua para consumo) y A°H (vado paso prehicular que atraviesa el

arroyo).

Tabla 1. Variables relevadas paradaracterizacion y descripcion de los sitios ded#stu

CNantes CNmina Piletas A°V A°H

32°30'13"S 32°30'09"S 32°30'11"S 32°29'55”"S 32°30'23"S

Coordenadas  o/o/01470  64°47'42"0  64°47'35'0  64°4T'44"0  BA°46'44"O

Distancia del sitio

; 1100 150 100 600 1750
a la mina (m)
Profundidad del 22 18 200 35 20
cauce (cm)
Ancho de cauce 45 5.5 . 4 2,9
(m)
Velocidad de 17,6 10,9 - 8,1 5,6

corriente m/min

Barrancas (1m)

Barrancas Barrancas Terrazas
Barrancas (alto); e No Terrazas .
modificadas (5m) . . amplias
terrazas y . Pendiente amplias .
. (8m) Pendiente . Pendiente
pendiente . . nula Pendiente . .
Pendiente alta media/alta ) : media/baja
media/baja
Borde Vegetado 50 30 15 65 85
(%)
Tino v altura de la Cortaderas Cortaderas C(()]r-ta5<;ir:a)ras C(()]r-ta5<;ir:a)ras
poy - (1.5m) (1.5m) Juncos (3m) e y
vegetacion Arboles (5m) Gramineas Gramineas
(0.5m) (0.5m)
. Oncorhynchus Lithobates Oncorhynchus
Presencia de . . .
especies exélicas myKkiss No catesbeianus myKkiss No
P (Trucha) (Rana toro) (Trucha)
Voladura de Lavado de Decantacion
Actividad sueloy sedimento. de sedimento. Deposito de .
L -, L Paso vehicular
antropica extraccion de campamento  Maquinaria chatarra
fluorita minero pesada
Nivel de
Perturbacion 3 4 5 1 1
general
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4.1.2. Calidad de agua
4.1.2.1. Parametros Fisico-Quimicos registrados ampo

En cada muestreo se realizé la medicién de difeseparametros fisico-quimicos
en todos los sitios de muestreo (Tabla 2; Fig. 14).temperatura del agua mostro
variaciones entre sitios {lmo = 8.8; p < 0.001), los arroyos mostraron valoieslares,

mientras que las Piletas de decantacion presentatores mayores de temperatura.

Tabla 2. Valores medios, desvio estandar, maximo y minimolade variables fisico-quimicas
registradasn situen cada sitio de estudio.

Sitio T. Agua °C Ph Solidos disueltos  Salinidad Conductividad Oxigeno
(ppm) (ppm) (LS) disuelto (%)
17,47+3,65  7,6+0,4 28,11+6,34 23,43+3,5¢% 38,5+9,69 88,15+1,17
CNantes

(10,22-22,3) (6,7-8,29)  (16,8-38,1)  (15,5-28,9) (27,34-53,51) (85,9-89,4)

19,12+3,18 7,71+0,3% 35,33+15,06 26,56+7,7%  49,04+23,48 91,53+9,1f

Chmina (11,5-24,2) (7,24-8,36)  (19,8-76,4) (17,6-54,7) (29,84-102,78) (78,7-110)
Piletas 22,06+4,8% 8,61+0,48  248,1+344,78  435,47+378 1503,7+695,87 82,3+16,3
(12,2-29,5) (7,35-9,40)  (1,05-887) (1,01-984) (84,61-2535,36) (61,5-93,1)
AoV 18,33+2,92  8,4+0,28 83,77+17,086  55,38+10,98 112,49+245 92,3+11,04
(12,8-23,5 (7,73-8,98) (40,6-9128,5) (29,7-67,6) (64,35-152,75) (78,2-112)
AH 17,82+2,63 8,33+0,25  106,95+19,38 72,24+12,68 153,91+252%  73,4+9,5%

(12,5-21,7) (7,74-8,58  (57,6-124)  (40,10-85,3) (92,19-180,17) (56,9-83,9)

Con respecto al pH este parametro mostro difereremdre los sitios estudiados
(F4100=11.18; p < 0.001). Los arroyos que circulannoga granitica, presentaron valores
neutros de pH cercanos a 7; mientras que los armgye circulan por roca metamorfica no
se diferenciaron entre ellos con valores supri@e8,3 (Figura 14). En el ambiente
artificial (Piletas) el valor de pH promedio fue 8®1, similar a los arroyos del ambiente

metamorfico (Figura 12).

El Oxigeno disuelto en agua fue registrado enddds sitios a partir del afio 2015.
Se observaron diferencias significativas entr@si{H = 7.96; p = 0.018). Los menores
valores se registraron en el sitio A°H con valarescanos a 70 %, mientras que en los

otros sitios esta variable mostro valores supesiar80 %. (Figura 14).
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Los arroyos que circulan sobre ambiente metamo(#Cy y A°H) presentaron

valores de solidos disueltos totaleg {fo = 13.5; p < 0.001), salinidad {lno= 20.1; p <

0.001) y conductividad ¢hoo= 77.25; p < 0.0019imilares entre si pero significativamente

mayores comparados con el arroyo Cerros Negrosr{teslay CNmina) que circula por

ambiente granitico. El sitio Piletas mostré unangrariabilidad en estos parametros, con

valores muy elevados.
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3
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Figura 14. Diagramas de cajas. Se observan los valores mg@aiosos negros dentro de la caja)
y desvios estandar de las principales variablesd-@@uimicas en cada sitio de estudio.
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En la Figura 15 se puede observar los registrogre@pitaciones y temperaturas
medias mensuales desde el 2014 al 2016 en la ®mnaudstreo. El afio 2015 fue el mas
lluvioso de los tres considerados con una medialade 1190 milimetros. De todos
modos, como se ve en el grafico, los meses de wes@m los que aportan mayor cantidad
de milimetros, mientras que en Julio-Agosto noeggstraron precipitaciones en ninguna
de los afos analizados. En cuanto a las tempesatuedias, los mayores valores
superando los 20 °C se observaron entre Noviembreéelyrero; mientras que las

temperaturas mas bajas, cercanas a 5 °C promediseesaron entre Junio y Agosto.
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Figura 15. Medias mensuales de las variables meteorologitdsnidas de la estacion
instalada en la mina. Precipitaciones (Azul) y Temafura (Rojo).

4.1.2.2. Analisis Fisico-Quimico del agua en labdmio

Se realiz6 el analisis quimico en laboratorio see@imuestras de agua de cada sitio
muestreado, menos en el A°H que solo se tomo umstnaupor ser de caracteristicas muy
similares al sitio A°V (Tabla 3, Fig. 16).

En general, las muestras de arroyos sobre rocamadiea (A°V y A°H) presentan
concentraciones mas elevadas en los iones;HZSQ,™ con respecto a las localizadas en
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ambiente granitico (CNantes y CNmina). Los catianagoritarios, N§ K*, Cd" y Mg™,

también poseen concentraciones mayores en amiietaenorfico.

El ién flhor en el sitio CNantes en un ambienten@iieo, posee una concentracion
mayor, en promedio 1,23 mg/l, que los sitios (A°\A$H) en ambientes metamaorficos
donde la concentracion media fue 0,275 mg/l. Parlato, la concentracion del i6n én

el sitio CNmina fue en promedio 2,13 mg/l, resulimmayor que en el resto de los sitios.

Por dltimo, es importante notar la gran concenbradie iones que se registro en las
Piletas con respecto al resto de los sitios (. donde se destacan él(promedio= 11,8

mg/l) y principalmente el Arsénico (AS™ promedio= 7,3%1g/l).
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Figura 16. Diagrama de medias. Se observan los valores glionfeunto rojo) y desvios estandar de la
concentracion de los principales iones en cadadgiestudio.
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Tabla 3. Analisis Quimico del agua en laboratorio. Se madstimedia, el desvio estandar y rango de la
concentracion de iones en las muestras de ague diférentes sitios de estudio.

Sitio HCO3 so4 cr Na" K* ca"” Mg** F As™e
mg/l mg/l mg/l mg/l mg/l mg/l mg/l mg/l ug/l

CN 20,616,8 8,2+1,72 29 5,63+1,3 0,3t+0,14 3,6+1,1 1,73+0,9 1,23+1,2 2+2,7

antes  12-27,5 6,1-9,8 ’ 4,168 0,1-04 2448 1-29 0,2-2,6 0,5-6

CN 38,7+29,5 14,3+12,2 7,95+9,7 9,75+8,3 0,53+0,41 8,2+6,3 2,45+1,5 2,13+0,6 140,82
mina 17,5-82,5 7,1-32,5 2,9-229 4,6-22,2 0,312 4-17,6 1-4,4 1,2-2,6 0,2-2

302,5+170 112,4+30,1 352+161 378+187 11,2+4,1 22,2+7,6 6,73+2,1 11,8+5,34 7,35+8,5

Piletas  co545 807.150 214542 226608 8117 17.633 4988 4168  2-19.5
oy 77895 232#47 325107 793:09 0751026 15820 5:19 033:01 1:085

653-85 163267 2943 6689 041 12192 2468 021-05 0,1-2
AH 1075 22.4 4.3 76 1.0 22.4 6.8 0.2 0

Las determinaciones de la concentracion de ionesmiperon obtener la
clasificacion geoquimica del agua utilizando elgdéna de Piper (Piper, 1953), los

resultados se muestra en la tabla 4.

Tabla 4. Clasificacion Geoquimica del agua segun diagranfipler (1953).

Sitio Por salinidad Por dureza Clasificaciébn Geoqumica
Bicarbonatada-Sulfatada; Sédico-Calcica
CNantes Dulce Blanda _ _ _
Bicarbonatada; Sodico-calcica
. Blanda , - o
CNmina Dulce Bicarbonatada; Sddico-Calcica
Algo dura
Algo dura Clorurada-Bicarbonatada; Sédica
Pileta Dulce
Dura Clorurada; Sédica
Blanda Bicarbonatada; Calcica
A°V Dulce
Algo dura Bicarbonatada; Calcico-Magnésica
A°H Dulce Algo dura Bicarbonatada-Calcica
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4.2. Ensamble de anfibios

Mediante las transectas acusticas y de encuentsomles se registraron 315
individuos adultos de 8 especies pertenecientefamilias de anfibios anuros (Tabla 5).
La familia Hylidae es la de mayor porcentaje dédltale capturas (47,3%) representada
Gnicamente por la especioana cordobaeseguida por la familia Bufonidae (43,4%)
representadas por las espedi#dsnella arenarum(36,5%)y Melanophryniscus stelzneri
(6,25%) Las familias Leptodactylidae (8,1%) y Odontoprluae (0,9%) fueron las menos

representadas en las muestras.

Tabla 5. Especies de anuros capturados en los sitios dstreo. Taxonomia segun Frost, (2018). Se
muestra el namero de individuos (Porcentaje dal tpturado) de cada especie.

Familia Sitios

Especie CNantes | CNmina Piletas AV A°H Fl)r;(:iggdpueocsie
Bufonidae

Rhinella arenarum - 35(74.5%) 50(49.5%) 27(33.3%) 3(4.3%) | 115(36.5%)
Melanophryniscus stelzner - - - 9(11.1%) 13(18.8%)| 22(6.9%)
Hylidae

Boana cordobae 15(88.2%) 12(25.5%) 43(42.6%) 34(41.9%) 45(65.2%)| 149(47.3%)
Leptodactylidae

Leptodactylus gracilis - - 4(3.9%) 8(9.8%) 8(11.6%) | 20(6.3%)
Leptodactylus latinasus - - - 3(3.7%) - 3(0.9%)
Leptodactylus latrans 2(11.8%) - - - - 2(0.6%)
Leptodactylus mystacinus - - 1(0.9%) - - 1(0.3%)
Odontophrynidae

Odontophrynus cordobae - - 3(2.9%) - - 3(0.9%)
Individuos por Sitio 17(5.4%) 47(14.9%) 101(32.1%) 81(25.7%)69(21.9%)| 315(100%)

Los indices de riqueza, equitatividad y diversidadculados segun Magurran
(1987) se muestran en la Tabla 6. La menor riquegstrada (S=2) corresponde a los
sitios CNantes y CNmina, ambos sitios localizadoambientes graniticos. Por otro lado,
las mayores riquezas de especies se registrarolaseRiletas (S=5) y en los sitios
localizados en ambientes metamorficos A°V (S=5 KM AS=4). Los indices de diversidad

calculados (D y H) fueron muy variables entre lt®s de estudio, correspondiendo al
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sitio CNantes la menor diversidad y al A°V la magiversidad, para ambos indices.
CNmina y A°V mostraron la mayor equitatividad eralaundancia de especies (E=0,8203

y E=0,7166, respectivamente).

De acuerdo a los resultados del test-t de Hutchirfstagurran, 1987) utilizado
para comparar la diversidad entre los sitios destne@, se observa que CNantes posee la
menor diversidad y se diferencia significativamedekresto de los sitios. Los sitios Piletas
y A°H, no se diferenciaron entre si en ninguno akeihdices. Mientras que el A°V fue

significativamente mas diverso que el resto desiliss.

Tabla 6. Indices de diversidad de los ensambles de anfésiasada sitio de estudio.

Sitio Riqueza (S) Simpson (D) Shannon (H) Equitatidad (E)
CNantes 2 1,1421 0,2448 0,3532
CNmina 2 1,6148 0,5686 0,8203
Piletas 5 2,216% 0,9208 0,5721
A°V 5 2,6435 1,153% 0,7166
A°H 4 2,0236 0,9568 0,6901

Medias con una letra comun no son significativameliferentegHutchinsort-test, P < 0,05)

Las curvas de rarefaccion (Fig. 17), realizadaslesrindices Chao estimados por
Estimates y el N° de muestreo realizados hastaoehento, muestra que el esfuerzo de
muestreo necesario para estimar una correcta tladrseen cada sitio es muy variable. De
igual modo las curvas de rarefaccion de todos ilasssalcanzan la asintota a partir del
muestreo 15; lo cual nos indica que el niumero desineos realizados fueron suficientes

para conocer la diversidad de especies realesdenectsamble.
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Figura 17. Curvas de rarefaccion en las que se relacionadétdnChao y el N° de
muestreos. CNantes (azul); CNmina (rojo); Piletasde); A°V (gris); A°H (naranja).

El nimero de individuos necesarios para estimaiglaeza de especies de cada
sitio, resultd muy diferente entre si (Fig. 18). ENantes y CNmina se obtuvo la riqueza
de especies con el menor nimero de individuos maaekis. Sin embrago, para estimar la
riqueza real en A°V, A°H y Piletas, el nimero deesttas necesario superé los 60

individuos por sitio.
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Figura 18. Acumulacion de especies con respecto al numerodidduos muestreados
en cada sitio. CNantes (azul); CNmina (rojo); R#eiverde); A°V (gris); A°H (naranja).
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Se utilizaron los valores de los primeros 15 meestrrealizados ya que segun la
curva de rarefaccion (Figura 17) son suficientes p@a correcta estimacion. Los indices
de riqueza y diversidad, calculados por la metagglalode rarefaccion, mostraron
diferencias significativas entre sitios y se mwasten la Tabla 7. La riqueza (S) mostro
valores medios diferente entre sitiogo(E 34,76; P<0,01), de igual modo, los valores
maximos estimados por este método son algo memotes calculados con Magurran,
(1987).

Los indices de diversidad (D y H) estimados luegaatificar las muestras fueron
diferentes entre sitios (D=/¢% 200,46; P<0,01; H=#4 4+ 126,98; P<0,01). Al igual que
con el método de Magurran, (1987) el sitio que ndolsts mayores indices de diversidad
fue A°V, seguido por las Piletas y A°H. Los sitioeenos diversos fueron CNmina y
CNantes. Si bien la diversidad relativa entre sits@ mantuvo, luego de rarificar las

muestras, los valores de indices estimados fuégomaenores (Tabla 7).

Tabla 7.Indices de riqueza y diversidad media (Rango) defsambles en
cada sitio de estudio luego de realizar rarefaccamEstimates.

Sitio Riqueza (S) Simpson (D) Shannon (H)

CNantes 1,21 (0,37-1,63} 1,21 (1,11-1,28) 0,2 (0,11-0,29%

CNmina 1,83 (0,85-2f 1,54 (1,41-1,615 0,49 (0,36-0,557

Piletas 3,1(1,48-3,98F 2,08 (1,71-2,18f 0,81 (0,55-0,88Y

A°V 3,34 (1,25-4,22§ 2,39 (1,95-2,56Y 0,93 (0,62-1,06Y

A°H 3,23 (1,26-3,86Y 1,92 (1,7-2f 0,81 (0,55-0,91%

Medias con una letra comun no son significativameliferentegANOVAs, P < 0,05)

El analisis de correspondencia canénica (Fig. 1@gstma la relacion entre las
variables ambientales y la presencia de cada especisitio de estudio. El eje 1 (explica
el 23,9 % de la variabilidad de los datos) muestnacipalmente la relacion inversa entre
la presencia de. latransy B. cordobaecon el pH y la concentracion de Ca++, Mg++. Por
otro lado, el eje 2 (Explica el 76,1 % de la vatlidad de los datos) muestra una
asociacion inversa entre especies de piel sendiblatinasus, L. gracilis, L.latrans, M.

stelzneriy B. cordobag y las altas concentraciones de CL-, F-, As. MantqueR.

52



Resultados — Manuel A. Otero

arenarumy O. cordobaese asocia positivamente a estas. Cabe aclaralaquebertura
vegetal registrada fue muy variable entre sitiodlg@tes-50%; CNmina-30%; Piletas-
15%; A°V-65% y A°H-85%) y que se asocia fuertementa presencia dd. stelzner;L.

latinasusy L. gracilis en los sitios A°V y A°H.

1.0

T. Agua I

SO4.
Conducki

pH

PTG
CNa®

) L. latra
[ |ilatin

Covertur

=
—
1

-1.0 1.0

Figura 19. Analisis de correspondencia canodnica. Relacidreerariables ambientales
(Flechas rojas), especies registradas (triangulises) y sitios estudiados (circulos
negros).
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4.3. Crecimiento y desarrollo larval deRhinella arenarum
4.3.1. Experiencia en microcosmos

Andlisis de las caracteristicas Fisico-Quimicasadeh procedente de cada sitio de
estudio utilizadas en los microcosmos (Tabla 8).témperatura del agua se mantuvo
relativamente contante durante la experiencia y nmustré diferencias entre sitios
(ANOVA; F37,:=0,04; P=0,988). El Ph del sitio Piletas fue el rakslino, mientras que
los sitios CNantes y CNmina arrojaron valores gassaa la neutralidad {F=18,89;
P<0,01). La salinidad y conductividad son paransetrelacionados; estos mostraron
valores muy distintos entre sitios (Sak=fE21,88; P<0,01; Cond.sF=33,61; P<0,01),
siendo mayores en las Piletas y menores en CNamtesones analizados que se muestran
en la tabla 8 presentaron concentraciones difesanitre sitios, con valores muy elevados

en las Piletas.

Tabla 8. Valores medios, Desvio Estandar, Maximo y Minid® las variables fisico-
guimicas en cada pecera.

Variables CNantes CNmina Piletas A°V

Transparencia del alta media baja alta

agua

T agua °C 23,79 £ 0,95 23,78 £ 0,97 23,81+ 0,95 23,88+ 0,96
(22 - 25,3) (22 — 25,3) (22 — 25,4) (22,1 - 25,5)

Ph 7,58 +0,3 7,64 £0,28 8,39 +0,3% 8,13+ 0,35

(7,33 - 8,32) (7,28 - 8,21) (7,84 - 8,83) (7,6 — 8,8)
Conductividad pS  105,6 + 55,5 136 + 84,11 1591,6 + 31441 191 + 50,42
(39,5 — 204) (53,8 — 317) (1097 —1910)  (111,2 —295)

Salinidad (ppm) 54,27 +24,88  68,64+38,88  7975+162,91 92,27 +2448

(25,1 — 104) (31,2 - 153) (542 — 987) (56,5 — 143)
SO4 (mg/l) 8,1 9,4 123,4 26,7
Cl (mg/l) 2,9 7,95 542,9 3,25
Na* (mg/l) 55 6,7 618,8 8,2
F (mgll) 1,8 2,6 16,8 0,3

Medias con una letra comun no son significativameliferentes (P>0,05); DG@bst hoc
test
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La experiencia con microcosmos tuvo una duraciobIddias. Su finalizacion se
debid a que en el sitio Piletas no quedaban soheenés, ademas de que en el resto de los
sitios se produjo la metamorfosis de varios indiegl En la Tabla 9 se resume la cantidad

de individuos totales con los que finalizé la exgeria.

Tabla 9. N° de larvas utilizados y condicion en la que Itegaal final de la experiencia.

. N° de larvas Larvas extraidas N° de N° de N° de muertos
Sitio o U
al inicio durantes el ensayo metamorfo. Sobrevivientes durante el ensayo
(50x 3
CNantes replicas)150 50 15 54 31
. (50x 3
CNmina replicas)150 50 13 43 44
. (50x 3
Piletas replicas)150 50 3 5 92
AV (50x 3 50 18 53 29

replicas)150

Crecimiento, desarrollo y mortalidad

Las muestras extraidas en el transcurso del enstg® medidas tomadas en las
larvas se muestran en la figura 20. No se obsarwdiferencias significativas entre sitios
respecto al estadio (Gosner, 1960) en el transdaisensayo (o= 0,77; P=0,512). Por
otro lado, el largo total (LT) no mostro difererxiantre sitios si analizamos toda la
experiencia en conjunto, pero si se observarometitéas significativas en algunos rangos
de dias (rango 36-40¢+=3,35 , P<0,05. rango 44-50;0=2,73 , P<0,05). En cuanto al
ancho del cuerpo de las larvas, las diferenciase esitios comenzaron a hacerse
significativas a partir del dia 36 en adelantep&do de las larvas fue diferente entre sitios
a partir del dia 36, con valores bajos en lasd&lgtaltos en el A°V. La condicién corporal
de las larvas no fue significativamente diferegeeque mostré patrones variables en los
sitios en el transcurso de los dias, sin una temaetefinida. El alto del masculo de la
cola, que se relaciona con la capacidad natatagialad larvas, mostré diferencias
significativas entre sitios (rango 36-40;0F4,96 , P<0,01. rango 57-6130F=2,88 ,
P<0,05), siendo menor en las Piletas.
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Figura 2C. Gréficos de barra. Se muestran variables morfacaétmedidas en larvas con respecto al
transcurso de los dias del ensayo. CNantes (©Mina (azul), Piletas (verde) y A°V (amarillo).

Las Regresiones lineales (Fig. 21) entre el Laagal {fmm) y el Peso (g) de las
larvas en el transcurso del ensayo fueron sigtiiga y mostraron un patrén similar para
todos los sitios (CNantes:*80,87; F=224; P<0,01; CNmina:’#0,92; F=372; P<0,01;
Piletas: B=0,84; F=180; P<0,01; A°V: 0,93; F=439; P<0,01) en el que a medida que
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aumenta Largo total también lo hace el peso. Lpqumidn de variacién explicada {R

por los modelos fue elevada para todos los sifiestacandose los sitios CNmina y A°V.

0,28;
0,24
0,201
0,16
0,121
0,08;
0,041
0,00

Peso

0,28;
0,244
0,201
0,16
0,121
0,08;
0,041

Peso

-]

CNantes

0,00

-]

730 10,29 1328 16.27 19,25 22 24 25 23282

Largo total (mm)

Piletas

730 10,29 1328 1627 19,25 22 24 25 2328 2

Largo total (mm)

Peso

Peso

0,28;
0,244
0,201
0,161
0,121
0,081
0,044

0,28;
0,244
0,201
0,161
0,121
0,081
0,044

CNmina

0,00+ 9~ : : : : :
7,30 10,29 13.28 16,27 19,25 22,24 252328 2

0,00+2— T T r T T .
7,30 10,29 13,28 16,27 19,25 22,24 25,2328,27

Largo total (mm)

AV

Largo total (mm)

Figura 21. Regresiones lineales entre el Peso y largo t@dhi/as del ensayo (microcosmo) para
cada sitio de estudio.

El mayor porcentaje de muertes entre larvas exasiestliferentes tratamientos se

dio en los estadios 32—34 (Gosner, 1960). Estd davelesarrollo se alcanzo entre los 25-

35 dias de iniciado el experimento y el porcerdajenuertes observado fue diferente entre
sitios CNantes= 16%; CNmina= 20,6%; Piletas= 46%%A°V= 12%. Al finalizar la
experiencia el porcentaje de muertes fue en aumeatdeniendo una tendencia similar
(CNantes= 20,6%; CNmina= 29,3%; Piletas= 61,3% Y#A19,3%), en la que se observo

mayor mortalidad de larvas en las Piletas (Fig. 22)
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Figura 22. Grafico de puntos. Se observan el nimero acurouadarvas muertas
en el transcurso del ensayo (microcosmos) parassadale estudio.

4.3.1.1. indices de crecimiento y desarrollo larval

Utilizando el largo total (LT) para el calculo desltasas de crecimiento, se observo
un acelerado aumento de dicha tasa hasta 16-20 dd#iaficiada la experiencia,
principalmente de larvas de Piletas y A°V y luegocontinuo descenso hasta finalizar el
ensayo (Fig. 23). Considerando las tasas de creximi(LT) promedio al finalizar el
ensayo, no se obtuvieron diferencias significatigatre sitios (ANOVA, F= 1,32; P=
0,296) (Tabla 10). Cuando se tuvo en cuenta el gedas larvas, las tasas de crecimiento
mostraron un comportamiento similar a las tasasrdeimiento (LT) con un acelerado
aumento de hasta los 16-20 dias (principalmentaseRiletas y A°V) y luego un continuo
descenso (Fig. 23). Pero cuando se compararoadas tle crecimiento (peso) promedios
al finalizar el ensayo se obtuvieron diferencigmiicativas en el crecimiento entre sitios
(ANOVA, F= 4,33; P<0,05); siendo significativamentenor (DGC; test P<0,01) en el
sitio Piletas (Tabla 10).

Las tasas de desarrollo tuvieron un comportamisimidar entre sitios, aunque se
observa un desarrollo superior de las larvas d& @A todos los dias analizados. Los
tratamientos mostraron diferencias en la tasa dard#lo de las larvas media al finalizar
la experiencia (ANOVA, F=3,28; P<0,05). El desdoolde las larvas fue
significativamente menor en las Piletas (DGC; Ref2,01) (Tabla 10).
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Figura 23. Gréaficos de barra. Tasas de crecimiento y ddkafdarval con respecto al
transcurso de los dias del ensayo. CNantes (fGjdinina (azul), Piletas (verde) y A°V
(amatrillo).
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Tabla 1C. Tasas de crecimiento y de desarrollo de las daaldinalizar el
experimento

Sitio Tasa de Tasa de Tasa de
crecimiento (Peso) crecimiento (LT) desarrollo
T 1,064 + 0,008 1,0099 + 0,0028 0,207 + 0,033"
(1,059 — 1,071) (1,0071-1,0142) (0,180 — 0,263)
CNmina 1,063 + 0,002 1,0098 + 0,0028 0,181 + 0,018
(1,060 — 1,066) (1,0071-1,0129) (0,164 — 0,211)
Piletas 1,056 + 0,005 1,0075 + 0,0039 0,167 + 0,02F
(1,050 — 1,064) (1,0032 - 1,0124) (0,131 —0,193)
Aoy 1,063 + 0,004 1,0103 + 0,0018 0,201 + 0,023

(1,054 — 1,067) (1,0083 — 1,0132) (0,175 — 0,230)
Medias con una letra comun no son significativameliferentes (p > 0,05).

4.3.1.2. Metamorfoseados

Los primeros metamorfoseados se observaron enrdogoa (CNantes, CNmina,
A°V) entre los 25-35 dias de iniciado el ensayoieritas que para el sitio Piletas el
primer metamorfoseado se obtuvo a los 55 dias.tlessarroyos estudiados tuvieron un
comportamiento similar en cuanto a la metamorfdsitarvas (Fig. 24), aunque en A°V se
obtuvo el mayor numero de metamorfos. En las pmiletmlo se obtuvieron 3

metamorfoseados al final de la experiencia.

Metamorfosis
020 -
o)
°
S
B .
o)
= m
812' u ¢ CNantes
G * B CNmina
D8 - . [ | Piletas
£ P4 oAV
)
T4
o . .
=z
O T T T T T T T T T 1
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Dias transcurridos del ensayo
Figura 24. Grafico de puntos. Numero acumulado de individuos

metamorfoseados en el transcurso del ensayo (ro&muEs) para cada sitio
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Se observo una alta correlacion entre Log-PesagyllHC en los individuos recién
metamorfoseados de todos los sitios (CNantes: 9250P<0,01); CNmina: (r=0,9;
P<0,01); A°V: (r=0,86; P<0,01).

No se obtuvieron diferencias significativas en BICLy Peso entre los diferentes
sitios (T= 1,05; P=0,364). Mientras que cuando empard la condicidon corporal se
encontraron diferencias significativas entre lo®siICNmina — A°V (T= 2,29; P<0,05). El
sitio Piletas no pudo ser incluido en los anaksitadisticos ya que se obtuvieron solo tres
metamorfoseado; aunque en la Tabla 11 vemos gee patores muy bajos de LHC, Peso
y CC.

Tabla 11. Variables medidas en los individuos metamorfoseaddss diferentes tratamientos.
N° de Dias ala LHC (mm) ala Peso (g) ala CCala

Sitio metamorfos metamorfosis  metamorfosis metamorfosis metamorfosis
CNantes 15 46,33+4,82 886+0,76  0,072+0,024 0,100+ 0,011
CNmina 13 48,43+53%  932+0,78' 0,080+0,017 0,098 + 0,016

Piletas 3 5533+56°  833+08F 0,056+0,03F 0,095 0,018

A°V 18 46,83+4,74° 914+057° 0,083+0,016 0,108 + 0,008

Medias con una letra comun no son significativameliferentes (P>0,05).

4.3.2. Experiencia en jaulasN SITU

La experiencia se llevo a cabo en solo dos deilms propuestos debido a a las
caracteristicas impredecibles de los arroyos yohlemas de logistica. En la Tabla 12 se
muestra el andlisis Fisico-Quimico del agua dePidetas y de A°V en la experiencia
realizadaN SITU,

Tabla 12. Valores medios, Desvio Estandar, Maximo y Minideolas variables fisico-quimicas en
cada sitio.

siip |- 20ua ) Salinidad Conductividad SO4 CI° Na* F  As™¥*®
(°C) (ppm) (HS) (mg/l) (mg/l) (mg/l) (mg/l) (ng/l)

) 25,02+3,84 8,85+0,17 597,8+267 1402+285,9

Piletas 123,4 5429 618,8 13,5 4

(20,5-29,5) (8,74-9,15) (184-862) (1067-1775)

20,58+2 8,41#0,13 61,42+5,83 122,9+13,13
A°V 267 29 82 0.3 1
(17,6-23,1) (8,3-8,64) (52,5-66,5) (100,2-133,8)
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La experiencia se extendié por 54 dias y duranteimervalo se obtuvieron 7
muestras de las jaulas en cada sitio. En la Figbrae observa un mayor desarrollo en
estadios, Peso y Largo total de las larvas exwaitd sitio A°V, mientras que cuando
analizamos la condicion corporal es de notar la geaiacion de dicho parametro entre los

dias sucesivos de muestreo.

40,004 0.224
. 38.00 0.20
36,001 d
0164
. 34,004 5 0.144
= 32,004 < 0124
£ 0104
= 30,00 = Y,
28.00 0,084
i ) 0,06
26,00 0.04-
24,004 I 0.021
22,004 - 0,00 2
1 9 19 30 37 50 58 58
Dias transcarridos Dias transcurridos
26,00+ 0.02000
2,004 0.01769
22,004
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E 20004 .
< 13004 0.01306
£ 1600 S 001075/
L?l: 14,00 0.00844
12,001
E ) 0.00613
10,00
.00 l 0,00381
6,00 - - - 0.001501 . -
1 9 19 30 37 50 58 1 9 19 30 37 50 58
Dias transcurridos Dias transcurridos

Figura 25. Grafico de barras. Se muestran los valores medgodas variables morofmétricas
medidas en las muestras extraidas de las jaulagdligsion con el transcurso de los dias. Piletas
(Rojo); A°V (Azul).

Las tasas de crecimiento cuando se utilizo la odwlicorporal no fue diferente
entre sitios (K-W; H=2,08; P=0,22), mientras queardp se utiliz6 el peso de los
individuos el sitio A°V mostro un valor significaimente mayor (K-W; H= 3,61; P<0,05)
que en las Piletas (Tabla 13). En cuanto a la t@sadesarrollo también fue
significativamente mayor en A°V (K-W; H=5,33; P<B)0
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Tabla 13. Tasas de crecimiento y de desarrollo promedio sléalvas extraidos
de las jaulas de exclusion.

Sitio 'Tgsa de .Tallsa de Tasa de
crecimiento (Peso) crecimiento (CC) desarrollo
Piletas 0,969 + 0,0025 0,909 + 0,0068 0,146 + 0,022
(0,966 — 0,9715) (0,899 — 0,913) (0,120 - 0,172)
Aoy 0,972 + 0,0026 0,914 + 0,0034 0,254 + 0,022'
(0,967 — 0,974) (0,91 — 0,918) (0,228 — 0,28)

Medias con una letra comun no son significativameliferentes (P>0,05).

4.3.3. Esfuerzo reproductivo

Durante el recorrido de los sitios se contaron Udstas en total de. arenarunen
los sitios CNmina, Piletas y A°V (Tabla 14). El pewstal medio de las puestas no fue
significativamente diferente entre sitios, aunguela Figura 26 se observa una mayor
dispersion de los datos en el sitio Piletas con tendencia a ser mas livianos que las
puestas de A°V. El nimero de huevos promedio edtisypor puesta fue mayor en el A°V

que en los sitios CNmina y Piletas.

Tabla 14.Puestas registradas y caracteristicas de las mamias sitios de estudio.

Sitio Fecha N° Puestas Peso total (g) N° Huevosdtss
CNmina 1 385,% 22,500
Piletas  09/15-10/15 6 354,5+194.9 20,417+6230
A°V 4 390,5+99,4 28,250+5628
533,24 35150G
300904
438,61
5 - S 25030
§ 344,0f g -
o o 19970]
Pz
249,41
14910
154,8 T T T 9850 T . T
CNmina Piletas A°V CNmina Piletas A°V

Figura 26. Diagramas de cajas. Se observan los valores mgaiasos negros dentro de la caja) y
desvios estandar del peso total de las puestadeg Imievos por sitio.
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4.4. Morfometria y demografia de poblaciones adulta
4.4.1.Rhindlla arenarum
4.4.1.1. Variables morfométricas en adultos

La especidR. arenarunsolo se registro para 3 de los sitios propuesiasnte dos
temporadas de muestreo, siendo el sitio Piletaslalee capturaron mayor cantidad de
individuos (n: 50; 8 hembra y 42 machos), mientjas en CNmina (n: 35; 14 hembras y
21 machos) y en A° Los Vallecitos la captura deviddos fue menor (n: 27; 17 hembras
y 10 machos)Durante este tiempo de muestreo se han recapt@rautividuos en el A°
CNmina, 2 en A° Vallecitos y 3 en las Piletas. Totls recapturados pertenecian al sitio
de origenEn la totalidad de los casos los individuos fugresados, medidos y se realizd

el corte de falange con el marcado correspondiente.

El tamafo (LHC) de los machos entre los diferestdss no mostré diferencias
significativas K-W, H=4,13; P=0,1p Cuando se analizo el Peso de las individuosaslul
entre los sitios de estudio, encontramos diferensignificativas entre sitiod = 8,89,
P<0,001), correspondiendo a los individuos de ChNnhis mas livianos y los individuos
procedentes de las Piletas los de mayor peso. Betarmodo, la condicion corporal fue
estadisticamente diferente (K-W, H=9,13, P<0,0Endo los individuos procedentes del
A°V los de mayor condicion corporal (Tabla 15). lldsmbras no mostraron diferencias
entre los sitios para ninguna de las variables onoéfricas medidas (LHC:,5=0,92,
P=0,41; Peso:435=0,61, P=0,55 y CC:435=1,48, P=0,24).

Tabla 15. Valores medios de largo hocico-cloaca (LHC), Besondicién corporal (CC) por sexo

Machos Hembras
Sitio
LHC (mm) Peso (g) CcC LHC (mm) Peso (g) CcC

CNmina 88,62+8,63 7412+115 0,113+0,33 94,04+6,23 91,25+20,6 0,101+0,016
(74,4 -105,3) (48,5 - 90) (0,076 - 0,18) (85,78 -106,8) (57,9-119) (0,087 - 0,137)

Piletas 93,34+58 9784+16,83 0,122+0,027 101,2+34 108,4+13% 0,099 +0,013
(78,83 -104,1) (78-132,6) (0,088-0,186) (96-109,6) (93-122,8) (0,081 - 0,115)

A 89,6 + 14 852+148§  0,145+048 9543+136 89,49+30,9 0,105+0,032

(62,1-102,3) (60,8-101,9) (0,098-0,204) (60,1-117,3) (42-144,5) (0,065 - 0,166)

Medias con una letra comun no son significativameliferentes (P>0,05)
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4.4.1.2. Demografia Poblacional eR. arenarum

En todos los individuos estudiados mediante laitécde esqueletocronologia se
pudieron observar lineas de detencion de crecimig@®tG) bien definidas en el periostio,
gue permitié determinar la edad en afios que pgfegR7).

La reabsorcion endostial estuvo presente en algumidgiduos de los diferentes
sitios (CNmina: 28,5%; Piletas: 40% y A°V: 37,5%@r@ en ningun caso obstaculizé la
determinacién de la edad debido a que la primer Li@ca fue completamente
reabsorbida. En algunos casos, las LAGs mas erderse encontraron muy juntas y cerca

del borde del periostio, pero en sitio de insercitin ligamento se pudo observar y

contabilizar las lineas para determinar la edacectamente.

Figura 27. A) Hembra deR. arenarumA°V (10x). AM: Area Medular. AOT: Area Osea
Total. KL: Kastchenko Line (Linea entre endostgmeyiosteo) L: LAGs (Linea de detencién
de crecimiento).— B) Hembra de. arenarumCNmina (40x). CM: Cavidad Medular.
Flechas indican las 3 LAGs que se observan enrtd.déoto: Manuel A. Otero

La comparacién entre sitios mostré que no hay eliigias en la edad promedio

entre las hembras (K-W, H=0,79; P=0,64) ni ente neachos (K-W, H=1,67; P=0,36)
(Tabla 16).
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Tabla 16. Edad (afios) de los individuos adultos discrimirsagor

Sitio y sexo.
Sitio Parametro Machos Hembras
demogréfico
n 18 13
CNmina Edad+D.Est 3,11+0,7% 3,08+0,79
(rango) 2-4) 2-4)
n 26 8
Piletas Edad+D.Est 3,37+0,83 3,35:0,54"
(rango) (3-95) (3-4)
n 9 14
AV Edad+D.Est 3,25+0,83 30,99
(rango) 2-4) (2-5)

Los parametros demogréficos calculados en losetifes sitios de muestreo se
encuentran resumidos en la Tabla 17. La edad aatdurez sexual es 2 afios para los
individuos procedentes de CNmina y A°V, mientra® dos individuos de las Piletas
alcanzan la madurez recién a los 3 afos. El patiereproductivo fue de tres afios en todos
los casos menos en las hembras de las Piletasldue de 2 afios.

Tabla 17. Parametros demograficos de las diferentes poblesiae R arenarum
estudiados hasta el momento.

Edad (afios) ala| LHC (mm) a la madurez | Longevidad Potencial
Sitio madurez sexual sexual (afios) reproductivo
3 Q 3 Q 3 | 9 3 ¢
CNmina 2 2 78,37£4,25 88,17+8,1) 4 4 3 3
Piletas 3 3 83,15+3,36 98,06%4,82 5 4 3 2
A°V 2 2 75,12 84,17+6,31 4 5 3 4

4.4.1.3. Modelos de Crecimiento poblacional dg. arenarum

Los modelos de crecimiento de von Bertalanffy, @)98justaron correctamente la

relacién entre edad/tamafio del cuerf. (tas curvas de crecimiento estimadas por los

modelos mostraron una forma similar en machos yhembras (Fig. 28) pero los

coeficientes de crecimiento fueron algo mayoresnachos (Tabla 18), indicando que
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estos alcanzan el tamafio maximo mas rapido quieclabras. Para ambos sexos en los

sitios Piletas y A°V el LHCmax estimado por el mioddue mayor que el LHC maximo

registrado hasta el momento, mientras que el LHCmstimado para CNmina fue

coincidente con el registrado en las muestrasie®i $e observan diferencias en todos los

parametros medios de crecimiento de las poblacios@e fueron significativamente

mayor los LHCmax estimados de machos y hembras °8e cAn respecto a CNmina,

debido a que no hubo solapamiento de los intenddanfianza (IC 95%).

Tabla 18 Parametros de crecimiento en cada sitio de esasilimado por el modelo

de crecimiento de von Bertalanffy. Se muestra,¢h media + desvio estandar y los
intervalos de confianza (IC 95%) de cada variaBla todas las estimaciones fueron
incluidos recién metamorfoseados, juveniles y adult

Sitio Sexo LHCmax K (®)
Machos 26) 101,6 + 4,95 0,7+0,11 74,4%
(91,3 - 113) (0,49 - 0,92)
CNmina
Hembras 21) 105,8 + 4,08 0,76 £0,11 80,01%
(97 - 114) (0,53 - 0,96)
Machos 28) 102 + 3,42 0,77 +0,10 67,32%
(94,8-109,1) (0,55 - 0,97)
Piletas
Hembras (11) 135,1+ 13,6 0,42 +0,12 69,85%
(95,7 - 160) (0,18 - 0,69)
Machos (18) 1255+ 7,95 0,39 £ 0,06 90,12%
(104,4 - 145) (0,27 - 0,5)
A°V
Hembras (23) 136,5+£ 10,7 0,4 £ 0,06 88,36%
(113-156,1) (0,26 - 0,51)
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Figura 28. Curvas de crecimiento poblacional Rearenarumestimadas por
el modelo de von Bertalanffy para cada sexo y sitige
muestreo.CNantes=Naranja; Piletas=Azul; A°V=Vekdi=Rojo.

4.4.1.4. Crecimiento 6seo de. arenarum

Se analizaron cortes de hueso de 17 individuosedestes de CNmina, 12
individuos de las Piletas y 9 procedentes del Ads valores medios de area 6sea se

muestran en la figura 29.
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El area absoluta de hueso discriminado por edadronais valor significativamente
menor en los individuos procedentes del CNmina.nkiés que el area 6sea no fue
diferente entre los sitios Piletas y A°V (Tabla.19)

35027%

277813

205354

Area perimetro (u2)

132895

60436

CNmina Piletas AV

95663

73271

50879

Area medular (j2)

284864

6094 T T T
CNmina Piletas A°V

206005
173269
140534

107799 l

75063

Hueso total (pu2)

CNmina Piletas AV

Figura 29. Diagrama de caja con la Comparacion del area 6sea
media deR. arenarumen los diferentes sitios de estudio.
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Tabla 1€. Area absoluta de huesojjdeR. arenarundiscriminado por sitio y edad.
Edad en afios

Sitio
2 3 4 5
CNmina  82045+2064  118037+1563 90571+1689 -
Piletas - 148167+169%1 1510862762 207560+3784
A°V 125699+3860 13779644458 189373+2729 -

4.4 .2 Boana cordobae
4.4.2.1. Variables morfométricas en adultos dB. cordobae

La especieB. cordobaese registro en todos los sitios propuestos. Esitas A°H
y Piletas es donde se capturaron la mayor cantildgadhdividuos, 45 individuos (14
hembras y 31 machos) y 43 individuos (11 hembr&32 ymachos), respectivamente.
Mientras que los sitios con menor cantidad de captfueron, A°V (n=34; 20 hembras y
14 machos) y CNantes de la mina (15 machos). Deitaattemporadas de muestreo se han
recapturado 7 individuos en CNantes, 3 en las&Rilgt3 individuos en A°H. Todos los
recapturados pertenecian al sitio de origen donel®h capturados por primera v&n la
totalidad de los casos los individuos fueron pesadwedidos con calibre (LHC) y se

realizd el corte de falange con el marcado cormedigote.

Comparando la variables morfométricas de los maded3. cordobaeentre los
diferentes sitios de muestreo, se observan difexgersignificativas en el tamafo (LHC:
Fs67~= 19,64 P<0,01), el Peso (Psd= 9,46 P<0,01) y la condicion corporal (CC: H=19,02
P<0,01). Particularmente los individuos de A°H m@wseun largo y un peso

significativamente menor que los individuos detaete los sitios (Tabla 20).

Considerando las variables morfométricas de lasbhesndeB. cordobae,se
observaron diferencias significativas en el tam@itC: F, ;=6,59 P<0,01) y la condicion
corporal (CC: k£1/=5,04 P<0,01), mientras que el peso no fue diferéat=2,41 P=0,11)
(Tabla 20).
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Tabla 2C. Valores medios para el largo hocico-cloaca (LH&so y condicion corporal (CC)
por sexo Y sitio de muestreo

- Machos Hembras

Sito LHC (mm) Peso (g) CcC LHC (mm) Peso (@) CcC
51,01+3,9 8,9+#1,6  0,068+0,012

CNantes | 12 8537)  (6.212)  (0,05-0,004) Sd Sd Sd

Piletas 47,84+3,24 99+272  0,09+0,01% | 52,26+2,6 12,7+2, 1 0,089+0,01%
(43,26-54)  (7-15,5) (0,063-0,111)| (49-55)  (9,6-16,1) (0,073-0,104)

AoV 51,06+2,58 8,9+1,7  0,071x0,02 | 54,09+2,57 13,2+1,6  0,08+0,003
(44-58,26) (6,7-13,6) (0,058-0,109)| (45-60)  (8,6-17,3) (0,064-0,121)

Aol 43,89+3,76 7,4t1,6  0,09:0,018 | 45,27+6,8%8 10,0£3,9 0,10+0,017
(39,8-51,5) (6,3-11,2) (0,061-0,121)| (39-52)  (8,4-15,1) (0,075-0,124)

Medias con una letra comun no son significativaeeliferentes (p > 0,05). Sd: Sin datos

4.4.2.2. Demografia Poblacional dBoana cordobae

Se utilizaron un total de 71 individuos (10 Redéetamorfoseados, 1 Juvenil, 39
Machos adultos y 21 Hembras adultas. En todosifdigsiduos deB. cordobaeestudiados
mediante la técnica de esqueletocronologia se mudi@bservar lineas de detencion de

crecimiento (LAG) bien definidas en el periostioggoermitiéo determinar la edad en afos

que poseen (Fig.30).

Figura 3C. A) Macho deB. cordobaeA°V (40x). CM: Cavidad Medular. KL : Linea de
Kastschenko. HE: Hueso Endosteal. HP: Hueso Pealbstlecha Blanca: LAGs — B) Macho
de B. cordobaeA°V (100x). Flechas indican las 3 LAGs que se okme en el corte. Foto:
Manuel A. Otero
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El LHC de las hembras fue significativamente mayoe el LHC de los machos
(Wilcoxon, W =801; P<0,05). Las hembras fueron mésadas que los machos W

785,5; P<0,01). La edad promedio no se diferenctteesexos (W = 714 =0,205), ver
Tabla 21.

Tabla 21. Largo Hocico-Cloaca (LHC in mm), Peso (g) y Edado& deB.

cordoba.
R. Meta. Juvenil Machos Hembras
(n=10) (n=1) (n=44) (n=27)
LHC 28,94 +1,93 351 48,01 +4,99 51,27 +5,06
(25,8 - 31,9) ' (38-56,26) (41,15-58)
Peso 1,91 +£0,32 401 9,03+2,44 12,3+253
(1,38 - 2,35) ’ (4,5-15,1) (8,2-17,4)
3,18+0,64 3,47 +0,87
Edad 0,4 1
(2-5) (2-5)

Los parametros demograficos y las caracteristieakistorias de vida mostraron
algunas diferencias entre machos y hembrda derdobagTabla 22).

Tabla 22. Parametros demogréficos @ cordobae Media + desvio (rango) se

muestran para cada variable. A= Moda de la edatuéncia); MS= Edad de
madurez sexual; L= Longevidad; PR= Potencial rejtido.

Sexo n A MS L PR LHCaMS Peso (g) a MS
415+28 6,8+1,71
d 44 3 o 2 5 3
(58,9%) (38,9-44,6) (5,1-8,9)
4342+18 89+0,8¢
Q 27 3 0 2 5 3
(47,3%) (41,35-45) (8-9,6)

EL LHC y Peso estuvo significativamente correlaamm con la edad en ambos
sexos (Pearson’s correlations: LHC Machos, 0,31, P<0,01; LHC Hembras,= 0,60,

P<0,01; Peso Machos,= 0,16, R0,01; Peso Hembras,= 0,46, R0,01). Cuando el
efecto de la edad fue controlada se detectaromedid&@s significativas en el LHC

(ANCOVA; Fi57 = 25,41, P<0,01) y el Peso (ANCOVA; 57 = 24,27, P<0,01) entre
Sexos.
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El modelo de crecimiento de von Bertalanffy ajustdrectamente la relacion
Edad/LHC ¢ = 0,912 en Machos y = 0,969 en Hembras) (Fig. 31). El coeficiente de
crecimiento fue algo mayor el machos que en hemfrasCl, machos: 47 + Q093;
hembras: (298 + Q078). Pero el LHC maximo estimado por el modelo rfiugyor en
hembras que en machos (machos: 60,71 + 4,64 mnigraen®4,91 + 5,81 mm).

60
P
35 3 °g---=""
50 .
E :
£ 45 4
| °
> 40 *
2 L]
35
30
o —SVL, =60.71-(60.71-28.94) ¢ 0347-04)
- ° ---SVL, = 64.91-(64.91-28.94) ¢ 02%(-04)
0 1 B B 4 5 6
Age (years)

Figura 31. Curvas de crecimiento estimadas por el modelo de Bertalanffy paraB.
cordobae Hembras (curva punteada) y machos (curva solida).

4.4.2.3. Analisis demogréfico comparativo dB. cordobae entre los diferentes sitios de

estudio

La reabsorcion endosteal estuvo presente en algndosduos de los diferentes
sitios (CNantes: 42,8%; Piletas: 35,71%; A°V: 33 8%°H: 27,27%) pero en ningln caso
obstaculizé la determinacién de la edad debido a tu primer LAG nunca fue
completamente reabsorbida. En algunos casos, |&slLAas exteriores se encontraron
muy juntas y cerca del borde del periostio, pergigo de insercion de ligamento se pudo

observar y contabilizar las lineas para determiamadad correctamente.

La comparacién entre sitios mostré que no hay d@ifgias en la edad promedio de
las hembras (H=0,84; P=0,618). Mientras que pagarlachos se encontraron diferencias

significativas en la edad promedio (H=12,13; P<p,d8& las poblaciones estudiadas.
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Correspondiendo a A°H los de menor edad media Wan€s los de mayor edad (Tabla
23).

Tabla 22 Edad (afios) promedio + Desvio Estandar y
Rango (); de los individuos d& cordobaediscriminados
por sitio y sexo.

Sitio Machos Hembras
14
CNantes 3,72+0,6% Sd
(3-5)
25 9
Piletas 3,4+0,58° 3,41+0,53
(3-5) (3-4)
12 17
A’V 3,55+0,63 3,85+0,73
(2-5) (2-5)
23 14
A°H 2,81+0,61 3,32+0,99
(2-4) (2-5)

Medias con una letra comun no son significativament
diferentes (P>0,05). Sd: Sin datos.

Los parametros demograficos calculadofdarenarumen los diferentes sitios de
muestreo se encuentran resumidos en la Tabla 2ddaca la madurez sexual es tres afios
para los individuos procedentes de CNantes, Pilef&fd/, mientras que los individuos de
A°H alcanzan la madurez a los dos afios. El tamhfoah alcanzan la madurez sexual es
mayor en A°V. El potencial reproductivo se vio reidio a dos afios en las Piletas,
mientras que para las poblaciones de los otrasss#s tres afios y cuatro afios para las
hembras de A°H.

Tabla 24. ParAmetros demograficos de las diferentes poblesideB. cordobae.

Edad (afios) ala| LHC (mm) ala madurez | Longevidad Potencial
Sitio madurez sexual sexual (afios) reproductivo
3 Q 3 ? 3 ? 3 ?
CNantes 3 - 46,38+3,79 - 5 - 3 -
Piletas 3 3 47,04+x1,97 51,20+2,53 5 4 3 2
A%V 2 2 49,83+3,39  55,90+2,96 5 5 4 4
A°H 2 2 41,86+0,91 45,57+4,34 4 5 3 4
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4.4.2.4. Modelos de Crecimiento poblacional d&. cordobae

Los modelos de crecimiento de von Bertalanffy, @)9&justaron correctamente la
relacién entre edad/tamafio del cuerf®. (tas curvas de crecimiento estimadas por el
modelo de von Bertalanffy mostraron una forma sim@n machos y en hembras (Fig. 32)
pero los coeficientes de crecimiento fueron alggares en machos (Tabla 25), indicando
que estos alcanzan el tamafio maximo mas rapiddagueembras. Si bien se observan
diferencias en la mayoria de los parametros mediosrecimiento de las poblaciones,
estas no fueron estadisticamente significativasdde que hubo solapamiento de los

intervalos de confianza (IC 95%).

Tabla 2E. Parametros de crecimiento Becordobaeen cada sitio de estudio estimado por
el modelo de crecimiento de von Bertalanffy. Se stnaeeln, la media * desvio estandar y
los intervalos de confianza (IC 95%) de cada végiadPara todas las estimaciones fueron
incluidos recién metamorfoseados, juveniles y agult

Sitio Sexo LHCmax K (®)
Machos (4) 54,7+7,1 0,398+0,086 72,11%
CNantes
(48,8-60,7) (0,277-0,517)
Machos 25) 51,246,3 0,385+0,094 74,98%
(40,0-58,2) (0,279-0,491)
Piletas
Hembras 9) 58,6+7,08 0,362+0,103 72,32%
(45,3-67,3) (0,231-0,488)
Machos 12) 59,1+6,45 0,322+0,072 79,98%
. (49,2-65,3) (0,241-0,396)
AV Hembras (T) 65,4+6,11 0,275+0,096 81,16%
(59,9-71,6) (0,188-0,368)
Machos 23) 66,215,28 0,253+0,088 88,58%
. (61,1-71,5) (0,191-0,302)
ATH Hembras 14) 64,316,44 0,289+0,062 90,23%
(54,4-69,4) (0,224-0,336)
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Figura 32. Curvas de crecimiento poblacionaBdeordobaeestimadas por el modelo de
von Bertalanffy para cada sexo y sitios de muest@antes=Naranja; Piletas=Azul;
A°V=Verde; A°H=Rojo.

4.4.2.5. Crecimiento 6seo dB. cordobae

Se analizaron cortes de hueso de 11 individuosepemtes de CNantes, 17 individuos de
las Piletas, 15 procedentes del A°V y 13 individdesA°H. Los valores medios de tamafio

de hueso se muestran en la figura 33.
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Figura 33. Diagrama de caja con la comparacion de variables
Oseas d®. cordobaeen los diferentes sitios de estudio.

Debido a que las poblaciones poseen diferenteseegadmedio (ver, Tabla 23) es
necesario controlar esta variacion para comparangiio de hueso entre sitios. Cuando el
efecto de la edad (covariable) fue controlada secthron diferencias significativas en el
tamafio de hueso total medio (ANCOVA; s = 3,85, P<0,05) de los individuos de los
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diferentes sitios (Tabla 26), siendo los individposcedentes de A°H los que mostraron

mayor crecimiento 0seo.

Tabla 2€. Area absoluta de hueso“jpde B. cordobaediscriminado por sitio y
edad.

- Edad en afos
Sitio
2 3 4 5
CNantes - 24986+9501 40273+7182 .
Piletas - 297563405 35664+7357 -
AV - 28043+3839 4419145430 40478+6270
A°H 24867+5298 3803945923 44616+4723 -
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5- DISCUSION Y CONCLUSION
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5.1. Caracterizacion de sitios y calidad de agua éa zona de estudio
5.1.1. Caracterizacion de sitios

Las Sierras de Cérdoba se ubican en la parte sutedas Sierras Pampeanas en la
zona centro de Argentina (Baldd al, 1996). La morfologia principal de las Sierras de
Codrdoba se constituye por tres cordones principkeSierra Chica, Sierra Grande y Sierra
de Pocho, con una extension Norte-Sur de 230 Kmn yancho maximo de 130 Km
(Kraemeret al, 1995). A su vez, la Sierra Grande incluye lar8ide Achala al Norte y la
Sierra de Comechingones al Sur (Mir6, 1999; Rarhe39).

La provincia de Cordoba y particularmente la SieeaComechingones, ha sido un
importante centro minero en décadas pasadas smuagdien conocidas las explotaciones
de tungsteno, uranio, cromo, plomo, plata, zineyzo, fluorita y rocas de aplicacion. En
la actualidad esta actividad se restrimgextraccion de minerales y rocas industriales, ya
que no se registra produccion de minerales metdifdesde fines del siglo XX, con
emprendimientos locales de pequefia a mediana eguaalaexplotan aridos de origen
fluvial y realizan actividades de trituracion, seps por extraccion los carbonatos para
diversos usos (cemento, cal, molienda) y las agcilSustancias como la serpentinita
(esencialmente para uso siderdrgico), cuarzo ye$gdto tienen una produccion
importante, con un fuerte crecimiento en la Ultidéecada. A pesar de que el volumen
producido no es muy alto, Cordoba es lider naciaralla produccion de fluorita.
Particularmente, la extraccion de fluorita es rédua una Unica mina, Los Cerros Negros,

un emprendimiento de pequefia a mediana escalal(Baret al, 2014).

En relacion a la mina Los Cerros Negros, a nivel pdésaje, el area es
fundamentalmente natural, ya que la influenciadgita es baja y sélo se encuentran
algunos puestos serranos aislados. El uso dehtes®e fundamentalmente ganadero, con
ganado ovino y bovino, y algunos campos estanragekis para la actividad forestal con
pinares. A nivel local, al analizar la zona del &ampmiento minero, los sitios de muestreo
fueron diferenciados por los ambientes litolégipos los que discurren los cuerpos de
agua: Metamorficos (A°H y A°V), Graniticos (CNante<Nmina) y Atrtificial (Piletas).
Sin embargo, los resultados obtenidos al caraetedada sitio de estudio, permitieron
reclasificar los sitios e identificar diferenciasntadas de los mismos, mas alla del tipo de
roca por el cual discurren los cuerpos de aguaurtanprimera instancia, se identificaron

ambientes l6ticos (arroyos) y lénticos (Piletas)ios sin influencia antropica diaria
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(CNantes, A°V y A°H) vy sitios influenciados por lattificial, transito de personas y
vehiculos (CNmina y Piletas), variables relaci@sadon la distancia de los sitios al
campamento minero. Teniendo en cuenta la pertbaantropica producida por la
actividad minera en cada sitio (Tabla 1), estosripadclasificarse de mayor nivel de

perturbacion a menor nivel de perturbacion: Pilet&Nmina > CNantes > A°¥ A°H.

En el recorrido y caracterizacion de sitios, fueientificadas y relevadas tres
especies exoticas invasoras. En los sitios CNant&®V se identificaron dos especies
exoticas de peces salmoénid@alvelinus fontinaligtrucha de arroyo) Yncorhynchus
mykiss(trucha arcoiris). Estas especies fueron clasifisadentro de las cien especies
exoticas invasoras mas dafiinas del mundo por Letva, (2004). Ambas especies son
voraces Yy se alimentan de larvas, crustaceos, pengiios. Segun Lescano, (2015) estas
especies introducidas estan disminuyendo la palbiade la ranita trepadorddgana
cordoba@ endémica de las sierras de Cordoba. Por otrq &adta temporada de muestreo
2016 se registr6 por primera vez la presencia nsmohmcalizando delithobates
catesbeianugRana toro) en el sitio Piletas. Este hallazgaltasmportante ya que se
conoce qud.. catesbeianupuede impactar sobre los anfibios nativos direetam a
través de la predacion, interferencia por compédemeodificacion del comportamiento,
alteracion del habitat o introduccion de enfermedaal parasitos (Booret al, 2004). La
deteccidn de especies exéticas invasoras es fumdainagla hora de analizar un ambiente,
ya que las invasiones bioldgicas son una de lasomsyamenazas que enfrentan
actualmente los ecosistemas. La especies invasauaan graves dafios a los ecosistemas
terrestres y acuaticos, provocando desequilibrcosogicos entre las poblaciones nativas,
produciendo cambios en la composicidbn de especies Ya estructura tréfica de las
comunidades, desplazando especies nativas, péddidaiodiversidad, reduccion de la

diversidad genética y transmision de una gran dadale enfermedades (Kraus, 2009).

Los cambios de naturaleza global en el medio arniean sido reconocidos que
afectan de forma muy significativa a las poblacgode anfibios a nivel mundial (Donnelly
y Crump, 1998; Carey y Alexander, 2003), a travesca@mbios en el ciclo hidrolégico,
disminucién de la humedad ambiental o a través alghento de la temperatura
(McMenaminet al,, 2008). En zonas de climas templados, la actividaroductiva de los
anfibios esta determinada en gran medida por landdncia y distribucion de las

precipitaciones y las temperaturas (Duellman y brd894).
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En relaciébn a las variables meteoroldgicas, remishs una temperatura media
anual de 14,5°C, con maximas absolutas en los nlesesrano que superaron los 26 °C y
minimas inferiores a -1 °C en invierno. La temp@atmedia anual coincide con lo
registrado por Andreazzini (2002) en la misma zo@astudio entre los afios 1994-1998,
sin embargo las diferencias de temperatura absodgfiatradas por Andreazzini (2002)
entre invierno y verano (-15 — 25 °C) fue muy supeal registrado en este estudio,
indicando una posible reduccién en la estaciondliteimica de la zona de estudio.
Mientras que las precipitaciones, el valor promeatioal registrado en este estudio fue
1168 mm, mientras que Andreazzini (2002) registldnes promedio algo menores (965
mm), aunque el ciclo hidrolégico se mantuvo rekatiente constante, con elevadas
precipitacionesX 200 mm X mes) en verano y escasas precipitaciemasvierno € 40

mm X mes).

Por lo antes expuesto, la identificacion y correcasacterizacion de los sitios
resulta clave en el estudio de los ensambles dei@finuros en ambientes perturbados,
porquela ausencia/presencia de una especie puede seswdtado de una importante
cantidad de factores bibticos y abibticos no ne@se@nte relacionados con el impacto o

estrés que generan las actividades antropicas (fxegu988).

5.1.2. Calidad de agua

La calidad del agua de los sitios muestreados ale@wmediante la comparacion de
parametros fisico-quimicos con los valores maximesomendados para el consumo
humano disponible en el Cddigo Alimentario Argeati2012) y los valores sugeridos a

nivel mundial para la proteccion de la biota a@a#ati

Los factores fisicos o quimicos de un ambiente @uédfluir en la toxicidad de un
contaminante dado, ya que pueden influenciar stidponibilidad ambiental, al afectar su
solubilidad en agua, persistencia, afinidad potosu@Cairnset al., 1975; Hoffmanret al.,
2003).

Los niveles de toxicidad de muchos contaminantgemten principalmente del
pH, y de la temperatura (Cairrmt al., 1975; Boyd, 1984; Hoffmart al., 2003). En
anfibios, los valores de pH para su normal dedarrebria entre 6,3 y 7,7 (Garcia y
Fonturbel, 2003). Por lo tanto, un estrés acidtcaliao puede causar trastornos genéticos
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en las primeras etapas del desarrollo (Pough yoWil&977). En este estudio el pH fue
diferente entre los diferentes sitios, siendo b filetas el que presentd los valores mas
basicos, por encima de los limites 6ptimos paréqoiexr organismo acuatico. Cambios en
la temperatura del ambiente, como un aumento durisana, suele estar asociado a un
mayor grado de toxicidad para un contaminante (Hafff et al., 2003). La mayor
temperatura registrada en Piletas se debe prinepée a que durante el proceso de
flotacion de la fluorita, el agua es calentada 4@28En anfibios, la temperatura influye en
varias actividades metabolicas, como las tasasedbidtatacion e hidratacion, pero mas
importante aln, es conocido que la temperaturdaafectasa de desarrollo (Duellman y
Trueb, 1994).

La salinidad es una variable que hace referentaacantidad de iones inorganicos
disueltos en el agua o el suelo y pueden ser eaghwesen términos de corriente eléctrica
(Conductividad eléctrica, medida en Siemens porohePor lo tanto, la conductividad
comunmente se utiliza como medida de salinidadaEmguas continentales, la salinidad
puede variar de 10 mg/l a 100 g/l y es un impoetdattor que limita la distribucién de la
biota (Cafedo Arguellet al, 2013). De acuerdo a la clasificacion realizada \fenice
(1959) el agua superficial de los sitios muestreasid puede dividir en dos: agua dulce
<0,5 g/I-1 para todos los arroyg®ligohalinos entre 0,5 - 4,0 g/l para el sitio Rite Una
alta salinidad influye sobre los organismos de aljuee, ya que estos, necesitan mantener
una presion osmotica interna en relacion con elionenl el que viven. Por lo tanto, cuando
la concentracion de sal del medio se vuelve demiasievada, los mecanismos
osmorregulatorios pueden colapsar terminando dafe celular y posiblemente la muerte
(Cafiedo Arguellet al, 2013). Chambers (2011) en su estudio registrawmento de los
niveles basales de corticosterona en salamanéimbystoma jeffersonianymcomo
resultado del aumento de la conductividad, lo aquicaria una respuesta de estrés que

podria afectar el crecimiento.

El oxigeno disuelto registrado en todos los sitestudiados mostro valores
comparables a lecturas bajo condiciones estandases un normal crecimiento y
desarrollo larval (oxigeno disuelto 60%) (Gauthieret al, 2004). El sitio Piletas fue
donde se encontraron los valores mas bajos, qestasse deba a la turbidez que presenta
el agua, impidiendo la colonizacién de algas y wagas, y fundamentalmente, por ser un

ambiente léntico.
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En los efluentes del sitio Piletas fueron regisisadltas concentraciones de los
iones mayoritarios (Na CaZ, Mg2', K*, CI, SQ~, CO3 y HCO3), esto podria estar
asociado a que durante el proceso de flotaciondeéoaan ciertos productos quimicos

como soda caustica, silicato de sodio, acido aiioito y diferentes floculantes.

En las Piletas se registraron concentraciones ddsvae Cl (352 mg/l). Estos
valores exceden los niveles recomendados por l&n&onmental Protection Agency,
donde indican que la concentracion promedio den€ldebe superar los 220 mg/l para la
proteccion de la vida acuéatica (EPA, 1988). Asaziadl CI, el N& también siempre
presento valores superiores a los recomendadosantislades excesivas de iones cloruro
y sodio pueden alterar la funcién y estructuraadedcosistemas (Sanzo y Hecnar, 2006;
Collins y Rusell, 2009), ya que se conoce que umpogcion prolongada a
concentraciones de Gobre 220 mg/l es perjudicial para las especieétamas (Kaushadt
al., 2005; Collins y Rusell, 2009). Particularmentel@s anfibios, se conoce que pueden
ejercer efectos toxicos agudos y cronicos por lgratkcion de la calidad del habitat,
causando anomalias en el desarrollo, crecimientaigminucién del tiempo de

metamorfosis (Sanzo y Hecnar, 2006).

Mientras que el Festuvo presente en todos los sitios por encimésldimites
sugeridos (0,12 mg/L) por el Canadian Council ohisters of Environment (CCME
2002). Los sitios CNmina y Piletas presentaron reglgpor encima del propuesto (0,5
mg/L) por Camargo (2003) y al valor sugerido (1.&/loh por el gobierno Argentino (Ley
24051, 1992).

El arsénico (AY generalmente se encuentra asociado con(BloBsoet al.,2011).
Los efectos toxicos del arsénico y del fluoruronzlgase administran por separado, han
sido ampliamente estudiados y son bien conocidesy [ps efectos biologicos de las
posibles interacciones cuando la exposicion es lgimea han sido escasamente
estudiados, y los resultados son controvertidosb{Beet al.,2010). La deteccion de As
present6 valores muy bajos en los arroyos analizddbido a que la composicion misma
de las rocas de la zona de estudio muestran esaasidad; estando por debajo de los
limites maximos sugeridos para la proteccion deidéa acuatica en ecosistemas de agua
dulce segun autoridades internacionales (0,005 emgfCanada) como nacionales (0,015
mg/l). Mientras que la aparicion de "Aen elevadas concentraciones en el agua de las

Piletas se debe a la actividad extractiva queal&aeen el lugar.
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Como resultado de la actividad minera, el aguaiada@ esta actividad incrementa
30 a 40 veces las concentraciones de “SPfor lo tanto repercute finalmente en un
aumento de alrededor de 10 veces los valores dductividad y salinidad (Cafiedo
Arguello et al.,2013). Este fendmeno se registré solo en el sitiicaal Piletas y no en
los sitios naturales, lo que confirmaria que natexXiiltracion de agua de sitio Piletas hacia

los arroyos.

5.2. Ensamble de anfibios

Distintos trabajos analizan la influencia de laehegeneidad espacial y ambiental
en la diversidad y riqueza de especies de anfiff@mrman, 1997; Gragt al., 2004;
Peltzeret al, 2003; Peltzeet al.,2006; Schaefer, 2006; Kellet al.,2009; Vasconcelost
al., 2009). Las perturbaciones dentro de un habitaticesd el nimero de nichos y
aumentan la variabilidad de las condiciones fisiasual conduce a una reduccion de la
riqgueza, diversidad y equitatividad de especiezéHiat al.,2001; Peltzer y Lajmanovich,
2001; Peltzeet al.,2003).

La manera mas directa de caracterizar una comuidasamble de anuros es por
mediante el estudio del nimero de especies presezdgedecir, a través de su riqueza
(Feisinger, 2003). Rappoet al., (1985) destacan la reduccion de la riqueza de Espec
como uno de los indicadores generales de que usisemma presenta un sindrome de
“insuficiencia”. Este parametro fue Gtil para explolas diferencias entre los ensambles
analizados, teniendo en cuenta que, los sitiomperientes a un ambiente granitico
afectados por la actividad minera presentan unaezi@ de 2 especies (CNantes y
CNmina). Mientras que los sitios que se encuerdraambientes de roca metamorfica y
sin modificacién antropica presentan una riquepeafica de 4-5 especies (A°H y A°V,
respectivamente). Un parrafo aparte merece el Bitatas, el cual posee una riqueza de 5
especies a pesar de representar un ambiente pleteaantficial y perturbado. Un trabajo
realizado por Schaefer (2006) en campos arrocetemostré que estos ambientes
representan sitios con baja riqueza de anurosqmeraina abundancia elevada, indicando
que estos ambientes pueden soportar poblacionesrosas de anfibios anuros. Segun
nuestros resultados, los sitios CNantes y CNmin&alo tienen baja riqueza, sino que
también representarian ambientes no aptos parataogoandes poblaciones. Esto ultimo
podria deberse a las caracteristicas propias dedlisitios, mostrando velocidad de
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corriente y caudal elevado, vegetacion escaza leched y en los margenes de los arroyos

analizados.

Los ambientes alterados pueden presentar una Mariamportante en sus
condiciones fisicas relacionadas con la estruaalgaisaje, su topografia e hidroperiodo
(Hazellet al.,2001; Peltzeet al.,2003); dependiendo de las caracteristicas deriaistde
vida, algunas especies del ensamble de anfibiopa®r mas o menos afectadas por la
variacion en estas condiciones. Segun la caraatédiz de los sitios, observamos que las
Piletas de decantacion es un sitio artificial meytyrbado, con concentraciones elevadas
de iones y materiales en suspension, pero contranie a lo esperado el ensamble de
anfibios presentes es diverso y abundante. Estdepdeberse a una serie de factores
registrados en las Piletas: es un sitio establentdertodas las épocas del afio, no depende
del hidroperiodo natural de la zona, la temperaietaagua es mayor que la de los arroyos
naturales incluso en periodos desfavorables dehdegional, es un sitio con iluminacién
artificial lo que podria aumentar la concentracida items alimenticios (insectos).
Mientras que la estructura del ensamble de anfioks sitios CNantes y CNmina es el
esperado, ya que son sitios que poseen eventogeieencion antropica de alto impacto
como por ejemplo las voladuras de materiales papaoeesamiento minero, cambios del
curso de los arroyos, elevado porcentaje de mk#gren suspension, altos niveles de
“ruido” producido por la trituracién del material l|gs maquinarias y una permanente
actividad antropica. Este resultados concuerdarucosstudio realizado en Pert donde se
encontré que en las concesiones donde se ha dEakzplotacidon minera se ha registrado
una disminucién en el nimero y abundancia de espeal® anfibios que a su vez esta
relacionado con la destruccion y contaminacién tdditat producto de la explotacion
minera por parte de diferentes empresas (Agatlat, 2012).

La ausencia de una especie en un sitio contamimadoenudo supone una
consecuencia de contaminacion. Sin embargo, confoyalamos antes, la ausencia de
esta especie puede ser el resultado de diversosdadiodticos y abioticos no relacionados
con el estrés producido por la contaminacién (Meagyr 1988).Las especies mas
representativas de los ensambles estudiados fi&rama cordobag Rhinella arenarum
Dependiendo de las caracteristicas de historiasdade las especies de anfibios responden
de manera distinta a las alteraciones y modificeesode su habitat, siendo algunas
especies en su conjunto mas tolerantes a las lpactanes (Schmutzet al, 2008; Burton
et al, 2009; Biondaet al, 2011). Segun Kelleet al, (2009) las especies de anfibios de
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habitos generalistas en sus requerimientos deatgibston mas tolerantes a la variacion de
las condiciones ambientalefR. arenarumes considerada una especie conspicua,
generalista en sus requerimientos de habitat yeptedanto en ambientes urbanos como
rurales(Biondaet al, 2011; Biondaet al, 2012). Esta especse registro en sitios cercanos
al establecimiento minero (CNmina, Piletas y A°x)iéependientemente de la alteracion
antropica registrada en los mismos. Debido a Ruarenarumtiene habitos domésticos
(Maneyro y Carreira, 2012), su ausencia en CNaytks baja abundancia en A°H no
estaria relacionada directamente al desarrollo atigidades mineras, sino a que estos
sitios de estudio se encuentran alejados del caeqganminero. Babinet al, (2015a), en

un estudio de ensambles de anfibios anuros en atebi@irbanos, sugiere qB®ana
pulchellusesfrecuente en ambientes de vegetacion abundantenyagter altura, por lo
gue es mas propenso a disminuir en ambientesdd®r®or consiguiente, la presencia de
especies de habitos arbdreos podria constituir vareble respuesta para medir la
alteracion de los ambientes (Babetial, 2015a).B. cordobaede héabitos arboreos, es
considerada una especie bioindicadora y suele @acee en sitios poco perturbados
(Pollo et al, 2016). Sin embargo, se distribuyé en todos Ildsss estudiados
indistintamente de la alteracidén antropica. Estdrigodeberse a la presencia de una densa
vegetacion palustre en todos los sitios analizadasla fuerte correlacion que tiefe
cordobaecon dicha vegetacion para vocalizar y oviponeniBal965). Ademas, estaria
indicando que la riqueza y la cobertura de espedgetales en cuerpos de agua, se
encuentran relacionadas con la rigueza y abundaecespecies de anfibios (Knutsein
al., 2004; Peltzeret al., 2008) lo cual concuerda con la presencia excluslea
Melanophryniscus stelzneen los sitios A°H y A°V en los cuales la preserdgamallines

y cobertura vegetal es elevada.

En los ambientes mas alterados por la actividacerajnalgunas especies fueron
abundantes y frecuentes durante algunos de los d@#iosuestreo y resultd notoria su
disminucién para otros periodos de analisis. Pqraste, en los sitios menos alterado (A°V
y A°H), la composicion de especies en el ensamati® fevemente entre los tres afios de
trabajo. Asimismo, las curvas de rarefaccion indicue el numero de muestreos
realizados fue suficiente en cada sitio, mostranmtaproximacion realista del nUmero de

especies que componen cada ensamble.

Caracteristicas especie-especifica, segun permdas especies a habitos mas

terrestres 0 acuaticos, podrian explicar un mayomenor efecto negativo en las
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poblaciones si ocurriera una alteracion en su amwidlelleret al., (2009), propone que
las especies de anfibios de habitos més terress@s, mas generalistas en sus
requerimientos de habitats, y por ello, mas indd@tes de las variables ambientales. Por
otra parte, la posible modificaciéon de los ambigrdeuaticos, permite presuponer que
aquellas especies de habitos mas acuéaticos, psedamas sensibles a las alteraciones de
los ambientes. El trabajo realizado por Pelteeral., (2006), si bien corresponde a
agroecosistemas, es concluyente al respecto, yarglos ambientes alterados se encontré
una mayor representatividad de las especies desnarrespondientes al gremio terrestre,
seguido del gremio semiacudtico, y una declinacidtable del gremio exclusivamente
acuatico. Nuestras observaciones realizadas emibeate minero arrojaron resultados
controversiales. Por un lado, lo observado en ilasap de decantacion coincide con los
antecedentes planteados, ya que corresponde @lnséis perturbado y en el mismo
registraron especies con habitos terrestResafenarum O. cordobae L. mistacinus, L.
gracilis), y solo una especie arb6rea semiacuatacbrdobag Por otro lado, en los
ambientes menos perturbados (A°V y A°H) se espeuabamayor presencia de especies
con habitos semiacuaticos y acuaticos, pero senabsma configuracion de especies
similar a las Piletas, con cuatro especies de dgletrestresR. arenarumL. latinasusL.
gracilis, M. stelznediy una especie arborea semiacuati®acprdobag En los ambientes
con perturbacion intermedia (CNantes y CNmina)iesnbse observaron solo dos especies
en cada sitio, se registro la Unica especies déosaruaticosl(. latrang del estudio. Esta
controversia en los resultados obtenidos, podri@dicannos que las perturbaciones
observadas no son suficientes como para condiciamarconfiguracion de especies con

habitos diferentes en cada sitio.

5.3. Crecimiento y desarrollo larval

Los ensayos bioldgicos de ecotoxicidad son hermaasede diagndstico ambiental
adecuadas para determinar el efecto de agentessfigi quimicos sobre organismos de
prueba, complementarios a los anélisis fisicoquimig a los indices de Calidad del Agua
(ICAs). Los mismos pueden llevarse a cabo bajo icotks experimentales especificas y
controladas en laboratorio 0 a campo (Castillo Nésrat al., 2004). Ademas, las
mediciones sobre los organismos (puntos finales)laeretapa embrionaria y larval

(crecimiento, desarrollo, supervivencia, anomatiasfologicas) son indicadores de alerta
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temprana a condiciones ambientales desfavorabtegu@ muchas de las respuestas a
estos niveles ocurren en un corto tiempo de exj@osi un factor estresante y permiten

diagndsticos relativamente rapidas de las condési@mbientales (Hawkins, 2007).

Es necesario destacar que los experimentos decogrms Yy jaulas de exclusion
in situ, permitieron descartar posibles efecto®geos propios de las poblaciones de cada
sitio, ya que las larvas desarrolladas en lasndiéstiexperiencias, provenian de los mismos
progenitores.

Nuestros resultados muestran un efecto de lasdaev@ncentraciones de iones en
los cuerpos de agua sobre el crecimiento y dekarfatval. Principalmente se ven
afectadas las tasas de desarrollo y la mortalidadall en el sitio Piletas donde la
perturbacion es mas pronunciada. Recientementehasesugerido que los factores
estresantes ambientales cronicos experimentad@stdulas primeras etapas de la vida
pueden incluir efectos acumulativos que deben seneen cuenta al evaluar las
consecuencias ecologicas del cambio en el ambmuitee las poblaciones (Crespi y
Warne, 2013).

Numerosos estudios han reportado un efecto advaesoFllor en animales
acuaticos incluyendo caracoles, peces y anfibiden@® y Camargo, 2011a, 2011b, 2012;
Caoet al.,2013; Goh y Neff, 2003; Zhaet al., 2013, Polloet al., 2016). Particularmente
en anfibios Goh y Neff (2003) observaron que elorilmio de sodio tiene efecto
teratogénico en embriones de Xenopus. Zlaoal.,, (2013) encontraron que la
metamorfosis ddBufo gargarizansestuvo significativamente inhibida en ambientes co

altas concentraciones de fllor.

La mortalidad observada en nuestro estudio endatmio fue mas pronunciada en
el ensayo con agua proveniente de las Piletas Y@)6ddnde al igual que en estudios
previos (Chaiet al, 2016) una concentracion de Fldor superior almid| produce

toxicidad crénica con efectos teratogénicos erakarv

La exposicion prolongada a altas concentracioneBlat& produce retrasos en el
crecimiento y desarrollo larval (Cheti al.,2016). Nuestros resultados, tanto en laboratorio
como a campo, muestran tasas de desarrollo y aeetordisminuido (Figura 16,18; Tabla
10,13) en las larvas de las Piletas con respestitoa menos perturbados como A°V. Rac

et al., (2005) sugieren que el crecimiento inhibido deldmgas puede estar relacionada a
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elevados niveles de adenosin monofosfato (AMPXuka puede inhibir la fosforilazién

oxidativa y eventualmente deprimir la funcion métaia.

El reclutamiento de anfibios juveniles puede verfeetado por diferentes factores,
entre ellos, el tiempo a la metamorfosis, el paajerde individuos que metamorfosean y
la condicién corporal en la que llagan a la misPechmanret al., 1989; Semlitsclet al.,
1988). Nuestros resultados indican que en losss@fiNantes, CNmina y A°V donde las
concentraciones de Flaor no fueron altas (1,8 ragsl,mg/l y 0,3 mg/l, respectivamente),
no se observaron diferencias significativas eneehppo a la metamorfosis, el nimero de
metamorfoseados ni en las tasas de crecimientosgrmdo. Esto concuerda con lo
sugerido por Zhaet al., (2013) donde sugiere que el flior en concentrasi@decuadas
no afecta e incluso promueve el crecimiento y deBar larval. Por otro lado a
concentraciones mayores de 10 mg/l de fldor, camabservada en las Piletas (16,1 mg/l),
Zhaoet al., (2013) sugieren que el retraso de la metamorfosstblemente sea resultado
de un cambio en la homeostasis de la hormona ¢irfidH), regulador primario de la

metamorfosis en anfibios (Miyata y Ose, 2012).

Se asume generalmente que largos periodos de akskrval confieren un menor
fitness a los metamorfoseados (Wilbur y Collins{39Verner, 1986). Nuestros resultados
concuerdan con este supuesto ya que los individim&nientes de las Piletas demoraron
mas tiempo en alcanzar la matemorfosis y lo hici@an una condicion corporal reducida
respecto a los individuos de CNantes, CNmina y AC¥.inhibicion del crecimiento es
uno de los indicadores mas sensibles de toxic@mdo que el menor tamafio de las larvas
que habitan estos ambientes puede deberse a lai@gpode lones en concentraciones
aumentadas que alteran el crecimiento y desarrédlttemas, la condicion estresante
observada en las larvas del sitio Piletas, primcipate el tamafio pequefio a la
metamorfosis, puede relacionarse a una disminueidfa busqueda de alimento como
resultado directo de la metahemoglobinemia en lesaguajos (Hecnar, 1995).
Disminuciones similares en el tamafio corporal saodtraron a través de analisis de
larvas deR. arenarunde lagunas eutréficas en agroecosistemas (Biendh 2012). Por
otro lado, Wood y Richardson, (2009) sugieren @ueals que se desarrollan en ambientes
con baja transparencia muestran una superviveadizida y baja tasa de metamorfosis.
Esto es consistente con nuestros resultados obteaitlas Piletas, que poseen aguas con
baja transparencia, en donde se obtuvieron bayedesi de supervivencia en larvas que se

desarrollaron tanto en los microcosmos como ejaldas de exclusion.
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Dados los efectos potencialmente negativos de leclam@le contaminantes de los
sedimentos sobre la aptitud fisica de las laneas)drtalidad larval y la baja abundancia de
individuos que alcanzaron la metamorfosis en sisilb@mente perturbados, este estudio
permiten inferir que la exposicion cronica en egt@s contaminados por aportes
antropogénicos podria tener un impacto negativaifgigtivo en la estructura de las
poblaciones adultas de anfibios , pudiendo algagste modo la viabilidad poblacional.

Las caracteristicas de las puestas, como el pesmymero de huevos (potencial
reproductivo), podria representar un indicadoredhdo de conservacion de los anfibios
(Lavilla et al.,2000). Sin embargo, esta informacion es descoagmada la mayoria de las
especies neotropicales. El peso y el nimero deosupromedio de las puestas He
arenarumen los sitios de estudio fue similar al registrado Sanabriat al., (2007) para
una poblacion del desierto del monte de Argentoms, una media de 27,940 + 11,351
huevos por cordon y por Bion@a al., (2011), en agroecosistemas del centro de Cérdoba,

que reportd una media de 23,276 + 8,017 huevosigada para la misma especie.

Se puede definir al huevo como al 6vulo (0 gametcaaes de la gastrulacion,
etapas 1-12 de Gosner) y su membrana vitelina igeroovarico, inmerso en la gelatina
producida en el oviducto (Altig y McDiarmid, 200T)a gelatina provee soporte mecanico
al ovulo, fija los huevos entre si, aumenta laagt@trde esperma congénico y previene de
esperma heterospecifico (Barbieri y Del Pino, 19A%emas, se ha registrado que la
gelatina protege a los huevos de contaminantesadddiente y de depredadores o
patdgenos (Marquist al., 2006; Altig y McDiarmid, 2007). Segun esta senignc en
concordancia con Babini, (2017), se esperaria gastps provenientes de sitios altamente
antropizados, tengan mayor cantidad de gelatina éokevos, lo que les conferiria mayor
peso pero igual niumero de huevos. Sin embargo trogeesultados luego de analizar
puestas d&. arenarumprovenientes de las Piletas, mostraron menor pesenor n° de

huevos; lo que estaria indicando que no poseenmsaptidad de gelatina que los proteja.

5.4. Morfometria y demografia de poblaciones adula

Se considera que los anfibios son altamente fitmodt y cuando son adultos
retornan al mismo sitio en cada periodo reprodaceste sitio es muy frecuentemente el

de nacimiento (Sinsch, 1990). Aqui subyace la ¢orgede que los anfibios adultos,
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atravesaron sus ciclos larvales en los mismosssdmnde se llevd a cabo el estudio.
Ademas, el marcado diferencial de los individuogaa sitio apoy6 esta idea, ya que los
individuos recapturados siempre correspondiercitial de origen y no se tuvo registro de

movimiento de individuos entre sitios de estudio.

Se utilizaron datos morfométricos y la técnica sigueletocronologia para estimar
tasas de crecimiento como un indice de salud digich. Si bien estudios previos (Spear
al., 2009) demostraron en agroecosistemas que losidads provenientes de zonas de
gran intensidad agricola pueden tener el tamafy geedad reducido con respecto a
individuos provenientes de zonas menos perturbadasinguno de los casos se realizaron
estimaciones de crecimiento individual y poblaciomduestros resultados difieren en
cierta medida de los autores anteriores ya que tpataR. arenarumcomo paraB.
cordobaeel tamafio, peso y condicion corporal, no difinidre sitios o incluso fue menor
en los sitios de referencia menos perturbados (A™\H). Comparando las medidas del
peso y tamafo, contrariamente a lo esperado, lhigidaos adultos de Piletas fueron
relativamente mas grandes, mas pesados y mostnasomayor condicién corporal que
los individuos de arroyos. Este aumento de valorsigoifica necesariamente que los
individuos tengan mejor estado de salud (Polo Cetvéd, 2010). Un habitat puede inducir
diferencias fenotipicas en las poblaciones natsiaksultando en rasgos aparentemente
sanos, como un tamafio corporal mayor que no podrialacionarse necesariamente con
la verdadera condicion de salud de la poblacioncd@rsecuencia, los individuos de las
Piletas pueden tener una condicion corporal maspaitque el ambiente presenta una alta
disponibilidad de recursos alimenticios y tempewgumas calidas que promueven la
digestion y aumentan la tasa metabdliear lo tanto, la seleccion de este sitio podria
explicarse por las caracteristicas reproductivasofdgicas de estas especies. La eleccion
de las Piletas porR. arenarum posiblemente esté relacionada con su estrategia
reproductiva, prefiriendo los estanques Iénticas ioeidencia directa de luz solar como
sitios de oviposicion (Biondat al, 2011). AdemasB. cordobaepodria elegir las Piletas
porque prefiere los estanques con vegetacion palusimo sitios de reproduccion,
favoreciendo también la disponibilidad del sitioadato (Barrio, 1962FEn consecuencia,
la condicidon corporal de los individuos en estd®sipuede no ser un buen indicador a
partir del cual se pueda evaluar la respuestasiararos a la contaminacion debido a la

actividad minera.
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Varios estudios de ambientes alterados confirmanmdificaciones de algunos
rasgos demograficos en poblaciones de anuros (Sésd, 2007; Attademet al, 2014;
Zhelevet al, 2014; Zamora-Camacho y Comas, 20148).edad promedio registrada en
este estudio no fue significativamente diferentieclos sitios par&. arenarum pero si
observamos diferencias entre sitios cuando corasites aB. cordobae con menor edad
promedio para los indivduos de A°H que los indigisliiprovenientes de los sitios mas
alterados (CNantes, CNmina, Piletas). Sin embragdaliferencia de muchos trabajos
previos, se utilizaron modelos de crecimiento pablzal (von Bertalanffy, 1938) que
relacionan el tamafio y la edad arrojando estimasicte crecimiento, ademas de la
estimacion de parametros demograficos de las pohks analizadas. Como puede
observarse, las curvas de crecimiento y los paramestimados por los modelos de von
Bertalanffy (1938) par&. arenarumlas tasas de crecimiento (K) son mayores en CAImin
y Piletas indicando que alcanzan el tamafio maxi@a® népido que los individuos de A°V,
pero el tamafio maximo estimado (LHCmax) es mendo®sitios perturbados que en el
sitio de referencia. Un patron similar se obseivanalizar la tasa de crecimiento (K) y el
tamafio maximo estimado (LHCmax) para las poblasiateB. cordobae Los cuales
predicen que las poblaciones que habitan sitios pecturbados (A°V y A°H) dedicaran
mayor tiempo en mantener un crecimiento prolongagor consiguiente alcanzando un
tamafio mayor a edades avanzadas que aquellas ipobRcprovenientes de sitios

perturbados por la actividad minera (CNmina, Psleta

La estimacion de los parametros demograficos ddapioimes de anfibios es
preciso para establecer los posibles efectos daltaracion o cambio en su ambiente, ya
que a partir de los mismos, se estiman paramet®gcos basicos de una poblacion
(Sinsch et al.,, 2001, 2002). Las caracteristicas de los ambientexificados
antropicamente pueden afectar la reproduccion g gdaeracional de los anfibios anuros
(Kutrup et al, 2011). Cuando analizamos los parametros estisnpdoaR. arenarum
vemos que los individuos provenientes de las Rilataanzan la madurez sexual en el
transcurso de su tercer aflo de vida mientras qudividuos provenientes de CNmina y
A°V alcanzan la madurez a los dos afios. Por otto, lparaB. cordobaeobservamos que
los individuos provenientes de CNantes y Piletaaradan la madurez sexual a los tres
afos de vida, mientras que las poblaciones prontasiede A°V y A°H alcanzan la
madurez a los dos afios. Esto podria repercutirctdireente en la diferencia que

observamos en el LHC a la madurez sexuaRerarenarumy B. cordobaedonde los
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individuos del sitio Piletas son de mayor tamafgie Eesultado coincide con lo registrado
por Attademoet al, (2014), al comparar dos poblacioneslLdptodactylus latinasug
Leptodactylus mystacinuen un cultivo y en un bosque nativo, concluye ea € menor
LHC promedio en el bosque podria deberse a quedosduos comienzan a reproducirse

un afo antes que en el cultivo.

El punto de mayor importancia es que la edad aaldunez sexual y la longevidad
permitieron calcular el potencial reproductivo (RiR)las poblaciones de todos los sitios
estudiados. Parma. arenarumlas diferencias fueron leves, donde se calcul®Rrde tres
afos en todos los casos menos para las hembras Bddtas fue de dos afios. En cambio
cuando se estim6 el PR para las poblacioneB.deordobaese observaron diferencias
importantes. Las poblaciones provenientes de logy@s que discurren sobre roca
metamorfica con baja alteracién antrépica (A°H yWAtuvieron un PR de tres y cuatro
afos. Mientras que las poblaciones provenientessities con mayor perturbacion

(CNantes y Piletas) mostraron un PR reducido deydies afos.

La modificacion de parametros demograficos en ambbée alterados, como un
retraso en la madurez sexual, reduccion de la \odge y reduccién del potencial
reproductivo, fue determinado para las dos espesiesste estudio y concuerda con lo
hallado por otros autores (Spearal, 2009; Attademet al, 2014; Zhele\et al, 2014) en
ambientes con diferente grado de alteracion. Eswmdtados respaldan la idea de que las
caracteristicas de los ambientes modificados aoagente pueden afectar el
comportamiento reproductivo y la edad generacidaedbs anuros (Kutruet al, 2011), lo

que podria conducir a una disminucion de la pobraailargo plazo.

En virtud de los resultados derivados del estudiardcimiento y desarrollo larval;
se observaron bajas tasas de desarrollo, altas tésamortalidad larval y un bajo
porcentaje de individuos que alcanzan la metamisries ambientes perturbados. Estos
resultados indicarian que ante una menor densidaddividuos reclutados, disminuya la
competencia y aquellos sobrevivientes se benefd&elos mayores recursos disponibles,
alcanzando tasas de crecimiento mas elevadas didanyapesos superiores en la etapa
terrestre. Nuestros resultados indican que losreslde tasa de crecimiento poblacional
(K) en la etapa terrestre, en las dos especiesliadas, son superiores para los sitios
perturbados. Esto puede estar relacionado a lcsggieren algunos autores (Metcalfe y

Monaghan, 2001; Mangel y Munch, 2005; Orizaelaal, 2010), en que los organismos
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poseen una alta plasticidad en la duracion de ®lssode vida, pudiendo mitigar los
efectos de un retraso en el inicio de una detedmingtapa de vida al aumentar el
crecimiento y el desarrollo durante las etapas epioses con tasas de crecimiento
submaximas, mostrando lo que se conoce como cetionicompensatorio o de
recuperaciéon. Sin embargo, estos mecanismos dem@ato compensatorios deben
equilibrarse ya que pueden tener efectos sobreidardgvencia y la aptitud durante la
ontogenia (Orizaolat al., 2010). El retardo en alcanzar la madurez seiadbngevidad
reducida y el menor potencial reproductivo de lablgciones de anfibios que habitan
ambientes perturbados (Piletas), podrian ser eltceefdirecto del gasto energético que
conlleva el crecimiento compensatorio en las pram@tapas del ciclo de vida en la tierra

para compensar los limitados eventos reproductieasun mayor esfuerzo en cada uno.

Considerando las caracteristicas especie-espegifiegpendiendo si son especies
de habitos terrestres, arboricolas o acuaticaslgouexplicar un mayor o menor efecto en
la poblacion si ocurre una alteracion en el ambid€Kelleret al, 2009). En este sentido
resulté valiosa la utilizacion de dos especies habitos reproductivos y ecoldgicos
diferentes, ya que el andlisis demografico de laslguiones adultas arrojo diferencias
entre especies en los parametros afectados poctiddad minera. Segun nuestros
resultados la especie mas afectada e cordobae Esta tendencia se reflejo
principalmente en la variacion de las variablesfamétricas, en el reducido LHCmax
estimado y en el menor potencial reproductivo de poblaciones en ambientes

perturbados (Piletas).

5.5. Conclusiones y consideraciones finales

El andlisis Fisico-Quimico del agua de los sitissuéiados, permitié determinar
que las Piletas presentan grandes concentracieniesmes, muy por encima de los valores
permitidos para la conservacion de la biota y ghreonsumo humano. Por otro lado, el
agua de los arroyos (CNantes, CNmina, A°V, A°Hkpreé menor concentracion de iones
y no mostraron mayores diferencias en los parasétisico-Quimicos del agua, por mas

que estos discurran por diferentes ambientes gjicbds.

Para una correcta caracterizacion de los sitiosstiedio, complementariamente a

los analisis Fisico-Quimicos del agua, fue neceseonsiderar una multiplicidad de
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factores bidticos y abidticos, para determinar tefamente el nivel de perturbacion
antropica.

El sitio A°V tiene la mayor diversidad de especeeguido de las Piletas, que mas
alla de ser un sitio artificial altamente pertupadsoporta poblaciones adultas
relativamente abundantes. Mientras que los arrogigales asociados a la mina (CNantes

y CNmina) presentan baja riqueza y abundancia jpecess.

Los factores que mas influyeron en el crecimientiegarrollo larval son los fisico-
guimicos del agua, principalmente el ion flior,gyee en la experiencia de microcosmos y
en la experiencién sity, la tendencia de los parametros biolégicos fuelainEn el sitio
Piletas, la mortalidad fue alta, el reclutamientjoby bajas tasas de desarrollo larval.
Mientras que en el resto de los sitios no se obsenvmayores diferencias en los

parametros biolégicos considerados.

La alteracion del habitat por la actividad minempvoco reajustes en las
caracteristicas de historias de vida en las painasi de las dos especies, destacandose un
retardo en alcanzar la madurez y una longevidagcréd en las poblaciones provenientes
de las Piletas. Las diferencias obtenidas en k®gosade historias de vida entre los sitios
estudiados, pueden explicarse por la reducida lotge de los individuos y/o por el
crecimiento compensatorio, esto Ultimo es necesgrara equilibrar los beneficios del
rapido crecimiento con los costos que puede teaaitdr los sitios altamente perturbados.
Esta plasticidad durante la ontogenia puede saeelnismo principal por el cual algunas

especies pueden prosperar en estos ambientes atebiag.

Teniendo en cuenta las predicciones establecidagrhcidad de las mismas fue
variable: Respecto de la predicciPt (Los cuerpos de agua asociados directamente a la
actividad minera presentaran valores de los paramdisico-quimicos del agua que
indicaran alta perturbacion antrépica) fue verdadpara todos los sitios, reflejando

cambios notables en los parametros fisicoquimiebaglia.

La prediccion referida al ensamble de anfibR® (Los ensambles de anfibios
asociados a ambientes perturbados por la minedaraeterizaran por su bajo numero de
especies y baja abundancia de individuos con rasgetos ensambles de ambientes no
perturbados) por un lado fue falsa, ya que enti artificial (Piletas) que es el mas

perturbado de los estudiados, la riqueza y divadside anfibios fue considerablemente
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alta; mientras que por otro lado la prediccion veedadera, ya que los arroyos naturales
asociados directamente a la mina (CNantes y CNnmpiosg¢en bajo numero de especies y

baja abundancia.

La prediccionP3 (En los sitios asociados directamente a la a&vichinera la
mortalidad sobre los estadios larvales sera m&ydiempo de desarrollo y crecimiento a
la metamorfosis sera mayor y el reclutamiento déamerfos sera menor, que en las
poblaciones de los sitios no perturbados por laerfah fue verdadera, teniendo en cuenta

los resultados de las dos experiencias realizatiaspcosmos y jaulas de exclusion in situ.

La prediccién referida a la demografia de las pbies de anfibios en la etapa
terrestreP4 (Las poblaciones de anfibios en ambientes perdioddendran una menor
edad promedio, un retardo en alcanzar la edad degtiva y un crecimiento individual
reducido con respecto a las poblaciones proversiaetdeambientes no perturbados por la
actividad minera) fue verdadera, aunque la edachg@dd no se diferencié entre sitios
como se esperaba. Ademas, las principales difergmtitre sitios estuvieron relacionadas
a las curvas de crecimiento (K y LHCmax) de laslgmbnes, resultado no previsto en las

predicciones.

Con el analisis de la multiplicidad de parametrés-drologicos expuestos, se
pusieron a prueba las hipotesis de estudio, ya sguedetermind la afectacion del
emplazamiento minero Los Cerros Negros. Este efestalté ser puntual y limitado casi
exclusivamente a las Piletas de decantacion. Podaro, Los arroyos estudiados, si bien
poseen diferente grado de perturbacién, no repiasem la actualidad riesgo ecolégico
alguno para la biota regional.

5.6. Recomendaciones

Los arroyos CNantes y CNmina discurren a travésatkd en donde se realiza la
extraccion y movimiento de minerales. Estas acies afectan los margenes de los
arroyos, modifican su caudal y el curso de los m&sndemas corresponden a los sitios
donde menos diversidad y abundancia de anfibiosgistré. Por lo tanto, seria importante
considerar la extraccion minera sin afectar éshan&rpetros naturales de los cursos de agua
regionales, ya que la actividad en esta instamoirgccion, traslado, etc) no necesita estar

exclusivamente asociada a los cursos de agua lestura
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En el analisis demografico de las poblaciones adiilte fundamental la utilizacion
de dos especies con habitos reproductivos y eaalggliferentes, ya que las mismas no
respondieron de igual manera a similares perturbasi La especie mas afectada Bue
cordobae Esta tendencia se reflej6 principalmente en ldag@n de las variables
morfométricas, la reduccion del SVLmax y la men®& & sus poblaciones en sitios
alterados como las Piletas. Por lo tanto, paradestufuturos, es extremadamente
importante conocer la biologia de las especiesimmas, debido a que no todas las

especies de anfibios podrian responder de la misam&ra a perturbaciones similares.

Finalmente, se recomienda continuar el monitordoadea de extraccion minera
estudiado, especialmente el arroyo que discurreldoorde norte de las Piletas, porque las
sales de sulfatos (S representan uno de los parametros fisicos quéracmonitorear,
debido a que esta sal aumenta en los sistemascasud¢ 30 a 40 veces por encima de los
parametros normales por a la actividad minera,bpesiente por procesos de filtracion
desde las Piletas hacia los arroyos circundantsta &l (S®@) podria representar un

indicador directo de una actividad sustentablexti@ecion minera.

Los resultados y conclusiones de este trabajo, frestain que los sistemas con
elevadas concentraciones de iones, principalméate artificial, como las Piletas y/o
natural, como el arroyo Cerros Negros en todostiusos, cuando se encuentran por
encima de los limites sugeridos para la protecd®fa biota acuatica, impactan sobre las
poblaciones de anfibios locales. Sin embargo, skriauma importancia evaluar también
el estado poblacional de estas especies, analizpadmetros ecoldgicos tales como
reclutamiento de metamorfoseados, éxito reproduictiinamica poblacional, entre otras,
permitiendo una vision a largo plazo mas integrablystica del estado de conservacion de

los anfibios anuros que habitan esta region coradbes concentraciones de fltor.
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Caracteristicas morfologicas de los adultosRderenarum y B. cordobae para cada sitio. Se muestran promedios = des\@@madar y rangos (en
paréntesis).

CNantes CNmina Piletas A°V A°H
Variables
Machos Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos Hembras
n - - 21 14 42 8 10 17 - -
88,6218,63 94,0416,23 93,3415,8 101,243,4 89,6+14 95,43+13,6 - -
LHC (mm) - -
(74,4-105,3) | (85,78-106,8) | (78,83-104,1) (96-109,6) (62,1-102,3) (60,1-117,3)
Rhindla
74,12+11,5 91,25+20,6 97,84+16,3 108,4+13,1 85,2+14,9 89,49+30,9 - -
arenarum Peso (9) - -
(48,5-90) (57,9-119) (78-132,6) (93-122,8) (60,8-101,9) (42-144,5)
Condicidn 0,113+0,33 0,101+0,016 0,12240,027 0,099+0,013 0,145+0,45 0,105+0,032 - -
corporal (0,07-0,18) (0,087-0,137) | (0,088-0,186) | (0,08-0,115)| (0,098-0,204) | (0,065-0,166)
n 15 - - - 32 11 14 20 31 14
51,01+£3,9 47,84£3,24 52,26%2,6 48,7+4,39 52,78+5,03 43,89+3,70 45,27+6,81
LHC (mm) - - -
(42-55,37) (43,26-54) (49,5-55) (41-58,26) (42-60) (39,8-51,5) (39-52)
Boana
8,9+1,64 9,95+2,18 12,71+2,13 8,75+1,86 11,73+3,33 7,39+1,59 10,0043,93
cordobae Peso (g) - - -
(6,2-12) (7-15,5) (9,6-16,1) (6,3-13,6) (7,5-17,3) (6,3-11,2) (8,4-15,1)
Condicion | 0,068+0,012 0,09+0,011 0,089+0,011 | 0,085%0,016 0,083+0,017 0,09+0,016 0,10+0,017
corporal (0,05-0,094) (0,063-0,111) | (0,07-0,104) | (0,051-0,109) | (0,064-0,121) | (0,061-0,121) | (0,075-0,124)

Sitios resaltados en celeste; arroyos que disciswbre roca granitica con diferente grado de a&li@naminera. En verde se resalta el sitio artifiRiletas) con elevado grado de

alteracion antrdpica. Sitios resaltados en naramjayos que discurren sobre roca metamorfica egmdlteracion antrdpica.




Parametros de historia de vida Reareanrum y B. cordobae para cada sitio de estudio. Se muestran la eddihptedad modal de la muestra;
Edad a la madurez sexual (EMS); Largo hocico cl@aeamadurez sexual (LHC a EMS); Longevidad ersaRotencial reproductivo (PR); Tasa
de crecimiento (K) y tamafio maximo (LHCmax) estimadr los modelos de von Bertalanffy.

Variabl CNantes CNmina Piletas A’V A°H
anables Machos Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos Hembras
n - - 18 13 26 8 9 14 - -
Edad media : _ 3,11+0,71 3,08+0,79 3,37+0,83 3,4+0,55 3,2+0,84 3,08+0,98 : )
(2-4) (2-4) (3-5) (3-4) (2-4) (2-5)
Edad modal - - 3 (50%) 3 (41,6%) 3 (52,63%) 3 (60%) 3 (40%) 2 (38,46%) - -
EMS - - 2 2 3 3 2 2 - -
Rhinella | LHC a EMS - - 78,37+4,25 | 88,17+8,17 83,15+3,36 | 98,06+4,82 75,12 84,17+6,31 - -
arenarum | pngevidad - - 4 4 5 4 4 5 - -
PR - - 3 3 3 2 3 4 - -
K 0,7+0,11 0,76+0,11 0,77+0,10 0,42+0,12 0,39+0,06 0,4+0,06 - -
: ) (0,49-0,92) | (0,53-0,96) (0,55-0,97) | (0,18-0,69) (0,27-0,5) (0,26-0,51)
LHC max _ ) 101,6£4,95 105,8+4,08 102+3,42 135,8£13,6 | 125,5+7,95 | 135,5+10,7 - -
(91,3-113) (97-114) (94,8-109,1) | (95,7-160) | (104,4-145) | (113-156,1)
n 14 - - - 25 9 12 17 23 14
Edad media 3,7310,65 : : i 3,4+0,58 3,43+0,53 3,55+0,63 3,85+0,73 2,81+0,61 3,32+0,99
(3-5) (3-5) (3-4) (2-5) (2-5) (2-4) (2-5)
Edad modal| 4 (54,54%) - - - 3 (64%) 3 (57,14%) 3 (47,5%) 3 (38,46%) 3 (35%) 3 (50,5%)
EMS 3 - - - 3 3 2 2 2 2
Boana LHC a EMS | 46,38+3,79 - - - 47,04+1,97 | 51,20+2,53 | 49,13+3,39 | 54,90+2,96 | 42,86+0,91 | 46,57+4,34
cordobae | Longevidad 5 - - - 5 4 5 5 4 5
PR 3 - - - 3 2 4 4 3 4
K 0,45%0,19 : : i 0,45+0,13 0,47+0,16 0,32+0,07 0,28+0,98 0,25+0,088 | 0,29+0,062
(0,09-0,88) (0,19-0,78) | (0,04-0,86) (0,24-0,4) (0,12-0,46) | (0,19-0,30) | (0,22-0,33)
LHC max 57,7£7,1 : : i 51,246,3 58,6+7,08 63,2+4,12 65,8+5,79 66,215,28 64,3+6,44
(48,8-60,7) (40-58,2) (45,3-67,3) | (54,8-70,1) (50,5-76) (61,1-71,5) | (54,4-69,4)

Sitios resaltados en celeste; arroyos que discsobre roca granitica con diferente grado de @li@maminera. En verde se resalta el sitio artififiRletas) con elevado grado
de alteracion antrépica. Sitios resaltados en j@rarroyos que discurren sobre roca metamorficebaga alteracién antrépica.
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Abstract—Most anurans exhibit sexual size dimorphism (SSD). This morphological variation between the sexes
may be attributed to different ages at maturity, growth rate, or longevity. We present the first data on age structure
and growth pattern of Hypsiboas cordobae using skeletochronology, and analyze SSD considering age-specific
differences in body size based on 71 individuals. Snout-vent length (SVL) and body mass (BM) were significantly
different between the sexes. Females were larger and heavier than males, but mean age between adult males and
females was not significantly different. Minimum age at sexual maturity, longevity, and potential reproductive
lifespan did not differ between the sexes. Female SVL and BM at sexual maturity were significantly larger than
those of males. ANCOVA revealed significant sexual differences in body size and weight. The sexual dimorphism
index in body size was 0.0679 (SVL) and 0.3621 (BM). Growth curves using the von Bertalanffy model showed
a similar profile in both sexes, but the growth coefficient was higher in males. Age determination and the von
Bertalanffy growth model for H. cordobae allowed us to determine SSD and our results may provide baseline data

on the demography of H. cordobae.

Key Words.—age distribution; demography; longevity; skeletochronology; sexual selection

INTRODUCTION

Sexual size dimorphism (SSD) is a difference in
body length or mass of sexually mature organisms and
has been demonstrated in a variety of animals (Kupfer
2007). Differences in body size or shape between sexes
within a population might be produced under sexual
selection (Shine 1988) or from ecological differences
between sexes (Slatkin 1984; Shine 1989). Amphibians
are often sexually dimorphic in body size and shape,
color, morphology, ornaments, and physiological
characteristics (Kupfer 2007; Bell and Zamudio 2012).
Several hypotheses aim to explain the existence of SSD
in amphibian species. Male-biased SSD is promoted
when males are territorial and involved in male-male
combat (Tsuji and Matsui 2002; Kupfer 2007; Liao et
al. 2015). Female-biased SSD is promoted by fecundity
selection and high male mortality rates (Shine 1988;
Liao et al. 2015). SSD is a widespread phenomenon in
numerous anuran species in which females (Reinhard et
al. 2015) or males (Taborsky et al. 2009) have a larger
body size than the opposite sex. This variation can also
be attributed to different age at maturity, growth rate, or
longevity (Uziim and Olgun 2009; Sinsch et al. 2010;

Copyright © 2017. Manuel Otero
All Rights Reserved.

Casale et al. 2011); therefore, consideration of these
factors is essential in the study of anuran SSD.

Determining the age of individual amphibians
provides crucial information on demographic
parameters, such as longevity, growth rate, and size at
sexual maturity of a population (Duellman and Trueb
1994). Also, skeletochronology is considered a reliable
method for age estimation and growth rates of many
vertebrates, including amphibians (Sinsch et al. 2001;
Marangoni et al. 2012). This method is based on the
observation of annual growth rings of bones (commonly
known as lines of arrested growth, LAGs). These rings
are formed during hibernation and reflect the seasonal
changes in growth rate (Smirina 1994; Bionda et al.
2015). However, age estimation may be underestimated
or overestimated if a correct interpretation of LAGs is
not performed (Sinsch 2015).

The genus Hypsiboas contains 93 species, most of
them included in seven species groups (Frost, D.R. 2016.
Amphibian Species of the World: An Online Reference.
Version 6.0. Electronic Database accessible at http://
research.amnh.org/herpetology/amphibia/index.html.
[Accessed 26 August 2016]). The Hypsiboas pulchellus
group currently has 37 species (Faivovich et al. 2005;
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Kohler et al. 2010; Batista et al. 2015), including H.
cordobae (Barrio 1965). This species is distributed in
the hills of Cérdoba and San Luis provinces, Argentina
(Barrio 1965; Baraquet et al. 2015). Available literature
about H. cordobae is mainly related to cytogenetics
(Barale et al. 1991; Baraquet et al. 2013b), bioacoustics
(Baraquet et al. 2013c¢, 2015), and hematology (Baraquet
et al. 2013a, 2014).

Although morphometric analyses for H. cordobae
were performed by Cei (1980) and Baraquet et al. (2012),
none of these studies considered age-related differences
in body size. The aim of this study is to present the
first data on the growth pattern, age at maturity, and
longevity of H. cordobae. Furthermore, we determine
whether SSD, considering age-related differences in
body size, exists in H. cordobae, and evaluate it in
relation to demographic parameters.

MATERIALS AND METHODS

Study area—Sampling site was located in central
part of the Sierra de Comechingones, Cérdoba, Argentina
(32°50'34"S, 64°79'30"W, 1,200 m elevation). This
region is characterized by a semi-humid to semi-dry
climate with a deficit of water in the winter. This area
is enclosed within the 19° C isotherm. Mean annual
rainfall is approximately 901 mm (Oggero and Arana
2012).

Field data collection—We collected 71 H. cordobae
September 2013 to March 2014 (10 froglets, one
juvenile, 39 adult males, and 21 adult females). We
hand-captured individuals during surveys on the shores
of streams and ponds, and newly metamorphosed
froglets with tails not completely reabsorbed while
emerging from ponds. We determined the sex of adults
using external secondary sexual characters (black vocal
sacs in males, and eggs readily visible through the
abdomen wall in females). We measured the snout-vent
length (SVL) of each individual using a digital caliper
(0.01 mm) and body mass (BM) using a digital balance
(0.01 g). We clipped the longest right phalanx of each
frog and preserved it in 70% ethanol. We released all
individuals at their capture site.

Age determination—We performed laboratory
protocols  following standard skeletochronology
methods (Bionda et al. 2015; Otero et al. in press):
(1) fixation in 4% formalin (at least 12 h), (2)
decalcification of bones (5-10%) formic acid (24 h),
(3) paraffin embedding, (4) cross sectioning of the
diaphysis at 10-12 um using a rotary microtome, (5)
staining with Ehrlich’s haematoxylin (3 min), (6) light
microscopic count of the number of lines of arrested

growth (LAG) at 100 %, and (7) documenting the most
informative cross sections with photographs taken with
a digital camera. We identified and interpreted LAGs
following Sinsch (2015) for neotropical species, and
LAGs were independently counted by two researchers.
We identified double and false lines following Sinsch
et al. (2007), and we assessed endosteal resorption by
observing the presence of the Kastschenko line (KL;
the interface between the endosteal and periosteal
zones; Rozenblut and Ogielska 2005). Furthermore,
we assessed the complete resorption of the innermost
LAG by comparing the diameter of the smallest juvenile
cross-section with the diameter of the resorption line
of adults (Li et al. 2013). We estimated demographic
variables following Bionda et al. (2015) and Otero et
al. (in press): (1) age at maturity: the minimum number
of LAGs counted in breeding individuals; (2) longevity:
the maximum number of LAGs counted in reproductive
individuals; (3) potential reproductive lifespan: the
difference between longevity and age at maturity;
(4) size at maturity: the average SVL of all first-time
breeding adults with the minimum number of LAGs;
and (5) modal lifespan: mode of age distribution.

We constructed a growth model following the von
Bertalanfty (1938) equation, previously used in several
studies of amphibians (Cogalniceanu and Miaud 2002;
Guarino et al. 2011; Bionda et al. 2015). We used
the following equation: SVL = SVL__ - (SVL__
SVL, ) e® ¢ where SVL = average SVL at age
t, SVL = maximum (asymptotic) SVL, SVL_ =
average SVL at metamorphosis, # = number of growing
seasons experienced (age), t = age at metamorphosis,
fixed to 0.4, and K = growth coefficient (shape of the
growth curve). In the von Bertalanffy growth model,
body length is considered as a function of age, and we
fit length to the average growth curve using the least
squares procedure.

Data analysis.—We used parametric tests when the
data met the assumptions (normality and homogeneity
of wvariance) and non-parametric Kruskal-Wallis
tests otherwise. We used an analysis of covariance
(ANCOVA) with age as a covariate to compare SVL and
BM between sexes. Pearson’s correlation coefficient
was computed to assess the relationships between
SVL-BM and age. We also estimated SSD using the
Lovich and Gibbons (1992) sexual dimorphism index
(SDI): SDI = (size of larger sex / size of smaller sex) +
1; +1 if males are larger or -1 if females are larger, and
the result arbitrarily defined as positive when females
are larger than males and negative in the contrary. We
performed all tests using the Statistica 6.0/W software
package (Statsoft Inc., USA) with P < 0.05 considered
significant.
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FiGurEe 1. Examples of phalangeal cross-sections (10 pm thick) of Hypsiboas cordobae (mc = medullar cavity; pb = periosteal bone; eb
= endosteal bone; kl = Kastschenko line). (A) Newly metamorphosed individual (SVL = 31.9) without lines of arrested growth (LAGs),

and (B) male; SVL: 45.1 mm; 2 LAGs (white arrows).

RESuLTS

Bone histology—All individuals studied showed
recognizable bone structures that allowed age
determination. In newly metamorphosed individuals,
sections had a large medullar cavity and no LAGs
(Fig.1A). In adults, well-defined LAGs were found in
the periosteal bone (Fig.1B). Endosteal resorption was
present in 24 individuals (39% of the total) and well-
defined Kastschenko lines were easily observed, but the
resorption did not hamper age determination because
the first LAG was never completely reabsorbed (Fig.
1B). In many cases, the outer most lines were closely
adjacent, but at the insertion site of the phalangeal
ligament, it was possible to discern the peripheral LAGs
and to reliably count them. We observed double LAGs
and false LAGs in two males and one female, and we
account for these in age estimation.

Body length, weight and age—Female SVL
averaged 51.27 + (SD) 5.06 mm and was significantly
larger than male SVL, which averaged 48.01 £ 4.9 mm
(F,45=5.85,P=0.018). Average female weight (12.3 +
2.53 g) was also significantly greater than in males (9.03
+244 g F ,=24.81, P <0.001). Mean age was not
significantly different between adult males and females
(H=1.32, P=0.205; Table 1).

Life-history traits of H. cordobae showed little
variation between sexes (Table 2). We found no sexual
differences in longevity. Modal age was similar between
sexes; 3 y in both males (58.9%) and females (47.3%).
Potential reproductive lifespan was similar between
sexes. Minimum age at sexual maturity was close to 2
y in both sexes, and minimum SVL at sexual maturity
was 38.9 mm in males and 41.35 mm in females (Fig.
2). Mean SVL at sexual maturity was slightly larger
in females than in males, but this difference was not
statistically significant (H = 2.82, P = 0.092); whereas,
weight at sexual maturity was significantly greater in
females than in males (H = 4.53, P =0.044).

Sexual size dimorphism.—SVL and BM were
significantly and positively correlated with age in both
sexes (SVL males: n = 39, r = 0.36, P < 0.05; SVL
females: n =21, »=0.78, P < 0.05; BM males: n = 39,
r=0.39, P <0.05; BM females: n = 21, » = 0.68, P
< 0.05). When the effect of age was controlled, SVL
differed significantly between sexes (F, ;, = 25.41, P <
0.001) as did BM (F, ;,=26.07, P<0.001). However, in
both sexes, variation in SVL and BM at comparable ages
were large; consequently, we observed large overlaps
between body size and weight of individuals from
different age classes. The sexual dimorphism index
(SDI) in body size was 0.0679 for SVL and 0.3621 for

TaBLE 1. Snout-vent length (SVL), weight, and age of Hypsiboas cordobae collected south of the Sierra de Comechingones, Cordoba,

Argentina. Mean values + SE and ranges (in parentheses) are given.

Parameters Tadpoles (n = 10) Juvenile (n=1) Males (n = 39) Females (n =21)
SVL (mm) 28.94 +1.93 (25.8-31.9) 35.1 48.01 +4.99 (38-56.26) 51.27 +5.06 (41.15-58)
Weight (g) 1.91+£0.32 (1.38-2.35) 4.01 9.03+£2.44 (45-15.1) 12.3+£2.53 (8.2-17.4)
Age (years) 0.4 1 3.18 £ 0.64 (2-5) 3.47+0.87 (2-5)
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FI1GURE 2. Relationship between body length (SVL) and age classes in Hypsiboas cordobae. Lines represent the von Bertalanfty’s growth

model; males: solid line; females: dotted line.

BM. Variation in SDI (age class/SDI) was: 2/0.0293,
3/0.0634, 4/0.0427, 5/0.0721 for SVL, and 2/0.3136,
3/0.3059, 4/0.4294, 5/0.0357 for BM. Females had
larger average SVL and BM than males in all age classes.

The von Bertalanffy growth model adequately fitted
the age/body-length data with 72 = 0.832 in males
and ? = 0.939 in females. Growth models showed a
similar shape in males and females (Fig. 2), but the
growth coefficient was slightly higher in males than in
females (K + CI, males: 0.347 £+ 0.093; females: 0.298
+ 0.078). We observed a decrease in growth rate for
both sexes from the 2™ to the 3™ year, which follows
sexual maturity. The estimated asymptotic SVL for both
sexes (males: 60.71 £ 4.64 mm; females: 64.91 + 5.81
mm) was larger than the maximum SVL recorded in this
study.

DiscussioN

This is the first study to use skeletochronology
to estimate the age and demographic parameters to
corroborate SSD in H. cordobae. Formation of LAGs
is genetically controlled based on a circannual rhythm
(Marangoni et al. 2012; Sinsch 2015). The formation
of bone growth layers of H. cordobae may be associated
with the marked seasonality of the temperate region.
In these regions, the length of the cold period has been

identified as one of the most important variables in
differentiating growth patterns (Caetano and Castanet
1993). The validity of these patterns has been confirmed
in several species: European Common Toads (Bufo
bufo; Hemelaar 1981), Natterjack Toad (Bufo calamita;
Sinsch et al.2007), European Tree Frog (Hyla arborea;
Ozdemir et al. 2012), and South American Common
Toads (Rhinella arenarum; Bionda et al. 2015).

The histo-morphological structure of the diaphysis
of H. cordobae phalange was relatively uniform, with
a parallel-fibered bone matrix. Stained lines of arrested
growth (LAGs) were clearly visible between zones of
thicker layers of bone deposited during growth periods
(Miaud et al. 2007). Several studies have demonstrated
that bone resorption never, or only partially, reaches
the innermost LAG (Sinsch et al. 2001; Iturra-Cid
et al. 2010). These observations are consistent with
our observations of Kastschenko lines in the bones of
H. cordobae. We occasionally observed double and
false lines, but they were unclear or incomplete and
distinguishable from the LAGs. The age of individuals
was more accurately estimated by considering bone
resorption in cross sections of phalanges and detection
of false LAGs.

We found a positive significant correlation between
body size (SVL-BM) and age for both sexes. This
observation, explained by the indeterminate growth

TaBLE 2. Demographic life history traits of Hypsiboas cordobae collected south of the Sierra de Comechingones, Cordoba, Argentina.
Mean + SE and ranges (in parentheses) are given. Abbreviations are n = sample size, A = age mode (frequency); AM = age at sexual
maturity (years); L = longevity (years); PRLS = potential reproductive lifespan (years).

Sex n A AM L PRLS SVL at AM Weight (g) at AM
Male 39 3 (58.9%) 2 5 3 41.5+2.8 (38.9-44.6) 6.8+ 1.71 (5.1-8.9)
Female 21 3 (47.3%) 2 5 3 43.42 + 1.9 (41.35-45) 8.9+ 0.81 (8-9.6)
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typical of ectothermic animals, confirms the results
of multiple studies (Kyriakopoulou-Sklavounou and
Grumiro 2002; Ozdemir et al. 2012; Cajade et al.
2013). The results of our study confirmed sexual size
dimorphism on both SVL and BM for H. cordobae,
with females being, on average, larger and heavier
than males in all age classes, in concordance with other
hylid species (Ozdemir et al. 2012; Cajade et al. 2013).
Many amphibians display sexual size dimorphism
(Shine 1979; Monnet and Cherry 2002; Li et al. 2010),
mostly because natural selection favors large females
when female body length is positively correlated with
fecundity (Gibbons and McCarthy 1986; Shine 1988;
Liao et al. 2015). A positive correlation between body
length and fecundity has been well documented in
anurans (Davies and Halliday 1977; Liao et al.2015),
presumably because females need more stored energy to
increase egg production, either to produce larger eggs,
or to lay more eggs (Shine 1979; Halliday and Verrell
1988).

In many amphibian species, males reach sexual
maturity one year earlier than females (Kyriakopoulou-
Sklavounou and Grumiro 2002; Liao et al. 2010).
However, age at sexual maturity was estimated at two
years for both males and females H. cordobae. In this
species, SVL did not differ significantly between sexes
at sexual maturity, although the SVL in older individuals
was significantly different between sexes, with females
being larger. Therefore, greater length in adult females
does not appear to be caused by either different growth
rates in pre-reproductive age or to delayed sexual
maturity in females, both patterns observed in several
species of frogs (Liao and Lu 2010; Liao and Lu 2012).

Differential mortality between sexes has been
reported for frogs, in which males have higher mortality
than females possibly for being more active during the
breeding season (Shirose et al. 1993; Kyriakopoulou-
Sklavounou et al. 2008). However, in H. cordobae, both
longevity and age structure were similar between sexes.
Our results indicate that females are not larger than males
when they reach sexual maturity, but that females grow
larger than males after they are sexually mature, when
more resources are allocated to reproduction (Halliday
and Verrell 1988). Therefore, a reproductive behavior
that is energetically costly for older males (Woolbright
1989) and females devoting more energy to somatic
growth, could produce the sexual size dimorphism in H.
cordobae.

Our von Bertalanffy growth models showed few
differences in growth rates of immature H. cordobae,
whereas, the growth curves distinctly diverge between
sexes from three years of age onwards. Sexual size
dimorphism may depend on the relative importance of
age and growth rate parameters in the sexes (Ozdemir
et al. 2012; Liao et al. 2013). In H. cordobae, although

females showed a slow arrival at the estimated
maximum SVL (as indicated by the lower K) they
exhibited a greater average and post-maturity growth
rate. Therefore, growth rate and growth duration were
the main contributors to sexual size dimorphism.

In conclusion, age assessment and subsequent
modeling of data using the von Bertalanffy growth
model allowed us to determine SSD in H. cordobae, with
females being larger and heavier than males. Sexual
dimorphism in body size and shape are apparently related
to continuous growth of females after sexual maturity;
thus, females reach larger body sizes and increase their
reproductive output and clutch size. Our results indicate
the importance of age determination for morphometric
studies involving intersex comparisons. In addition, our
study provides baseline data on the demography of H.
cordobae for use in future conservation studies, because
it can be used to estimate basic ecological parameters of
a population.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Mining activity is an important cause of physicochemical, biological, and landscape alterations. Several studies
Mining involving disturbed environments confirmed the modification of demographic traits in anuran populations. The
Anurans current study aimed to assess the effects of natural and artificial surface waters associated with a fluorite mine on
Indlca.tors the body size and life history traits of Rhinella arenarum and Boana cordobae. Sampling was done in three areas:
Life history traits : is k. with medi 1 fluorid . . hi

Environment stream running on granitic rock, with medium natural fluoride content (CN); stream running on metamorphic

rock, with low natural fluoride content (LV); and artificial decantation pond (DP) with large variation in phy-
sicochemical parameters. Adult individuals of the two anuran species were measured and weighed, and their
body condition (BC) was calculated. Life history traits were assessed using the skeletochronology method.
Individuals from DP weighed significantly heavier than individuals from streams. The BC index in R. arenarum
was higher at LV, whereas in B. cordobae, a higher index was obtained at both LV and DP. The average age differs
between sites in B. cordobae but not in R. arenarum. Growth coefficient was higher for altered environment in
both species (CN; DP), whereas the estimated SVLmax was slightly higher in populations from less disturbed sites
(LV). The most affected species was B. cordobae. Therefore, for future studies, it is important to know the biology
of sentinel species because not all amphibian species may respond in the same way to similar disturbances.
Differences obtained in life history traits may be explained by the lack of survival of larger/older individuals or

compensatory growth, required to balance fast growth with the costs on survival at more disturbed sites.

1. Introduction

Pollution of freshwater bodies generates a growing concern world-
wide (Antunes et al., 2007; Marques et al., 2008). Anthropogenic ac-
tivities such as urbanization, agriculture, livestock, and mining activ-
ities (Castro et al., 2003; Marques et al., 2008; Antunes et al., 2008;
Bionda et al., 2011, 2013; Babini et al., 2015) contribute to such de-
gradation. Mining activity represents one of the main sources of phy-
sicochemical, biological, and landscape alterations. Wastewater pro-
duced by this activity contains complex mixtures of pollutants (Marques
et al., 2009; Zocche et al., 2013; Lanct6t et al., 2016), thereby raising
possible threats to aquatic biota. Traditionally, evaluation of environ-
mental health has been based on physicochemical measurements of
water bodies, but does not necessarily provide appropriate information
on exposure and response of organisms to pollution (Antunes et al.,
2008; Lavoie et al., 2012).

It is well noted that anuran amphibians have large potential as
bioindicators. Because they have a semipermeable skin and different

life cycle stages, amphibians are susceptible to environmental alteration
in both aquatic and terrestrial habitats (Alford and Richards, 1999;
Simon et al., 2011; Babini et al., 2015). Amphibians may hold both the
role of prey and predators, making up a fundamental element in ac-
cumulation and transfer of pollutant substances between aquatic and
terrestrial environments (Marques et al., 2013). Furthermore, amphi-
bians are good models for pollution studies because their populations
generally contain elevated number of individuals and they are good
representatives of aquatic environments (Burger and Snodgrass, 1998).
Finally, anuran species-specific characteristics, depending on whether
they belong to terrestrial, aquatic, or arboreal habitats, could exhibit
greater or lesser negative effects on populations when an environmental
change occurs (Keller et al., 2009).

Many studies have demonstrated the adverse effects of wastewater
generated by mining activities on amphibians. The main contributions
to this knowledge base have been studies under laboratory conditions
related to survival, growth, larval development (Tejedo and Fieques,
2003; Munoz-Escobar and Palacio-Baena, 2010; Lanct6t et al., 2016),
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genotoxicity and cytotoxicity (Djomo et al., 2000; Marques et al., 2008,
2009, 2013). In addition, there are some fieldworks in which the spe-
cies diversity (Ortiz et al., 2003; Aguilar et al., 2012), in situ cyto-
genotoxicity (Pollo et al., 2016, 2017), sex ratio, and age structure
(Zhelev et al., 2014) were evaluated. However, the number of field
studies that provide adequate and long-term information on exposure
and response of amphibians to mining pollution is low.

The age structure may affect population growth and supply in-
formation on recent history, current state, and the future population
trends (Dimmick and Pelton, 1996). Moreover, it is could be very ap-
propriate for understanding species dynamics and for establishing
reasons of population instability (Driscoll, 1999). In consequence,
skeletochronology is considered a reliable technique for age determi-
nation of many vertebrates including amphibians (Sinsch et al., 2001;
Marangoni et al., 2012; Otero et al., 2017a, 2017b). Several studies
from disturbed agroecosystems (Spear et al., 2009; Attademo et al.,
2014; Zamora-Camacho and Comas, 2017; Zhelev et al., 2017) and
environments affected by coal and cooper mining activity (Zhelev et al.,
2014) confirmed the modification of demographic traits and body size
in anuran populations. However, to date, the effect that fluorite mining
could have on life history traits of anuran species is yet unknown.

In this study, we present the first data of demographic and mor-
phometric traits of two anuran species inhabiting an environment as-
sociated with fluorite mine. We aim to assess the potential effects of
natural and artificial surface waters associated with a fluorite mine on
life history traits and body size of Rhinella arenarum and Boana cordobae
to test two exclusive hypothesis: H1: The alteration of an environment
related to fluorite mine causes readjustments in anuran life history
traits such as changes in growth rates, lower longevity, and reduced
reproductive potential (RP); and H2: R. arenarum and B. cordobae show
differential effects on life history traits to similar disturbances because
these species have different reproductive and behavioral habits.

2. Materials and methods
2.1. Study area

The study area is located in the batholith Cerro Aspero (32° 50’
22.85” S; 64° 7940.60” W; altitude 1200 m.a.s.l), in the south-central
Sierra de Comechingones, Cérdoba, Argentina. In this point, rocks
contain approximately 1.210 mg/kg of fluoride (Coniglio et al., 2010).
This geological formation allowed installation of the fluorite mine
Cerros Negros, in which fluoride extraction is carried openwork and
fluoride is recovered physically by a flotation process. The mine wastes
are deposited on a series of artificial earth ponds, of which two are
vegetated with Typha sp. In these decantation ponds (DP), precipitate
sediments are produced by the fluorite flotation process, and the DP are
a closed system.

The landscape corresponds to a mountain environment with low
level of anthropic intervention, strongly undulating, with natural ve-
getation typical of a xerophilous forest (Oggero and Arana, 2012).
Several streams cross this area, the most important being the Cerros
Negros stream, running on granitic rock (fluoride concentra-
tion = 1.90 mg/L), and Los Vallecitos stream, running on metamorphic
rock (fluoride concentration = 0.3 mg/L; Pollo et al., 2017). Thus, we
selected three sampling sites according to fluoride concentrations and
level of disturbance produced by mining activity (Fig. 1): Site I — Val-
lecitos stream (LV), which runs on metamorphic rock with low natural
fluoride content and low levels of mining perturbation (scrap yard); Site
II — Cerros Negros stream (CN), which runs on granitic rock with
medium natural fluoride content and medium levels of anthropic al-
teration (soil movement and mineral extraction); and Site III — Artificial
DP as areas with high fluoride content and high levels of disturbance
(mineral treatment, sediments produced by fluorite flotation process
and heavy machinery). In all study sites, population of R. arenarum and
B. cordobae were previously registered.
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2.2. Species

R. arenarum has a large distribution in South America and is located
in Argentina, Bolivia, Brazil, Uruguay, and Paraguay. Adult individuals
generally congregate in large breeding groups at lentic and lotic water
bodies. Eggs are landed in large gelatinous strings along the edges of
ponds (Kehr, 1994; Bionda et al., 2011). R. arenarum inhabits a wide
range of environments including coastal areas, subtropical or tropical
forests, and rural or urban areas. It is considered as a domestic species
owing to their frequent presence in the surroundings of houses. This
species represent a useful experimental model for monitoring aquatic
environment (Vera Candioti et al., 2010; Pollo et al., 2015, 2017), and
its sensitivity has been assessed in several studies (Venturino et al.,
2003; Bosch et al., 2011; Lajmanovich et al., 2014; Pollo et al., 2015).

B. cordobae has a distribution limited to San Luis and Cérdoba
provinces, in central Argentina. This narrow distribution and a broad
altitudinal range, together with the reported IUCN status (i.e., data
deficient), make this species an interesting research model. B. cordobae
inhabits highland streams and rivers, usually associated with slight
perturbation. Individuals vocalize mainly from periaquatic vegetation
but can also do it partly submerged in water (Barrio, 1962). Females
deposit egg masses that are stick to submerged vegetation (Verga et al.,
2012).

These species present ecological features that are necessary for the
selection of sentinel species to ensure the detection of local perturba-
tions: presence in abundance within the study area, low rate of mi-
gration, and limited to a small space (Flickinger and Nichols, 1990). In
addition, it is well-known that amphibians are highly philopatric;
hence, the adult individuals analyzed at each site probably have gone
through their larval cycle at that site (Sinsch, 1990). Both species were
characterized with regard to their vertical location using Vallan’s
(2000) guild criteria: R. arenarum was found on the ground (terrestrial)
and B. cordobae was found inhabiting herbaceous, shrubby, or arboreal
habitats (arboreal).

2.3. Sampling methods and data collection

We sampled all three sites from September 2013 to April 2014,
which is the period of increased reproductive activity for R. arenarum
and B. cordobae and, consequently, when anurans are found around
water bodies (Bionda et al., 2011). These months coincide with a season
of rainfall and warmer temperatures. In each study site, metamor-
phosed (n = 5), juveniles (n = 3), and adult individuals of R. arenarum
(LV = 21; CN = 28; DP = 27) and B. cordobae (LV = 54; CN = 14;
DP = 34) were found through visual encounter surveys (Heyer et al.,
1994) and captured by hand. During the night sampling, the location of
the populations was based on male mating calls; consequently, the
number of males captured was greater than that of females. After the
capture, each individual was anesthetized for few minutes with an MS
222 (Tricaine methanesulfonate) solution. For each captured in-
dividual, we recorded snout-vent length (SVL) through a digital caliper
Mahr 16 (0.01 mm), weight using a Mettler balance (P11N 0.1-1000 g),
and sex according to secondary sexual features such as the presence of
vocal sac and nuptial pads (Duellman and Trueb, 1994). One phalanx of
each specimen was clipped off following an identification pattern for
each site (according to Donnelly et al., 1994), and it was preserved in a
solution of 70% alcohol. Antifungal or antibacterial and healing agents
were added at the puncture site to prevent infections, and each in-
dividual was released 2h later into their places of capture. The body
condition (BC) of all individuals was calculated according to Luddecke
(2002) as weight (g) * 1000/SVL® (mm), which relates weight and SVL
and gives an estimate of the nutritional condition.

In each study site, surface water samples were collected in 1-L
plastic bottles for chemical analysis. The major ions (F~, Na+, Ca™ ¥,
Mg**, K+, CI7, SO4~, and HCO; ™) were analyzed by Department of
Geology, National University of Rio Cuarto, through standard methods
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Fig. 1. Location of sampling sites in the granitic batholith Cerro Aspero in the central-south region of Sierra de Comechingones, Cérdoba, Argentina. Black points

indicate the sampling sites. Image modified from Coniglio et al. (2010).

(APHA-AWWA, 1999). Physicochemical parameters of water (tem-
perature, pH, electrical conductivity, and salinity) were measured in situ
with digital equipment Test TM35-Series Multiparameter 35425-10,
and dissolved oxygen was measured by a meter HD3030.

2.4. Age determination

Standard methods of skeletochronology were performed (e.g.,
Martino and Sinsch, 2002; Bionda et al., 2015; Otero et al., 2017a).
Each phalanx was cross-sectioned at a thickness of 8-10 u through a
rotary microtome Leica®RM2125RTS. Histological sections were
stained for 3min in Ehrlich’s hematoxylin. Using a light microscope,
Zeiss AxioPhot-Axio Lab (100 x ) equipped with digital camera Canon
G10, Periosteal lines of arrested growth (LAGs) were independently
recorded by two researchers. Following the suggestion of Sinsch et al.
(2007), double and false lines were defined as incomplete and fainted
hematoxynophilic lines. The presence of Kastschenko Line (KL; the
section between the endosteal and periosteal zones; Rozenblut and
Ogielska, 2005) enabled us to assess endosteal resorption. The complete
resorption of LAGs was also confirmed by the diameter difference be-
tween LAGs and KL (sensu Liao and Lu, 2010; Li et al., 2013).

2.5. Demographic traits and growth models

Demographic traits such as age at maturity (ASM), longevity, and
RP were calculated according to Otero et al. (2017a,b). Growth trait
was estimated according to von Bertalanffy (1938) equation:
SVLt = SVLmax — (SVLmax - SVLmet) e — K(t - tmet), where
SVLt = mean SVL at age t, SVLmax = maximum asymptotic SVL,
SVLmet = mean SVL at metamorphosis, t = number of growing season
(age), tmet = proportion of the growing season until metamorphosis
(fixed to 0.25 for R. arenarum and 0.4 for B. cordobae), and K = growth
coefficient. The growth model was regarded as a function of age and
was fitted to the average growth curve by the least square procedure.

2.6. Statistical analysis

Descriptive statistics are given as mean * standard deviation. All
parameters measured were tested for normality (Shapiro-Wilk test) and
homogeneity of variances (Levene test). Water temperature, pH, sali-
nity, and conductivity were compared using one-way analysis of var-
iance (ANOVA). We used the nonparametric Kruskal-Wallis test to
explore for significant differences in dissolved oxygen and ion con-
centrations between sites. Comparisons of water parameters, morpho-
metrics, and age between sites were conducted using the pairwise post
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hoc Bonferroni test. To assess the relationship between SVL and age,
Pearson’s correlation analysis was performed. The comparisons be-
tween sites were performed by separating sexes in each species because
sexual dimorphism has been proved in both R. arenarum (Bionda et al.,
2015) and B. cordobae (Otero et al., 2017a). The significance level used
in all tests was P < 0.05. Tests were performed using the statistical
packages InfoStat (Di Rienzo et al., 2012).

3. Results
3.1. Physicochemical analysis of surface water

Average values of physicochemical variables and ion concentrations
in water from each sampling site and the differences between sites are
shown in Table 1. The mean fluoride concentrations varied among sites
and were significantly greatest in DP. pH values showed little variation
around neutrality at LV and CN, whereas this parameter varied greatly
into the alkaline range at DP. Dissolved oxygen was lower in DP,
whereas water temperature was significantly higher for the same site.
Salinity, conductivity, and most ion concentrations showed little tem-
poral variation between streams and significantly higher values at LV.
On the other hand, these parameters in DP showed high temporal
variation and were extremely high with regard to the streams.

3.2. Morphological analysis

Mean SVL, weight, and BC of R. arenarum and B. cordobae for each
site are shown in Table 2. Mean SVL of R. arenarum were not sig-
nificantly different between sites in both sexes (Males: Fy3; = 1.66,
p = 0.211; Females: F, 5, = 1.17, p = 0.325). Similarly, SVL of B. cor-
dobae did not show differences between sites (Males Fy73 = 2.98,
p = 0.085; Females F; 13 = 1.87; p = 0.181). The results for weight of
R. arenarum males were significantly different between sites
(F2,37 = 9.60; p < 0.001), with the lowest value registered at CN and
highest value at DP. With regard to females, mean weight did not differ
between sites (F3 57 = 1.12; p = 0.242). In B. cordobae we found sig-
nificant differences in the weight of males between sites (F, 73 = 6.80;
p < 0.01), with DP having individuals that weigh heavier than LV and
CN. By contrast, the mean weight of females was not significantly dif-
ferent (F;15 = 0.84; p = 0.371). BC of R. arenarum was statistically
significant between sites for males (H = 6.05; p < 0.05), with the
index higher in LV than in CN and DP. However, in females, there was
not difference in this parameter (H = 1.95; p = 0.223). In B. cordobae,
the results for BC of males were significantly different between sites
(H = 18.15; p < 0.001), with the lowest value registered at CN. With
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Table 1
Chemical, physical, and ion concentration data for each sampling site.
Sites
LV CN DP
Temperature Water (T°W) 18.17 + 2.7% 18.72 + 2.6 22.83 + 4.1° Fyeo = 8.8; p < 0.001
pH 7.80 + 0.24 7.55 + 0.3% 8.61 + 0.3% Faez = 21.18; p < 0.001
Salinity (S), ppm 54.75 + 10.6" 26.46 + 8.9% 476.23 + 382.0° Foe2 = 20.1; p < 0.001
Conductivity (Cond), uS/cm 112,50 + 24.5* 49.04 + 23.5" 1495.81 + 6° Fy47 = 77.25; p < 0.001
Dissolved Oxygen (0),% 91.40 + 10.6" 94,90 + 12.1* 75.30 + 12.3° H=7.96; p=0.018
HCO5 ™, mg/L 70.65 + 8.0" 22,50 + 7.1% 375.0 + 240.4¢ H=12.74; p < 0.001
Sulfates (SO47), mg/L 25.00 + 0.3% 8.25 + 1.6* 102.05 + 30.2° H = 12.16; p = 0.0023
Chloride (Cl), mg/L 3.60 + 0.1* 2.9 + 0.1* 378.6 + 232.4° H = 11.13; p = 0.0025
Sodium (Na*), mg/L 7.30 = 0.1* 5.65 = 1.5% 422,65 + 277.4° H =11.7; p = 0.0029
Potassium (K*), mg/L 0.85 + 0.2* 0.30 + 0.1* 9.60 + 218 H = 12.16; p = 0.0022
Calcium (Ca* *), mg/L 12.6 + 5.1% 4.40 + 0.6° 18.40 + 1.1¢ H = 10.34; p = 0.0054
Magnesium (Mg™* *), mg/L 3.65 + 1.74 2.20 + 0.9* 6.85 + 2.8° H = 10.07; p = 0.0063
Fluoride (F), mg/L 0.29 + 0.14 2.06 + 0.5% 13.8 = 3.6¢ H=9.857p < 0.001

LV = Los Vallecitos stream, CN = Cerros Negros stream, DP = decantation ponds

. Mean * standard deviation.

Different letters show inter-site pairwise differences, according to post hoc Bonferroni test p < 0.05.

regard to females, mean BC was not different between sites (H = 0.76;
p = 0.383).

3.3. Skeletochronological analysis

All individuals analyzed showed recognizable bone features that
enabled us to estimate age (Fig. 2). The hematoxylin-stained cross-
sections of phalanges showed a series of concentric rings (LAGs) sepa-
rated by broad growth layers in the periosteal bone. Well-defined
Kastschenko lines were observed. In 30 individuals of R. arenarum
(39%) and 23 individuals of B. cordobae (22.5%), endosteal resorption
was present, but it did not hamper age assessment because the first LAG
was never fully reabsorbed. In some cases, the outer LAGs were closely
adjacent, but at the insertion site of the phalanx ligament, it was fea-
sible to discern the peripheral LAGs and to account them reliably. False
and double LAGs were observed, but they did not affect LAGs counted
in the sample.

Life history traits of R. arenarum showed little variation and did not
show a defined trend between sites (Table 3). Mean age was not sig-
nificantly different between sites (Males: H = 0.57; p = 0.525; Fe-
males: H = 0.47; p = 0.459). Females from DP showed that ASM was
three years and was higher than ASM of all other sites. Maximum
longevity was five years, and it was registered in LV females and DP

males. Moreover, individuals from these sites showed a higher RP than
in all other sites.

The Kruskal-Wallis test was carried out for data on the age of B.
cordobae, and the results showed that CN males differed significantly
from DP and LV males (H = 5.30; P < 0.05) and that LV females dif-
fered significantly from DP females (H = 6.2; P < 0.05). ASM was two
years at LV, whereas in other sites, it was three years. The greatest
longevity recorded was six years in LV females and the lowest longevity
was four years in DP females. Estimated RP was higher in LV
(Males = 4 years; Females = 5 years) than in the remaining sites.

3.4. Growth patterns

SVL was significantly and positively correlated with age in R. are-
narum for all sites (LV: r = 0.73, P < 0.01; CN: r = 0.42, P < 0.01;
DP:r = 0.19, P < 0.05). Meanwhile, SVL of B. cordobae was correlated
with age in LV (r = 0.82, P < 0.05) and DP (r = 0.42, P < 0.05) but
not in CN (r = 0.24, P = 0.173).

Mean and standard deviation of recently metamorphosed SVL
(SVLmet) of R. arenarum was slightly different between sites (LV:
9.24 + 0.78; CN: 9.3 + 0.57; DP: 8.33 =+ 0.84), whereas the SVLmet
of B. cordobae was not different between sites (LV: 27.95 *= 2.9; CN:
29.4 + 3.1; DP: 29 + 2.7). The von Bertalanffy growth model

Table 2
Morphological features of adult R. arenarum and B. cordobae for each site. Mean values + standard deviation and range (in parentheses) are given.
Variables Males Females
LV CN DP LV CN DP
Rhinella arenarum n 8 16 19 13 12 8
SVL, mean (mm) 89.6 + 14 88.6 = 8.6% 92.3 + 5.8% 95.4 + 13.6" 94 + 6.2% 100.2 + 3.4%
(62.1-102.3) (74.4-105.3) (78.83-104.1) (60.1-117.3) (85.78-106) (96-109.6)
Weight, mean (g) 87.2 + 14.9%8 74.1 + 11.5% 95.8 + 16.3" 89.9 + 30.9* 91.2 + 20.6* 101.4 + 1314
(60.8-101.9) (48.5-90) (78-132.6) (42-144.5) (57.9-119) (93-120.8)
Body Condition, mean 0.14 + 0.41* 0.11 + 0.33° 0.12 * 0.03® 0.11 + 0.03* 0.10 = 0.02* 0.09 * 0.01*
(0.04-0.21) (0.08-0.18) (0.09-0.19) (0.06-0.17) (0.09-0.14) (0.08-0.11)
Boana cordobae n 40 14 25 14 - 9
SVL, mean (mm) 48.7 + 4.4% 51.0 + 3.9% 47.8 + 3.24 52.8 + 5% - 522 + 2.6%
(41-58.26) (42-55.37) (43.26-54) (42-60) (49-55)
Weight, mean (g) 8.7 + 1.8 8.9 + 1.6" 9.9 + 2,28 11.7 + 3.3% - 12.7 + 214
(6.3-13.6) (6.2-12) (7-15.5) (7.5-17.3) (9.6-16.1)
Body Condition, mean 0.08 + 0.016" 0.07 + 0.012° 0.09 + 0.011* 0.08 + 0.017* - 0.09 + 0.011*
(0.05-0.11) (0.05-0.09) (0.06-0.11) (0.06-0.12) (0.07-0.10)

LV = Los Vallecitos stream, CN = Cerros Negros stream, DP = decantation ponds.

Data for females of B. cordobae were not obtained at CN.

Different letters show inter-site pairwise differences, according to post hoc Bonferroni test p < 0.05.

39



M.A. Otero et al.

. &
Wf‘i;
AN
.."&"u.’. G"‘*?n»- tig

Fig. 2. Examples of phalangeal cross-sections (10-pm thick). MC = medullar cavity; PB = periosteal bone; KL = Kastschenko line; White arrows = LAGs. (A) Rhinella
arenarum at 10 X, and (B) Boana cordobae at 40 X .

adequately fitted the age/body length data, with 7 > 0.842 in R.
arenarum and r* > 0.897 in B. cordobae for all sites. Growth models
showed a similar shape in both species (Fig. 3).

For R. arenarum, the growth coefficient (K) was significantly higher
in CN and DP than in LV. However, the estimated maximum asymptotic
SVL (SVLmax) was higher in LV than in CN and DP (Table 3). In B.
cordobae, a similar trend was observed in the estimated parameters by
the von Bertalanffy growth model. The growth coefficient (K) of B.
cordobae was higher in CN and DP than in LV. By contrast, SVLmax was
higher in LV than in other sites.

4. Discussion

Mining activity is a cause of large alterations in environments. Many
research reports have documented the impact of mining activities on
hydrological and chemical properties, but there are few field studies
that provide information on the response of anuran amphibians to
mining pollution. Furthermore, the evaluation of pollutant effects on
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naturally exposed organisms gives information on the environmental
health (Hoffman et al., 2003). Simon et al. (2011) suggested that the
skeletal age determination in anurans may help environmental load
assessments in facilitating further monitoring to assess the effects of
environmental pressures on both amphibians and their habitats. In this
study, we provide the first data of life history traits and body size of two
anuran species inhabiting water surfaces associated with a fluorite mine
to promote the understanding of interactions between mining pollution,
water quality, and the response of related anuran populations.
Fluoride is a necessary element for all animals and in appropriate
doses can promote the growth and development of the skeletal system
(Camargo, 2003; Zhao et al., 2013). However, it is also well-recognized
worldwide as an important inorganic pollutant in water and a cause of
toxicity for numerous aquatic invertebrates, fishes, and amphibians
(Camargo, 2003; Goh and Neff, 2003; Chai et al., 2016). The Canadian
Council of Ministers of Environment (CCME, 2002.) suggests a max-
imum limit of 0.12 mg/L of F-content. However, all study sites showed
values above this limit. CN and DP showed higher concentrations than

Table 3
Demographic life history traits of Rhinella arenarum and Boana cordobae. For all estimates, the recently metamorphosed and juveniles of each species were included.
Variables Males Females
LV CN DP LV CN DP

Rhinella arenarum n 8 16 19 13 12 8
Age, mean 3.2 + 0.844 3.13 + 0.72* 3.37 + 0.83* 3.08 + 0.98* 3.18 + 0.79* 3.3 + 0.55%
ASM 2 2 2 2 2 3
Longevity 4 4 5 5 4 4
PR 3 3 4 4 3 2
K 0.39 = 0.06 0.7 = 0.11 0.77 = 0.10 0.4 = 0.06 0.76 = 0.11 0.62 = 0.12
(95% CI) (0.27-0.5) (0.49-0.92) (0.55-0.97) (0.26-0.51) (0.53-0.96) (0.48-0.79)
SVL max 125.5 = 7.95 101.6 + 4.95 102 = 3.42 135.5 = 10.7 105.8 = 4.08 120.1 + 13.6
(95% CI) (104.4-145) (91.3-113) (94.8-109.1) (113-156.1) (97-114) (95.7-140)

Boana cordobae n 40 14 25 14 - 9
Age, mean 3.37 + 0.82* 3.73 + 0.65° 3.4 + 0.58* 3.76 * 0.66" - 3.33 + 0.53°
ASM 2 3 3 2 - 3
Longevity 5 5 5 6 - 4
PR 4 3 3 5 - 2
K 0.3 = 0.09 0.45 = 0.19 0.46 = 0.13 0.32 = 0.12 - 0.47 = 0.16
(95% CI) (0.18-0.55) (0.09-0.88) (0.19-0.78) (0.08-0.61) (0.04-0.86)
SVL max 63.2 + 4.12 57.6 + 7.15 54.5 + 4.72 65.8 + 5.79 - 59.1 + 5.66
(95% CI) (54.8-70.1) (41.9-73) (44-64.3) (50.5-76) (46-70.1)

LV = Los Vallecitos stream, CN = Cerros Negros stream, DP = decantation ponds.

Variables: n (sample size); Age Mean + SE; ASM = age at sexual maturity (years); Longevity (years); PR = potential reproductive (years). K (growth coefficient) and
SVL max (maximum asymptotic SVL) estimated by von Bertalanffy growth model and 95% confidence intervals (in parentheses).

Data for females of B. cordobae were not obtained at CN.

Different letters show inter-site pairwise differences, according to post hoc Bonferroni test p < 0.05.
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Fig. 3. Relationship between body length (SVL) and age in Rhinella arenarum and Boana cordobae. Lines represent the von Bertalanffy growth model for each site (LV:

solid line; CN: dashed line; and DP: dotted line).

the value suggested by Camargo (2003) for the protection of aquatic
organisms (0.5mg/L) and the suggested by the Argentinean govern-
ment (1.4 mg/L — Law 24051, 1992). Mean fluoride content registered
at DP was 13.8 mg/L. This concentration was elevated, considering that
inhibited growth and decreased metamorphosis rates in amphibians
have been observed at 10 mg/L NaF and above (Goh and Neff, 2003;
Chai et al., 2016). Moreover, preliminary results of microcosm assays
show inhibition of growth and lower rate of metamorphosis in R. are-
narum tadpoles from DP (Otero, unpublished results).

Toxicity levels of many contaminants depend mainly on pH and
temperature (Hoffman et al., 2003). In our study, the values of pH
differed among sites, thus showing the most basic values (8.61) at DP.
This value is near to optimal limits for growth, survival, and normal
development reported for amphibians (6 < pH < 9) (Garcia and
Fonttirbel, 2003; Addy et al., 2004; Gauthier et al., 2004). It is docu-
mented that abrupt exposure of amphibians to basic pH (=9) produce
mortality, whereas slight variations in pH (7 < pH 9 <) generate
sublethal effects such as embryonic abnormalities, malformations, and
delay in tadpole development (Henao Mufoz and Bernal Bautista,
2011). Moreover, acid or alkaline stress could cause physiological and
genetic disorders (Pough and Wilson, 1977). Furthermore, DP showed
average temperatures higher than streams. This may be due to the fact
that during the industrial process of fluorite flotation, the water is he-
ated to 28 °C. In amphibians, temperature is known not only to affect
behavioral performance but also to affect life history traits including
growth rates, developmental rates, and adult body size (Berven, 1982).

On the other hand, dissolved oxygen was lower in DP than in the
other sites. This is because DP is a lentic environment with no flow, in
which the eutrophication process intensifies, thereby causing physical,
chemical, and biological changes in water quality (Esteves, 2011).
Hypoxic conditions have been related to tadpole mortality and to alter
tadpole behavior in low concentrations of dissolved oxygen (Noland
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and Ultsch, 1981). However, dissolved oxygen showed normal values
for the development of amphibians in all sites (> 60%; Gauthier et al.,
2004).

DP also showed an increase in major ions (Na*, Ca**, Mg**, K*,
Cl™, SO,~, and HCO3 ") and, consequently, an increase in the salinity
and conductivity. A high salinity directly impacts freshwater organisms
because they require holding an internal osmotic pressure relative to
that in the medium. Therefore, when the salt concentration becomes
very high, it may result in cellular damage and likely death (Canedo
Argiielles et al., 2013). All ion concentrations exceeding legal standards
(CCME, 2002) showed that DP has poor water quality. However, DP is
an artificial and isolated site, and if there is no leakage of wastewater,
then the impact of mining activity on the natural streams could be
limited.

Comparing biometric measures, size did not differ between sites,
whereas adult individuals from DP weighed significantly heavier than
individuals from streams. BC index has two components, weight and
SVL. Only the first component can vary rapidly in response to en-
vironmental stress, which may be due to multiple factors such as
competition, food shortage, unfavorable climatic conditions, or a poor
quality of environment (Reading and Clarke, 1995). Therefore, in-
dividuals from DP may have had a higher mean weight because the
environment presents a high availability of food resources and warmer
temperatures that increase metabolic rate and promote digestion. Thus,
the selection of this site could be explained by the reproductive and
ecological characteristics of these species. The choice of DP by R. are-
narum is possibly related to their reproductive strategy, thus preferring
lentic ponds with vegetated margins and with direct sunlight incidence
as oviposition sites (Bionda et al., 2011). On the other hand, B. cordobae
could choose DP because it prefers vegetated ponds as reproduction
sites, thus favoring the calling site availability (Barrio, 1962). Spear
et al. (2009) and Zhelev et al. (2017) used BC as an index of



M.A. Otero et al.

physiological health and found higher values in less disturbed en-
vironments. Similarly, in our study, R. arenarum showed a higher BC
index in LV. However, B. cordobae showed conflicting results with high
values of BC in the least and highest disturbed sites. These results are in
accordance with those of Polo Cavia et al. (2010) and Pollo et al.
(2016), which suggest that an increased BC index does not necessarily
imply that individuals are in a better state of health. A habitat could
lead to phenotypic variations in natural populations, thereby resulting
in apparently healthy features such as a bigger body size that may not
directly correlate with the true population’s health state. Consequently,
the BC of individuals in these sites may not be a good endpoint from
which the response of anurans to fluorite mining pollution can be as-
sessed.

Several studies from disturbed environments confirmed modifica-
tions of some demographics traits in anuran populations, principally a
reduction in their average age (Attademo et al., 2014; Zhelev et al.,
2014; Zamora-Camacho and Comas, 2017). The average age recorded
in this study was not different between sites in R. arenarum, but it
varied between sites in B. cordobae. However, as reported by Spear et al.
(2009), Attademo et al. (2014) and Zhelev et al. (2014) in disturbed
sites, delayed sexual maturity, and reduced longevity were observed in
both species. These results support the idea that characteristics of an-
thropically modified environments can affect the reproductive behavior
and generational age of anurans (Kutrup et al., 2011), which could lead
to long-term population declines.

The timing and conditions at which organisms reach a fixed switch
point between stages (e.g., hatching and metamorphosis) in species
with complex life cycles are crucial in determining subsequent survival,
development, and fitness (Rowe and Ludwig, 1991, Orizaola et al.,
2010). Studies conducted on B. cordobae (Pollo et al., 2016) in the same
study sites reported increased genotoxicity and lower developmental
rates of tadpoles in DP. However, our study showed that growth coef-
ficient (K) estimated at the terrestrial stage in both species was higher
in altered environments, whereas SVLmax was slightly higher in po-
pulations from less disturbed sites. Therefore, populations that inhabit
the less disturbed site (LV) maintain a prolonged growth period and
consequently reach a larger body size at older ages than populations
from sites disturbed by mining activity (DP and CN). These populations
reach their maximum length more rapidly and are smaller in size at
older ages. These results support the idea that organisms frequently
grow at submaximal rates, and that growth can be increased after
periods of unfavorable growth, what is known as compensatory growth
(Metcalfe and Monaghan, 2001, Mangel and Munch, 2005). Compen-
satory growth mechanisms require balancing the advantage of rapid
growth or development early, with the costs that a faster lifestyle can
have on survival and fitness later in the ontogeny (Orizaola et al.,
2010). Thus, the delayed sexual maturity, reduced longevity, and lesser
RP recorded in the disturbed environment (DP) for both species, but
mainly in B. cordobae, could be a direct effect of energy spending re-
lated to compensatory growth at juvenile stages to compensate for
fewer breeding events with a higher reproductive effort in each at-
tempt.

5. Conclusions

Differences obtained in life history traits may be explained by the
lack of survival of larger/older individuals or compensatory growth,
required to balance the benefits of fast growth with the costs that can
have to inhabit high disturbed sites on individual fitness and survival.
This plasticity in ontogeny can be the main mechanism by which some
species might thrive in unfavorable environments.

The most affected species was B. cordobae. This tendency was
mainly reflected in the variation of morphometric variables, reduced
SVLmax, and the lower RP of their populations in disturbed sites.
Therefore, for future studies, it is extremely important to know the
biology of sentinel species because not all amphibian species may
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respond in the same way to similar disturbances.

This study expands the limited number of studies in situ and explores
the impacts of fluoride mining on anuran amphibian life history traits.
Nevertheless, more long-term research is needed to evaluate the sig-
nificance of observed effects on future population trends.
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