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MANUAL INTRODUCTORIO DE ECOTOXICOLOGIA ACUATICA

Guadalupe Sinchez Rivas' y Giovanna Vera Diego’

RESUMEN

SAncuez, G. Y G. VEra. 2000. Manual Introduciorio de Ecotoxicologia Acudtica. Inf. Inst. Mar Pertt 161. 40 pp.

En este Manual se presentan métodos revisados de pruebas de toxicidad utilizados por agencias ambientales extranjeras,
los cuales han sido adaptados empleando organismos que habitan e] mar peruano. Se presenta la recopilacién de las experiencias
propias realizadas mediante la estandarizacidn de protocelos que se han venido desarrcllando desde 1988 en el Instituto del Mar

del Pera.

Estas pruebas de toxicidad estdn basadas en la Ecotoxicologia, disciplina cientifica que estudia la respuesta cuantificable
de los organismos a la alteracidn del medic acudtico a diferentes niveles de concentracién del agente perturbador.

También se dan los conceptos ¥ técnicas esenciales para el establecimiento de criterios v estdndares de la calidad del medio
acudtico para la conservacidn y proteccién de la biota y prever el riesgo de la salud humana.

PALABRAS CLAVES: manual, ecotoxicologia acudtica, pruebas de toxicidad, mar peruano.

ABSTRACT

SANCHEZ, G. v G. VERA. 2000. Introductory Manual of Aquatic Ecotoxicology. Inf. Inst. Mar Pend 161. 40 pp.

This Manual presents revised methods of toxicity tests used by environmental agencies abroad. The methods have been
adapted using organisms that inhabit the Peruvian sea. The summary of our own experiences developed since 1988 in the Instituto
del Mar del Peri by the standarization of protocols is also included.

The ecotoxicology is the scientific discipline which studies the quantitative response of organisms to the alteration of the
aguatic environment caused by different concentrations of the disturbing agent.

The concepls and essential techniques to establish criteria and quality standards of the aquatic environment [or the con-
servation and protection of the biota, and to foresee the risk to the human health, are also given.

Keyworps: manual, aquatic ecotoxicology, bioassays, methods of toxicity tests, Peruvian sea.

1. INTRODUCCION

La realizacion de bioensavos o pruebas de toxicidad
para determinar el efecto de compuestos antropogénicos, vie-
ne proporcionando informacion valiosa para establecer el im-
pacto potencial de contaminantes en el medio marino. Estas
pruebas de toxicidad aguda o cronica son pilares importantes
en el proceso de evaluacion de los riesgos ambientales (Wa-
RREN 1971), provocados en el ambiente acudtico por la accién
de sustancias quimicas, efluentes v desechos de la actividad
del hombre .

En el pasado se han utilizado muchos tipos de bioen-
sayos desde una simple prueba de corfa duracién hasta los
experimentos sofisticados de larga duracion. Es recién en la
década de los 70 cuando se efectuaron esfuerzos para utili-
zar técnicas apropiadas para estandarizar los procedimientos
de estas pruebas ( FAO 1977, Foster 1981). En 1977, la
agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos de
Norteamérica (USEPA) propuso los criterios de calidad del
agua, dandose la Ley del Agua Limpia {Water Clean Act) ba-

! Unidad de Manitoren y Gesnon Marino Costera (CMGMC) .DIAGC y AC.IMARPE.
Linea de imvestipacién en Ecotoxicologia Acuitica . UMGMUC-DIAGC y AC. IMARPE

sada en la respuesta de los organismos acuaticos a contami-
nantes toxicos.

Posteriormente, los trabajos de BELLAN (1981), CPPS
y PNUMA (1985), PNUMA/CPPS/WG (1988), la USEPA
(19882,1988b,1989), enire otros, dieren las pautas para esta-
blecer métodos mejorados que fueron con especies que tuyie-
ron una clara respuesta a las pruebas v, por consiguiente, al-
canzaron resultados con alta confiabilidad. En la década de los
90 y 2000 los estudios estuvieron mas focalizados en determi-
nar los etfectos subletales o crénicos con trabajos relacionados
a ia bioacumulacion de elementos contaminantes durante pe-
riodos variables de tiempo, relacionandolos con el tamafio de
los organismos y las diferentes partes del cuerpo (ABLANEDG
ef al. 1990, GILEK ef al. 1996). Otras evaluaciones que tam-
bién estdn utilizando estas pruebas de toxicidad son las con-
cernientes a efluentes de industrias quimicas v metalicas
(YANG et al. 1999}, de hidrocarburos de petroleo (BARRON ef
al. 1999) y de origen pesquero (SANCHEZ ef al. 2001),
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Aunque el término bicensayo y pruebas de foxicidad
no son sindénimos, en la practica son wsados con el mismo
sentide. El término bivensayo es el mas antiguo y hay més
definiciones como la de¢ RANDALL Y PETROCELLI (1985, en
Hunnw 1989) donde se describe como un evaluador de la to-
xicidad de un quimico comparando sus efectos sobre un or-
ganismo vivo, contrastandolo con un estandar con el mismo
organismao, su aplicacién es referencial de hormonas o de to-
xicidad. Los mismos autores han definido a una prueba de
toxicidad como el medio usado para determinar la toxicidad
de un quimico v otro material prueba. Cabe resaltar que es-
tas prucbas de toxicidad se basan en los principios de la eco-
toxicologia acudtica, como se explica en este manual, por lo
que también se puede definir a estos ensayos como la medi-
¢ién del grado de respuesta de un organisimo-prucba expues-
to a un quimico © a un efluente especifico.

También es importante enfatizar que la informacion
obtenida durante las pruebas agudas y cronicas en laborato-
rigs, con métodos y protocolos estandarizados. pueden apli-
carse durante el proceso de toma de decisiones tales como:

a) Fijar criterios sobre calidad del agua para la vida
de organismos, y con ello establecer estdndares de calidad
acudtica, asi como los limites permisibles de emision de
contaminantes;

b) Caracterizar y controlar efectos téxicos agudos y
crénicos de la contaminacidn sobre organismos vivos, tanto
en efluentes como en aguas receptoras de desechos indus-
triales y domésticos;

¢) Establecer vigilancia o biomonitoreo que permitan
obtener informacion continua acerca de la calidad de
efluentes.

Sin embargo, un aspecto muy importante a tener en
cuenta para ¢l éxito de estas pruebas, se refiere a la nece-
sidad de perfeccionar las técnicas de cultivos de organis-
mos en diferentes etapas del ciclo de vida, que asegure un
adecuado suministro de animales u organismos prueba,
como bien lo sefiala FosTER (1981) cuando describe el
uso de larvas de almejas asiaticas en evaluaciones de ries-
£0 acudtico.

Por lo expuesto, este Manual tiene como principal
objetivo dar a conocer las téenicas y métodos aplicados en
el campo de la Ecotoxicologia Acudtica, mediante la aplica-
cidn de las pruebas o bioensayos de toxicidad. Asimismo, se
ha tomado en cuenta la metodologia utilizada por la Agen-
cia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos, e igual-
mente se han desarrollado protocolos basados en las propias
experiencias obtenidas en ¢l laboratorio de Ecofisiologia y
Ecotoxicologia ubicado en el acuario del IMARPE.

2. CONCEPTOS BASICOS EN ECOTOXICOLOGIA ACUATICA

La Ecotoxicologia es una disciplina de las ciencias
ambientales que estudia el efecto que causa un agente toxi-
co 0 nocivo sobre los ecosistemas. Las alteraciones ambien-
tales producidas pueden ser evaluadas y cuantificadas, me-
diante respuestas que se observan a través de 1os bicensayos
o pruebas de toxicidad.

El campo de la ecotoxicologia comprende el ciclo
completo de la contaminacion, incluyendo el estudio de las
fuentes de emisién de contaminantes, su naturaleza (carac-
teristicas espaciales y temporales), asi como el seguimiento
de las transformaciones ambientales por sustancias introdu-
cidas (degradacion, cambios metabolicos) (LARRAIN 1995},
Igualmente, se ocupa de las interacciones entre éstas v los
seres vivos, como por gjemplo la bivacumulacion en los te-
jidos de los organismos.

Las fuentes de contaminacion de origen terrestre han
sido descritas por BELLAN (1981), ¥ posteriormente en
1995, el Programa de Accidon Mundial toma la estructura de
esta clasificacion para los diagnésticos ambientales marinos
v dulceacuicolas. Por otro lado, se dan definiciones a los
términos usados en la ecotoxicologia que puedan ser orien-
tadoras en los trabajos de esta especialidad. Se alcanzan los
siguientes conceptos:

Fuentes puntuales o fijas. Cuando la descarga siem-
pre ccurre en un mismo punto (gjemplo: efluentes domésti-
cos urbanos, efluentes industriales). Las descargas son con-
tinuas ¢ intermitentes.

Fuentes de localizacion variable. Se diferencia de
la anterior en que la descarga varia geograficamente en ¢l
punto de emisién, y el drea puede variar en tamario. Las
descargas pueden ocurrir intermitentemente, ocasional-
mente o accidentalmente; en este Gltimo caso no son previ-
sibles, ocurriendo en alg(n lugar o a cualquier hora. Por
ejemplo: barcos, aeronaves, plataformas marinas, digues,
¢ntre otros.

Fuentes difusas. En ellas estin considerados los
rios, efluentes, ¥ fa precipitacion radioactiva nuclear atmos-
{&rica, la cual juega una parte activa de los contaminantes
del medio ambiente.

Efecto. Es un cainbio biolégico determinado, pro-
ducido por el toxico, el cual es observable mediante téc-
nicas biologicas o bioquimicas a nivel celular, tisular, de
Organo u organisimnos.

Respuesta. Es {a parte de la poblacidn-muestra o
experimental afectada por el téxico. Aunque hay proposi-
ciones en este sentido, ambos términos, respuesta y efec-
to, se usan como sindénimos en la literatura es-
pecializada.

Agente toxico. Es cualquier agente que introducido
en un organismo y absorbido provoca efectos sistémicos o
locales, considerados nocivos para dicho organismo.
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Los agentes téxicos pueden ser: quimicos, fisicos y
bioldgicos, siendo peligrosos para el hombre v los ecosiste-
mas. Producen dafos estructurales, alteraciones bioquimi-
cas o fisiolégicas e incluso la muerte, dependiendo de su
concentracion y del tiempo de exposicion.

Estos efectos se deterininan mediante pruebas de to-
xicidad o bioensayos. Las pruebas de laboratorio permiten
medir el efecto de uno 0 més contaminantes en una o mas
especies de organismos Las pruebas son conducidas en va-
rios espacios de tiempo, siendo de 96 horas la prueba mas
comun. El organismo estd expuesto a concentraciones incre-
mentadas de un agente téxico con el objetivo de determinar
algunos cambios producidos. Esto se puede evidenciar con
la muerte del organismo como criterio de respuesta en prue-
bas de corta duracion.

Toxicidad. Es la capacidad de una sustancia para
causar una lesién o alteracidon del metabolismo en un orga-
nismo vivo. Este concepto esta ligado a varios aspectos que
se debe tener en cuenta, como la cantidad del téxico, lavia
de administracidn, la dosificacion en el tiempo, ef tipo vy
gravedad de efecto producido.

Efecto agudo. Es el cambio que ocurre después de
una exposicién de 48 o 96 horas.

En los bioensayos de toxicidad aguda. se debera tener
especial cuidado en la definicidn de un criterio para indicar
la muerte, considerando que en los ensayos muchas veces
existe la dificultad para precisar si los individuos adn tienen
sefial de vida. EI documento PNUMA-CPPS/WG (1988) al
respecto sefiala que “‘existe un gran niimero de variables bio-
ldgicas como respuestas que pueden ser seleccionadas como
indicativas del efecto de un contaminante sobre los organis-
mos marinos”. Unas pueden tener mas relevancia que otras
con respecto al tipo de contaminante, y éstas generalmente
varian desde ecosistemas a niveles enzimaticos.

Efecto cronico. Es ¢l cambio que ogurre después de
una exposicidn a largo plazo (no menor de 7 dias), a menu-
do del orden de fa décima parte de la vida media de la espe-
cie (CrrTES ¥ TCHOBANOGLOUS 2000).

Concentracion letal media o LC58. Es definida co-
mo la concentracion estimada de contaminante que ocasio-
na la muerte al 50% de organismos en un periodo de tiem-
po determinado {e.g. 96 h, CL50).

Concentracién efectiva media o CES0. Es laconcen-
tracion estimada de contaminante que causa un efecto especi-
fico al 50% de organismos en un periodo de tiempo determi-
nado {e.g. 96 h CE530). Estos experimentos son conducidos
bajo condiciones controladas de laboratorio. Se emplean para
esta cuantificacion conceptos como NOEC o CENO (concen-
tracién de efectos no observables), y LOEC o CEMO {menor
concentracion que produce efectos observables).

Es de tmportancia sefialar que la expresion de Ja to-
xicidad se da en unidades toxicas la cual se mide a partir del
LC50 ¥y del NOEC.,

Los valores de cronicidad (VC). Son la media geo-
métrica de la CENO v CEMO resultantes de ensayos prac-
ticados en cictos parciales y completos, y ensayos realiza-
dos con especies en sus primeras etapas de vida (CRITES ¥
TcHoBaNOGLOUS 2000).

Tdxico de refercncia. Es una sustancia quimica uti-
lizada en bioensayos de toxicidad, cuyo efecto en los orga-
nismos, a determinadas concentraciones, es conocido y
por lo tanto, permite establecer el estado de respuesta de
los organisinos de prueba empieados, asi como comparar
los resultadaos intra e inter faboratorios. E! use de estos to-
xicos. proporciona rambién una evaluacion general de la
precision {estabilidad v reproducibilidad) del método a
través del tiempo (SECRETARIA DE COMERCIO Y FOMENTO
INDUSTRIAL 1993),

Estindares de calidad de agua, o concentraciones
maximas (stream standards} o minimas permisibles (effluent
standards) en el amnbiente. Estos estandares deberdn resultar
de CRITERIOS DE CALIDAD DE AGUA, que son, en ge-
neral, descripciones de los valores maximos ¢ minimos de
algunas caracteristicas fisicas , quimicas y biologicas del
agua que reflejan las tolerancias y requerimientos de la bio-
ta acuatica (THRURTON ef al, 1979 en LARRAIN, 1995) o0 en
forma mas especifica, concentraciones maximas o niveles
mdximes de alguna caracteristica que, sobre la base de datos
cientificos, no causaran efectos apreciables sobre un sistema
acuatico o sus usuarios {(SPRAGUE 1990, en LARRAIN 1993),
Estos criterios pueden también aplicarse a los diversos usos
de una determinada clasificacion del agua. Asimismo, estas
detiniciones son utilizadas ampliamente en el desarrollo de
las actividades tendentes a la determinacion de los estanda-
res de calidad acudtica.

9
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3. PROCEDIMIENTOS GENERALES PARA REALIZAR UNA PRUEBA
DE TOXICOLOGIA ACUATICA

3.1 Criterios basicos para pruebas
de toxicidad acuatica

a) Deben ser sensitivas y de posibles efectos predic-
tivos para un amplio rango de sustancias quimicas.

b) Deben predecir efectos tanto letales como subieta-
les.

¢) Deben tener una base estadistica fundamentada y
que pueda ser repetida en diferentes laboratorios con resul-
tados similares.

d) Deben ser ampliamente aceptadas por la comuni-
dad cientifica

e) Deben ser econdmicas y de facil conduccion.

3.2 Criterios para la seleccién
de organismos-prueba

a) Incluir organismos de diferentes grupos taxondmi-
cos, que involucren especies de importancia ecoldgica y
econdmica.

b) Organismos de fiacil manejo en cultives y man-
tenimiento en laboratotrio durante el mayor tiempo del
afio.

¢) Organismos con tallas razonables para ser utili-
zados en las pruebas.

d) Deben ser de amplia distribucion geografica en
el litoral peruano, abundantes y de ficil disponibilidad.

e) De ser posible, organismos propios de la zona.

El nimero de individuos utitizados para ser ex-
puestos en cada concentracidn varia segin los autores. Se
recomienda un minimo de 10 individuos por concentra-
cidn, pero en la literatura ¥ experimentos realizados, su-
gieren que este nimero sea entre 5 y 50,

En general, la decision respecto al numero puede
basarse en la disponibilidad de individuos de cada especie,
su tamarfio, fa homogeneidad de la poblacion en el ambien-
te natural v la facilidad de su manejo ¥ mantenimiento.

Efectuar pruebas de sensibilidad con los organis-
mos seleccionados, utilizando una muestra de la pobla-
cion antes de reatizar las pruebas de toxicidad. Para estas
pruebas se sugiere utilizar reactivos de referencia : dicro-
mato de potasio, sulfato de cobre o clorure de cobre, en-
tre otros.

3.3 Colecta, transporte, acondicimiento v
aclimatacion de los organismos-prueba
La colecta, transporte, acondicionamiento y acli-

matacién dependerdn del tamafio, tipo de organismos se-
leccionados, asi como de la distancia donde se realizd la

10

captura hasta el laboratorio.

Los organismos deben ser tratados con cuidado tanto
en la colecta como en el transporte; la colecta debe ser rea-
lizada en lo posible manualmente, y deben rechazarse indi-
viduos que resulten lesionados, Asi también, evitar mezclar
organismos colectados en diferentes localidades.

Durante el transporte es necesario tener en cuenta
que el agua de los recipientes que contienen [os organismos
se encuentre oxigenada, para lo cual debe evitarse la ex-
posicion protongada al sol y, de ser posible, llevar bombas
aireadoras a bateria.

Ademds, tener en cuenta lo siguiente:

Durante el transporte los recipientes deben conte-
ner agua con caracteristicas similares a las del medio don-
de fueron obtenidos los organismos y, si esto no es posi-
ble, se deben ajustar tas variables de temperatura y la sa-
linidad a estas condiciones,

Los organismos deberan aclimatarse en el laborato-
rio una semana como tiempo minimo, ¥ diariamente se
controlard la temperatura. el oxigeno. pH y salinidad.

El acondicionamiento de los organismos deberd
realizarse en forma inmediata al llegar al laboratorio, don-
de se proveera de recipientes con capacidad calculada pa-
ra ¢l ndmero v peso de los ejemplares, asi como tener el
alimento listo para proporcionarles después de las 24 ho-
ras de su estabulacion.

Asimismo, se tendra preparada la linea de aireacion, la
cual se instala de manera previa al agua enriquecida obtenida,
con el fin de recepcionar los individuos para la prueba,

Se evitard cambios bruscos de temperatura del agua,
para la cual los tanques deberdn colocarse en ambientes
con temperatura controlada.

3.4 Preparacion de las soluciones stock v
concentraciones experimentales

3.4.1 Soluciones miscibles.

En la preparacion de las soluciones patrén {Stock)
con el agente 1dxico, se recomienda que las soluciones para
las pruebas se preparen horas antes del inicio de la prueba,
y debe asegurarse que todos los elementos quimicos (e.g.
metales} se hayan disueito; en el caso de presentarse un pre-
cipitado, se descartard la solucion o se filtrard, para separar
el precipitado.

Después de filtrar la sustancia que se va probar, de-
ber4 verificarse la concentracion del solute, mediante méto-
dos analiticos.

El rango de concentraciones dependera del agente t6-
xico que se ensava, generalmente se utiliza una prueba preli-
minar {0 scteening test) y los organismos se exponen a un
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rango amplio de concentraciones en progresion logaritmica
(0,01, 0,1; 1,0; 10y 100 ppm). En este rango debe haber con-
centraciones que causen la mortalidad al 100% de los indivi-
duo y la sobrevivencia af 100% en los valores extremos.
Una vez establecido el rango preliminar es posible di-
sefiar el ensayo definitivo, el cual deberd ofrecer concentracio-
nes en una biseccidn progresiva de la escala logaritmica (1.0;
3,2; 5,5; 10,0; 32,0; 56,0 etc.) 0 una simple escala aritmetica,
dependiendo de la pendiente de la curva de toxicidad presun-
tiva. Es conveniente realizar al menos tres réplicas {con sus
respectivos controles) por concentracion, a fin de determinar
el limite de 95% de confianza para cada serie y permitir la
comparacion estadistica de los valores de la CL50 para deter-
minar si hay diferencias significativas entre cada réplica.

3.4.2 Sustancias no miscibles

£n el caso de sustancias no miscibles, es frecuente

que la sustancia a ensayar no sea perfectamente miscible
en el agua ¥ gue forme una pelicula sobre la superficie.
En este caso se deberd mezclar el agua de dilucidn con el
contaminante en cuestion, agitando vigorosamente. Una
vez establecido el equilibrio entre el compuesto disuelto y
el agua de dilucidn, se puede iniciar el ensayo previa de-
terminacion instrumental de la concentracién en que se
encuentra el compuesto; en la mayoria de los casos pre-
viamente se filtrard la solucién.

En el caso de no existir suficiente informacion pa-
ra establecer el rango de concentraciones requeridas en el
ensayo definitivo, se recomienda repetir el mismo proce-
dimiento, ya sea introduciendo concentraciones interme-
dias en el rango o ampliandolo.

Solo en caso que sea sumamente indispensable uti-
lizar un solvente para disolver en el caso de contaminantes
guimicos, v al usarlo no agregue mas de 0,5 ppm, el solubi-
lizador debe escogerse cuidadosamente para asegurar que
su contribucion a la toxicidad del sistema sea minima.

4. PRUEBAS DE TOXICIDAD ACUATICA

4.1 Tipo de pruebas de toxicidad acuatica
4.1.1 Prueba estitica

Este tipo de bioensayo, se efectiia con la misma solu-
cidn durante toda la prueba y es de corla duracién, La prue-
ba generalmente es de 96 horas. Las condiciones mis im-
portantes para conducir la prueba son:

Los acuarios o contenedores no deben restringir o
limitar la habilidad de los organismos para desplazarse
libremente.

El volumen final para las pruebas en el cual incluye
el contaminante no debe afectar el nivel adecuado de oxige-
no disuelto; por ello es importante controlar los tenores de
oxigeno del agua.

La temperatura del agua de mar debe ser controlada
a lo largo e todo el bioensayo v debe ser constante en + 1
°C, para lo cual se utilizan cdmaras de cultivo o mesas con-

troladoras de temperatura. La seleccion de la temperatura

del agua v su rango de variacion depende del tipe de agen-
te toxico y del organisino prueba.

4.1.2 Prueba con renovacion

Son bioensayos en los que la solucién de la prueba es
renovada periddicamente con solucion reciente. El periodo de
renovacién depende de la especie utilizada y del tdxico ein-
pleado. Este tipo de prueba requiere del cambio de la solucidn
prueba cada 24 horas durante el periode de su realizacion.

4.1.3 Prueba de flujo coutinuo

Este bioensayo es de tipo altamente sofisticado en el

cual la solucion prueba es renovada continuamente. Este tipo
de prueba es quizas la mas realista, pero existen muchos pro-
blemas inherentes a esta prueba, como los requerimientos de
un gran espacio. el uso de grandes cantidades de agua y un
sistema complejo para la circulacion de agua v tas diluciones.

Durante la prueba es necesario ¢l bombeo {en tiempos
exactos) tanto de agua del control como de la sustancia ensa-
vada durante el bioensayo; esto permitird mantener constante
las concentraciones del toxico.

4.1.4 Prueba de tanteo {Screening test)

Para efluentes o sustancias de toxicidad desconocida es
necesario realizar un ensayo preliminar, en pequeda escala
{utilizando un minimo de concentraciones, usualinente tres a
cuatro) pero con un rango amplio de concentraciones. La du-
racidn de estos ensayos de tanteo debe estar de acuerdo a la
velocidad con que los organismos son afectados por la sustan-
¢ia en cueslion, generalmente 24 horas.

4.1.5 Prueba de bioacumulacidn.

La base tedrica para determinar la bicacumulabilidad
de una sustancia es la incapacidad de una especie sometida a
una concentracion dada, de metabolizar y excretar el com-
puesto. Para esta pruebas normalmente se utilizan concentra-
ciones por debajo de la concentracidn letal media (LC50), a
96 h y por periodos mas largos de tiempo. Es necesario esta-
blecer con precisién el nivel de concentracion en el agua y
en ios tejidos del organismo. Par otro lado, el criterio para
medir los efectos por bioacumulacion es que permite la so-
brevivencia de los organismos expuestos generalmente por
debajo de la concentracion letal media.

Existen diferentes métodos analiticos para determinar
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exactamente las concentraciones de los contaminantes en los
organismos, como espectrofotomeiria de absorcion atdmica o
cromatografia de gases en columna capilar, dependiendo si
los agentes contaminantes son metales pesados, hidrocarbu-
ros de petroleo o biocidas,

4.1.6 Prueba de bioestimulacién

Esta prueba es usada para evaluar el efecto de un 1o-
xico sobre la productividad primaria. Las algas unicelula-
res son bioindicadores utilizados para las pruebas. Estos
organismos son obtenidos de un stock cultivado en el tabo-
ratorio durante un periodo de tiempo ¥ con un crecimiento
standard.

La bicestimulacion es medida ya sea por la pro-
duccién de peso seco, o por el nimero de células por uni-
dad de volumen ¥ los resultados son comparados con el
control.

Los téxicos casi siempre consisten de una mixtura tal
como aguas residuales u otros efluentes organicos. Al igual
que en toda prueba de toxicidad, se utilizan réplicas para
evaluar la variabilidad de los resultados y obtener un trata-
miento estadistico aceptable.

4.1.7 Prueba de cronicidad o subletalidad

Latasa de crecimiento se utiliza como una medida de
subletalidad, requiriendo para ello alimentar a los organis-
mos-prueba, utilizar un sistema de flujo continuo o de re-
novacién periddica del toxico. La base de crecimiento pue-
de ser cuantificada ya sea determinando el peso del cuerpo
o por medicion del tamafio del organismo prueba. Estas me-
didas deberdn ser registradas a lo largo del curso de un ex-
perimerito de larga duracidn.

4.2 Tiempo de exposicion de las
pruebas de toxicidad

4.2.1 Prueba de corta duracion

Son conducidas durante un corto periodo de tiem-
po generalmente de 48 a 96 horas. Este (ltimo es el mds
usado; los organismos por lo general no son alimentados
durante la prueba y la solucidn no ¢s renovada. La muer-
te de los organismos-prueba es el criterio usado para eva-
luar la toxicidad de la solucion. Por otro lado, la prueba
de 96 horas tiene sus ventajas por los requerimientos mi-
nimos de laboratorio y resultados rapidos. En estos ejer-
cicios, los bicensayos de toxicidad aguda buscan estable-
cer una relacion dosis-respuesta, donde la respuesta co-
rresponde a un criterio preestablecido. Entre las principa-
les respuestas agudas esperadas se encuentran: la letali-
dad, la pérdida del equilibrio, el cese de los movimientos
operculares en peces, la ausencia de reaccion a estimulos
tactiles, el porcentaje de células fecundadas en la fertili-
zacion de huevos de invertebrados, la dindmica de creci-
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miento de una poblacién algal in vitro, etc.
4.2.2 Prueba de larga duracién

Este tipo de bioensayo es de siete dfas hasta de uno a
varios meses, dependiendo de las especies y de la aplicacion
de los resultados. Sin embargo, la mayoria de pruebas que
se ejecutan tienen una duracién minima de 96 horas, invo-
lucrando en este tiempo la alimentacién de los organismos
prueba ¥ renovacion de la sofucion examinada.

Las pruebas de larga duracion involucran crecimien-
to y reproduccion come una medida de toxicidad subletal o
de cronicidad. Estas pruebas por lo general requieren de
mucha habilidad en su disefio y conduccion. En estas prue-
bas los resultados de cada concentracién son comparados
con el control. Los criterios para ello incluyen tasa de creci-
miento, desarrollo de elementos reproductores ¥ el niimero
de huevos o larvas producidas.

4.3 Variables ambientales de control
en las pruebas de toxicidad

Los principales parametros que se deben controlar durante las
pruebas de toxicidad son: temperatura, pH, salinidad y con-
centracion de oxigeno disuelto. Generalmente estos parame-
tros se registran en periodos de 24 horas. Adicienalmente se
pueden incluir mediciones de la concentracién del contami-
nante que se esta probando, a fin de asegurar que éstas no va-
rien en mas de un 10% de su concentracién, asi como también
otras que podrian ser relevantes para [as pruebas.

4.4 Lectura de las respuestas

Durante las pruebas de tanteo deberdn realizarse observa-
ciones cada seis horas, registrando el comportamiento de
los individuos, debido a que en esta etapa se puede anticipar
si la serie de diluciones elegida es la correcta. En caso con-
trario debera repetirse ¢l ensayo.

En las pruebas definitivas, tanto en las diluciones de
exposicidon como en los controles, deberd hacerse cada 24
horas registrandose el numero de individuos muertos.

En algunas especies es dificil determinar la mortali-
dad; una medida prictica para hacerlo es retirar los indivi-
duos aparentemente muertos y dejarlos en recipientes con
agua limpia hasta confirmar su inactividad. Debe también
registrarse cualquier comportamiento anormal. A menudo
estas observaciones pueden ser de utilidad en la interpreta-
cién de los resultados o en la calibracién del experimento;
junto a las observaciones del comportamiento de los orga-
nismos, se debe mantener una estrecha vigilancia de la cali-
dad del agua y sus principales pardmetros tal como se ha
mencionado lineas arriba.

En principio, no debe haber mortalidades en los
acuarios de control, ello revelaria alguna anormalidad ¢on
la poblacidén sometida a ensayo o con la calidad del agua. En
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ningun caso deben reutilizarse los individuos que quedaron
vivos despues de un ensayo; después de un periodo de ob-
servacion deben ser descartados. Los registros de mortali-

dad deben ser anotados en una tabla (ver anexos 9 y 10), con
Sus respectivas concentraciones para su posterior analisis,
El agua de los acuarios de ensayo debe ser descartada de
una manera segura ¥y los acuarios lavados prolijamente.

5. PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION

5.1 Meétodos estadisticos

Existen numerosos métodos para registrar y calcular los re-
sultados que se obtienen durante una prueba de toxicidad o
de la inforinacidn estadistica derivada del mismo.

La toxicidad es generalmente expresada en tériminos
de la concentracion que producird un efecto especifico para
una proporcion definida de la poblacion expuesta después
de un periodo definido de tiempo. La medida estadistica
mas utilizada es la Mediana. generalmente definida como la
concentracién media efectiva para un periodo de tiempo,
generalmente 24, 48 ¢ 96 horas (CE50 48h, CE50 96h) .
lgualmente, es necesario conocer el tiempo tomado por &l
30% de la poblacion ensavada para dar una respuesta indi-
cativa de la toxicidad, lo que generalmente se expresa como

50%

Probabitidad de muertes

0%

limite

Imite LD,
mayor

menor
Désis {Log)

FIGURA 1. Curva PROBIT de BLISS,

tiempo medio efectivo o ET30.

La informacion obtenida del comportamiento do-
sis-respuesta permite construir una curva de toxicidad.
Esta curva también denominada la curva PROBIT de
BLISS (1935) (Fig. 1) plantea a través de los datos obser-
vados una curva sigmoidal, ploteando la probabilidad de
muerte versus el logaritmo de la dosis o concentracion del
téxico, la cual es graficada y analizada estadisticamente

para establecer su fiabilidad (o su significancia) y penmi-
tir la interpolacién de resultados a objeto de entregar un
valor de trabajo, usualmente expresado en términos de
CE30%. valor de la concentracidn letal para el 50% de los
organismos sometidos a la influencia de la sustancia en
estudio, expresada cominmente en térming de partes por
mil o partes por miilon.

La USEPA en la década de ios 80 prepard programas
computacionales como el PROBIT, el DUNNET v el
TOXSTAT.

Et PROBIT es un programa que tiene mucha aplica-
cion por la rapidez y precision en la obtencion de los resulta-
dos, puesto que realiza una regresion probit entre una varia-
ble dependiente limitada de 0 a | (porcentaje de mortalidad)
v una variable independiente (concentracion del téxico). Ade-
mas ajusta un mnodelo que incluye tres pardmetros: un inter-
cepto, una pendiente y un umbral minimo de respuesta espon-
tanea, que es estimado basado en datos del control,

El PROBIT se utiliza para las pruebas de toxicidad
aguda y proporciona una medida de la concentracion letal
media {LC50 o CE50) y sus limites de confianza, estimados
del promedio (mu) y la desviacién estandar (sigma) de la
distribucion de la tolerancia, asi como una estadistica de he-
terogeneidad con distribucién chi-cuadrado como indicador
de la bondad de ajuste. También para estas pruebas agudas
de toxicidad se aplica el programa computacional de anali-
sis estadistico denominado TOXSTAT desarrollado por la
USEPA (WEST v GULLEY 1996)

Para [as pruebas cortas de cronicidad con organismos
acuaticos, se aplican los programas computacionales PRO-
BIT y el DUNNETT (1995). Este tltimo, igualmente, per-
mite {a obtencion de los LOEC 0 CEMO y NOEC o CENO
{estos términos ya han sido explicados en el capitulo 2: con-
ceptos de ecotoxicologia acuatica), para lo cual es necesario
incorporar dos andlisis de varianza (ANVA), ¥ una compa-
racién multiple de tratamiento de las media del control. El
ANVA es usado para obtener el valor de error. Este progra-
ma indica cual de las medias de las concentraciones tdxicas,
estadisticamente son diferentes de la media del control a un
nivel del 5 % de significancia.

El valor de cronicidad (VC), es el punto calculado de
la concentracidn que se presume segura (No efecto), que se
encuentra entre el CEMO y el CENO, y derivada del calcu-
1o de la mediana geométrica del CEMO y CENO. Se asume
que la mediana geométrica (VC) es la concentracidén “segu-
ra”. Se calcula con la siguiente ecuacién:

VC = \/(CEMO) (CENO)
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5.2 Archivo de resultados

Los resultados deben ser archivados en formulfarios segln
los modelos que se encuentran en los anexos 7, 8, 9y 10.

5.2.1. Formulario para la colecta de muestras biolégicas

Contiene un cddigo de la muestra, el lugar y 1a fecha
de la colecta. Se especifica la especie, el nimero de indivi-
duos y si estuviese disponible la edad (e.g. semillas adqui-
ridas en hatchery). Adeinés deben registrarse los parametros
ambientales tales como Ja temperatura, oxigeno, salinidad,
pH, andlisis microbioldgico, siendo opcionales la Demanda
Bioguimica de Oxigeno (DBO;), Demanda Quimica de
Oxigeno (DQO), conductividad, sélidos suspendidos, gra-
sas, amonio ¥ sulfuros. Finalmente, se anotardn las observa-
ciones adicionales, como por ejemplo, el porcentaje de re-
productores maduros o inmaduros, profundidad del lugar
de la colecta, etc. Ademds, deben registrarse los nombres de
los colectores v de las personas que recepcionan las mues-
tras bioldgicas para un mejor control (Anexo 7).

5.2.2 Formulario para la colecta del agente toxico
{efluentes industriales, domésticos, etc.}

Contiene ademas del codigo, el lugar (posicidn
geografica) v 1a fecha, el volumen de la muestra colecta-
da, el tipo de tdxico, si éste es quimico (orgdnico o inor-
ganico), si es biologico (sdlido o liquido) e incluir qué ti-
pos de andlisis serdn realizados para su caracterizacién.
Otros datos que se deben registrar son: el tipo de descar-
ga {ocasional, continua o discontinua), las observaciones,
los nombres de los colectores y el personal que recepcio-
na las muestras (Anexo 8).

5.2.3. Formulario para el registro de respuestas
durante las pruebas de toxicidad
y de parametros fisicoquimicos

Contiene el cddigo del agente toxico, techa e inicio de
la prueba, el nombre del organismo prueba, el estadio o fecha
de eclosion, el tipo de alimentacion, de pruebay si lleva airea-
cién o no durante la prueba, ia concentracion o dilucion del
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agente tOxico, la etiqueta del color que le corresponde a cada
acuario, el nimero de réplicas, la supervivencia cada 24 horas,
los registros de ios pardmetros fisicoquimicos: temperatura,
salinidad oxigeno disueltos, pH, amoniaco u ofra sustancia.

Si se alimenta a los organismos durante la prueba se
debe anotar la hora y la cantidad de alimento que se le ad-
ministra, Se registran ademas otros tipos de analisis si fue-
ra el caso de demanda bioquimica de oxigeno, microbiold-
gico, aceites y grasas, hidrocarburos, metales, solidos sus-
pendidos, entre otros contaminantes {Anexo 9).

5.2.4 Formulario para el registro de fertilizacion
en Arbacia spatufigera

Contiene la fecha, la hora de inicio y término de la
prueba, el agente toxico (la procedencia y la fecha del
muestreo} ¥ datos que se deben registrar durante el procedi-
miento, finalmente se registran los resultados por concen-
tracién y por réplica; estos datos se promedian obteniéndo-
se un total de la respuesta en porcentaje. Los resultados ob-
tenidos son procesados en los diferentes programas compu-
tacionales, dependiendo del objetivo de las pruebas de toxi-
cidad (Anexo 10).

5.3 Informe de resultados

En el informe de los resultados se debe registrar en forma
restimida el material bioldgico, es decir, el organismo prue-
ba utilizado (nombre cientifico, nombre comn y estadio, o
fase larvaria de la especie); ademas del tipo de bioensavo,
duracién del bicensayo (tiempo de exposicion}, las condi-
ciones de la prueba (nimero de organismos por concentra-
cion, el namero de réplicas, aspectos sobre el namero de
concentraciones, las condiciones ambientales (temperatura,
oxigeno, pH, salinidad).

Los datos de las pruebas de toxicidad obtenidos como
tos valores de concentracion letal media (EC50) v sus iimites
de confianza se presentaran con los resultados de CEMO y
CENO si la prueba ha sido disefiada para obtener valores de
cronicidad. Finalmente, se presentard la conclusién de los re-
sultados obtenidos y 1a referencia bibliografica consultada.

En los analisis de los resultados también debe consi-
derarse cualquier comportamiento anormal de los organis-
mos durante el periodo de fa prueba.
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6. PROTOCOLOS PARA LA EJECUCION DE PRUEBAS DE TOXICIDAD CON
ORGANISMOS MARINOS SELECCIONADOS DEL LITORAL PERUANO

6.1. Protocolo para el manejo y ejecucion de pruebas de toxicidad con invertebrados marinos.

6.1.1 EQUINODERMOS : Gametos de Arbacia spatuligera “erizo marrén” (Figs. 2 - 6)

6.1.1.1 Material biologico

- La prueba de toxicidad con células espermaticas de
equinodermos es una prueba rdpida. que se lleva a cabo usan-
do gametos de especies de ertzo de mar del litoral rocoso.

- Esta prueba fue implementada en Estados Unidos
en el Programa de Pruebas Marinas con efluentes comple-
jos llevados a cabo por el Laboratorio de [nvestigacion Me-
dio Ambiente de la Agencia de Proteccion Ambiental de Es-
tados Unidos de Norteamérica con Strongylocentrotus droe-
bachiensis (DINNEL er al. 1982) y Arbacia punctulata {(WE-
BER er al. 1989).

- Los gametos de esta especie son altamente sensi-
bles y de rapida respuesta a un amplio rango de toxicos, in-
cluvendo compuestos complejos organicos e inorganicos.
Ademds, estos elementos hiolégicos son muy utilizados en
pruebas con efluentes complejos de la industria y de plantas
de tratamiento de aguas servidas.

- Taxonomia

Phylum : Echinodermata
Clase : Echinoidea
Subciase : Euchinoidea
Orden  : Arbacioida

Familia : Arbaciidae

Género  : Arbacia

Especie : Arbacia spatiligera

- Distribucidén

Esta especie se encuentra distribuida, de norte a sur
de los Estados Unidos, Baja California, México, Ecuador,
Per( y Chile; asociada mayormente a fondos rocosos inter-
mareal hasta 30 metros de profundidad (Caso 1978).

6.1.1.2 Materiales, equipos y reactivos

- Incubadora o camara de aclimatacion

- Centrifuga

- Microscopio compuesto

- Micropipetas

- Balanza analitica

- Termémetro

- Potenciémetro

- Transformador 12 v

- Céamara de Sedgewick Rafier

- Hemocitémetro o Cdmara de Neubauer
- Sistema de esterilizacidn de agua de mar

- Blower

- Pipetas volumétricas

- Sistema de filtracién de agua de mar.
- Contador manual

- Viales

- Placas petri

- Pipetas Pasteur

- Hielera

- Vasos de precipitacion de 300 y 1000 mL
- Parafilm

- Portaobjetos

- Tubos de ensayo

- Guantes desechables

- Gradilla para tubos de ensayo

- Reactivos

- Acido acético al 10 %

- Formalina al 10 %

- Solucidn KCI 5M

- Agua destilada

- Agua de mar estéril, control

6.1.1.3 Colecta y mantenimiento del stock
de reproductores

- La coleccidn de los reproductores se realiza en
playas rocosas del sur de Lima, por ejemplo, San Bartolo;
y San Lorenzo. En estas areas al momento de la colecta se
deben registrar los parametros fisicoquimicos tales como
temperatura, oxigeno disuelto, pH y salinidad.

- En el laboratorio, los individuos son ¢olocados en
acuarios con agua de mar filtrada, aireada por espacio de
24 horas.

-Luego se procede a sexarlos a través de estimula-
cion eléctrica y los individuos se mantienen separados por
sexo en tanques de 300 litros.

- Bl agua de mar de los acuarios debe ser renovada
diariamente, filtrandose y manteniendo un flujo disconti-
nuo; ademads, se limpia el fondo del tanque de las excretas
de los animales. Se les puede mantener en buenas condicio-
nes dandoseles abundante alimento, constituido por algas
{Ulva sp.).

- Cada dos semanas los tanques son vaciados y la-
vados con defergente y dcido muriético diluido v enjuaga-
dos con abundante agua dutce, descartindose los anima-
les débiles o que presentan pérdidas de puaas.

- La temperatura debe mantenerse entre 17 £2 °C
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y con salinidad 35 ups.

- La dieta consiste de macroalgas como la Ulva sp.
que se obtendra de la zona intermareal, renovindose cada
2 semanas por algas frescas

- Diariamente se registrardn los parametros fisico-
quimicos tales como: temperatura, oxigeno, pH y salinidad.

6.1.1.4 Coleccién de gametos
Machos

Para ejecutar una prueba se seleccionan cuatro ma-
chos. que se colocan en recipientes con escasa agua. La
estimulacion para la induccidn de la evacuacion del esper-
mg se realiza al producirse una descarga eléctrica por ba-
terias de 12 v durante 30 segundos, cerca a los poros ge-
nitales o con | mL de clorure de potasio (KCI) 0,5M, los
espermios son de color crema.

El esperma se colecta de los 4 ejemplares usando una
jeringa descartable (aproximadamente 1 mL de esperma) y
se coloca en un vasito de vidrio con muy poca agua ¥ en hie-
lo. Esta esperma puede utilizarse hasta una hora después de
colectada. Se deberd registrar la hora de colecta.

Hembras

[gualmente se seleccionan cuatro hembras y se co-
locan en un recipiente con poca agua.

Se estimula el desove de igual forma que en los
machos ¥ se colectan los dvulos con un jeringa o una pi-
peta Pasteur con boca ancha, Registrar la hora de colecta
y colocar la muestra en un tubo de centrifuga coénico (co-
lectar al menos 15 mL de un stock de dvulos). Los dvulos
son de color rojizo.

Este stock puede permanecer a temperatura am-
biente por varias horas antes de usarlo,

6.1.1.5 Preparacion de concentracion de
espermatozoides en muestras para pruebas

El agua de control es usada para diluir la muestra
concentrada de esperma a 5x107 espermios por mililitro
(EPM). La concentracion de espermios es primeramente
_estimada en la muestra original, como se describe a
continuacion.

- Preparar 5 viales y rotularlos con letras mayuscu-
las de la A a la E. Luego se les adiciona 20, 10, 10, 10y
4 mL de agua de control, consecutivamente, Poner en hie-
lo los viales y preparar una solucion de 10% de dcido acé-
tico en agua de mar (V/V).

- Efectuar las diluciones del esperma de 1:50, 1:100,
1: 200 y 1:400 usando agua de mar 35 ups como sigue:

1. Agregar 400 uL (microlitros) de la muestra de es-

perma concentrada originalmente a fos 20 mL de
agua de mar en vial A (1:50 dilucién). Mezclar por

16

inversién.

2. Agregar 10 mL de [a suspensién de esperma del vial
A al vial B (1:100 dilucidn). Mezclar por inversidn,

3. Agregar 10 mL de suspension del vial B al vial C
{1:200 dilucién). Mezclar por inversion.

4. Agrepar 10 mL del vial C al vial D (1:400 dilu-
cion), Mezclar por inversion. En el vial C agregue
acido acético al 10% para fijar la muestra y de este
vial sacar 1 mL al vial E (1:2000 dilucion). Mezclar
por inversion.

5. Descartar 10 mL del vial D (el volumen de todas
las suspensiones debe de quedar en 10 mL).

- Con fa suspension de 1: 2000 de esperma fijado con la so-
iucidn Acido acético (Vial E), se determinara el nimero de
espermatozoides por mL (EPM) en la forma siguiente:

l. Agregar una alicuota de la esperma en suspension del
vial E a ambos lados de la cdmara de conteo Neubauer.
Esperar que la esperma se sedimente por 15 minttos.
Contar al azar el nimero de espermatozoides en
diez de los 400 cuadrados centrales en ambos lados
del hemocitémetro usando un microscopio com-
puesto (100x). Promedie el conteo de ambos lados.
. El promedio de espermios por mililitro (EPM) en el
vial E debe estar cerca del promedio de conteo de
10.000 EPM o x10% .

o]

[F8]

- Calcular los EPM en las suspensiones ain “vivas”
de Tos viales del A, B y D usando el EPM en el vial E de
arriba: '

. Precise EPM en vial A = 40 x EPM en vial E.
. Precise EPM en vial 3 = 20 x EPM en vial E.
. Precise EPM en vial D= 5 x EPM en vial E.

4. Precise EPM en la muestra original de esperma-
tozoides = 2000 x EPM en vial E.

- Diluir cualquiera de las suspensiones de arriba con
un EPM mayor hasta 5 x107 EPM siguiendo la ecuacién:

Actual EPM/A(5 x 107} = FD (factor dilucion) (10 x
FDy - 10 =mL de agua de mar que debe agregarse al vial.

LS T 6y

6.1.1.6 Preparacién de la suspension de dvulos

- Lavar la muestra original de dvulos concentrados tres
veces, usando el agha de control con una centrifugacion suave.

- Esto se realiza agregando agua de mar a los tubos
de centrifuga, donde los huevos son colocados v rotando
a la més baja velocidad durante 3 minutos usando una
centrifuga de mesa.

- De forma suave descargue el agua sobrenadante v
repita 2 veces mas. Si el agua comienza a colorearse de
rojo debe ser descartada por lisis de los 6vulos. Finalmen-
te, diluir los dvubos a una concentracidn de 2000 Gvulos .
mL-! siguiendo el método siguiente:

- En forma cuidadosa vaciar los dvuloes del tubo de
centrifuga dentro de un pequefio beaker; agregue agua de
control para que los dvulos alcancen a un volumen de 200
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ANEXO 2
OBTENCION DE NAUPLIOS DE ARTEMIA

La utilizacidn de la Ariemia en los cultivos de or-
ganismos marinos es amplia, desde los primeros estadios
larvaies hasta adulto sirve de alimento para peces y crus-
taceos, debido a su facil manejo y principalmente por su
contenido nutricional.

En las pruebas de toxicidad de larga duracion se
hace necesaria la alimentacion de los organismos-prueba
de dieta carnivora, y para ello uno de los crusticeos que
mas se utilizan son los nauplios de artemia obtenidos a
partir de los quistes ¢ capsulas. ‘

Obtencion de nauplios de artemia a partir de quistes

A la fecha, muchos investigadores trabajan sobre la
evaluacién y comparacion de cepas de Arremia debido a
dos razones:

La calidad de la Artemia, varia notablemente de
una zona geografica a ofra.

No todos los quistes de arteinia pueden ser utiliza-
dos bajo una misma metodologia, por 1o que deben cono-
cerse las caracteristicas propias de cada cepa, con el fin de
darle un manejo que permita su maximo aprovechamiento.

La variabilidad de una cepa puede manifestarse en
diferentes aspectos: tamafio de los quistes, grosor de la
cdpsula, tamafio del huevo, del nauptio ¥ del adulto, las
cuales son variables dificiles de cambiar y que sélo pode-
mos manejar para obtener el mejor provecho. Desde lue-
go existe el manejo genético.

Otros aspectos son los relativos a la eficiencia en
produccion de nauplios, que puede estar muy influencia-
da por la forma de colecta, la limpieza vy la conservacion
de los quistes.

La eficiencia de eclosién va a depender. a parte de
lo ya mencionado, con respecto a la variabilidad v a la co-

lecta, a la metodologia de eclosidén de los quistes. Un
ejemplo claro es el tiempo de la descapsulacién, que va-
ria dependiendo del grosor dei coridn, la salinidad, la
temperatura, que son factores importantes para la eclosién
¥ cuyos valores oscilan de una ¢epa a otra (SORGELOOS et
al. 1977, ORTIZ ef al. 1991; HOFF ef al. 1993; CASTRO Y
QALLARDO 1993),

Descapsulacion

La cdpsula o coridn, que envuelve el embridn de
Artemia, es una proteccion natural para poder maniener
vivo al futuro nauplio, ante los cambios del clima y en ge-
neral de un medio ambiente agresivo. La técnica de des-
capsulacion, propuesta por SORGELOOS ef al. (1977) con-
siste en:

- Los quistes secos son hidratados en un contenedor
de fondo cénico con agua dulce o marina, y se mantienen
en suspension por medio de aireacidn desde el fondo,

- Pasada una hora, los quistes son puestos en una
solucidn al 2,12% de hipoclorito de sodio. El proceso de
oxidacion se inicia inmediatamente y como los coriones
se disueiven se observa un cambio en la coloracién que va
del café al blanco o naranja.

- Enmire 7 a 10 minutos los coriones desaparecen
completamente, y los quistes descapsulados deben ser en-
juagados en agua dulce o marina.

- Los quistes tratados son incubados en una pera
de decantacién y con aireacion directamente para su
eclosion.

- Obtenida la eclosién méxima pasada las 24 horas,
suspender la aireacion para que los nauplios se concentren
en ¢l fondo de la pera. colectarlos con un tamiz de nytal
de 100 micras de abertura y lavarlos con agua de mar es-
téril para luego proporcionarlos a los organismos - prue-
ba, si la prueba lo requiere.
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ANEXO 7. FORMULARIO PARA LA COLECTA DE MUESTRAS BIOLOGICAS PARA
SU UTILIZACION COMO ORGANISMOQ - PRUEBA

Cadigo de la Muesira ;

Lugar de la colecta

Fecha de la colecta

Especie/Edad

Namero de individuos:

Parametros ambientales del lugar de la colecta:

Temperatura (°C) Colifrmes 88T
termotelerantes

Oxigeno (N°botella)y* DBOS Grasas

Salinidad DQO Amonio

pH Conductividad Sulfuros

OBSERVACIONES:

INFORME ADICIONAL:

Colector (es)

Fecha de recepcion

Recepcidn por

*N°de botella: En ¢l recuadro se anotara el nimero o codigo de 1a botella donde se colectd la muestra.
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ANEXO 8. FORMULARIO PARA LA COLECTA DEL AGENTE TOXICO UTILIZADO EN PRUEBAS
DE TOXICOLOGIA ACUATICA

Codigo de la Muestra :

Lugar de [a colecta

Fecha de la colecta

Yolumen colectado

TIPO DE TOXICO

1.QUIMICO : Organico E $olido Inorganico ‘:j Solido

Liguido —— Liquide

2 BIOLOGICO Solido : Liquido (:]

3.ANALISIS DE LA MUESTRA

Temperatura pH Amonio 58T

Oxigeno DBOSs DOQ Grasas
Coliformes

Salinidad termotolerantes Conductividad Sulfuros

TIPO DE DESCARGA

Ocasional o intencional [:\ Continua :] Discontinua :]

OBSERYACIONES:

INFORME ADICIONAL:

Colector (es)

Fecha de recepcion

Recepcidn por
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ANEXO 10. FORMULARIO PARA EL REGISTRO DE FERTILIZACION EN ARBACIA SPATULIGERA

ORGANISMO PRUEBA

FECHA DEL BIOENSAYO -

HORA DE INICIO
HORA DE TERMINO
AGENTE TOXICO

PROCEDIMIENTO

N° DE DILUCIONES
N° DE REPLICAS
VOLUMEN TOTAL

PROCEDENCIA

FECHA DE MUESTREO

NUMERO DE OVULOS

Tubko Ov i =
Tubo Ov 2 =
Promedia =

NOM - 200 =

NUMERQ DE ESPERMIQS

Lado |
Lado 2
Promedio {5)

Sedgwick-Rafter : N de dvulos contabilizados

=NOM
nil. de agua de mar para agregar al stock de ovulos

Hematocitdmetro : N° de espermios (1ubo D) contabilizados

x25% 10,000 = NEMentubo D =

NEM [ x 2000 = ... NEM del stock ariginal

PARAMETROS FISICOQUIMICOS DEL AGLIA DE MAR:

TEMPERATURA:
SALINIDAD:
pH:
RESULTADOS:
NUMERQ DE OVULOS FERTILIZADOS ¥ NO FERTILIZADOS
COLOR/DILUCION REPLICA 1 REPLICA 2 REPLICA 3 REPLICA 4 TOTAL
Fertiliz, No fert. Fertiliz. No fert. Fertiliz. No fert, Fertiliz. No fert, RESPULSTA
Blanco
OBSERVACIONES:
RESPONSABLE {S):
MARP:
INVE AR
- vy -
40 2006




