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RESUMEN

MEenpoza, U., AvON, P., LeicH, B., Ovora, W., BacH, L., CagQuiNeau S., Bourousassi, 1., Verazco, F., Turck, B.,
SirepDINE, A., CHANG, F., QuEsQuUEN, R., GrRaco, M. (2022). Procedimientos para division y retirada de nadadores-
pellets fecales de muestras de trampa de sedimento colectadas en el sistema de afloramiento del norte de la Corriente
de Humboldt. Inf Inst Mar Perii. 49(2): 315-322.- Este trabajo proporciona un procedimiento desarrollado y
aplicado durante el proyecto KOSMOS-Pert 2017 para evaluar el flujo y el material biolégico (nadadores,
pellets fecales) capturado, utilizando una trampa de sedimento automatica fija, colocada en la columna
de agua somera de un area del sistema de afloramiento del norte de la Corriente de Humboldt. La trampa
de sedimento fue desplegada durante el periodo de verano austral, caracterizado por presentar la mayor
productividad biolégica y en particular, bajo las condiciones extremas del evento El Nifio Costero 2017. Esta
condicién determind la colecta de material de origen terrigeno en mayor proporciéon que durante un afno
no Niflo. Ademas, el material capturado presentd alta heterogeneidad, lo cual dificulté el submuestreo
representativo de la muestra bulk. Esto determiné la necesidad de desarrollar un procedimiento adecuado
paramanipular la muestra de la trampa de sedimento con respecto a los métodos de division, tamizado,
remocion de los nadadores y los pellets fecales. Por otra parte, los errores relacionados a la precision fueron
documentados. Para ello, los esfuerzos para corregir el sesgo potencial o minimizar el problema usando
esta tecnologia sonpresentados.

PaLaBRrRAS cLAVE: tasa de sedimentacion, pellets fecales, zooplancton, trampa de sedimento, sistema de
afloramiento del norte de la Corriente de Humboldt

ABSTRACT

MEenpoza, U., AvON, P., LeicH, B., Ovora, W., BacH, L., CagQuiNeau S., Bourousassi, 1., Verazco, F., Turck, B.,
SirEDDINE, A., CHANG, F., QuEsQUEN, R., Graco, M. (2022). Sediment trap splitting and swimmers-fecal pellets picking
procedure of simples collected in the upwelling system of the north Humboldt Current. Inf Inst Mar Peru. 49(2): 315-
322.- This work provides a procedure developed and applied during the KOSMOS-Peru 2017 project to
assess the flux and biological material (zooplankton, faecal pellets) caught using an automatic fixed sediment
trap deployed at the upper ocean of a coastal area of the upwelling system of the North Humboldt Current.
The sediment trap was deployed during the austral summer period, characterized by the highest biological
productivity and in particular under the extreme conditions of the coastal El Nifio event 2017. This
condition determined the sampling of material with terrigenous origin in a higher proportion than during
a non-Nifo year. In addition, the caught material presented a large heterogeneity, which difficult the
representative sub-sampling from the bulk sample. In this particular scenario, a suitable procedure how to
sample the sediment trap with respect to the splitting, sieving, swimmers and faecal pellets removal methods
was described. This determined the need to develop a suitable procedure for handling the sediment trap
samples with respect to the splitting, sieving, swimmers and faecal pellets removing methods. Furthermore,
theaccuracy-related issues were documented. For this approach the effort to correct for the potential bias
or minimize the problem using this technology is presented.

Keyworps: sedimentation rates, fecal pellets, zooplankton, sediment trap, upwelling system of the North
Humboldt Current
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1. ANTECEDENTES

Nuestro entendimiento de la relacién benténico-
peldgica y las dindmicas de la sedimentacion
de particulas se incrementd con el uso de las
trampas de sedimento, el equipo mas comun
para investigar el flujo vertical de particulas
(BERGER, 1971; Honjo, 1976). A partir del uso de
dichas trampas se logré el muestreo de particulas
en sedimentaciéon en la columna de agua en
océanos profundos y someros, aunque se han
cuestionado debido a problemas asociados, por
ejemplo, con nadadores (zooplancton), y en el
submuestreo debido a cuestiones hidrograficas
(BAkER et al., 1988).

El protocolo descrito aqui fue desarrollado
y aplicado para una trampa de sedimento
estandar fijada en la costa central peruana del
productivo sistema de afloramiento del norte
de la Corriente de Humboldt (12,0554667°S,
077,2347667°W) durante el proyecto KOSMOS-
Pera 2017. La dificultad clave del uso de
las trampas de sedimento en esta area es el
procesamiento de las muestras después de su
recuperacion, debido a las extremadamente
altas densidades de particulas originadas de
la productividad bioldgica (Pack et al., 1987)
caracteristicas de los sistemas de afloramiento
costero, y en particular en el momento del
estudio del gran aporte de material terrigeno
transportado por los rios hacia el mar durante el
extremo evento El Nino costero 2017. Ademas,
se debe tener en cuenta que la heterogeneidad
en el material sedimentado es grande, lo cual
complica el submuestreo de la muestra original.
Mientras que, los pellets fecales del zooplancton
son la fuente principal del material particulado
atrapado en las trampas. En términos de la
composicién de la masa colectada (bulk) un
fragmento promedio de pellet fecal de anchoveta
es equivalente a varios cientos de pellets fecales
“tipicos” de copépodos adultos (Honjo &
Roman, 1978) y su contribucién representa del
0,7 al 17,4% del carbono organico particulado
(COP) total del sistema de afloramiento peruano
(StAREsINIC et al., 1983).

En este contexto, a fin de obtener la estimacion
precisa del flujo de masa total esta la necesidad
de adoptar un procedimiento adecuado para
esta drea de investigacion, debido a que los
métodos de remocion de los nadadores y su
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precision en la division en trabajos anteriores
realizados en el sistema de afloramiento de
la Corriente de Humboldt estan escasamente
documentados (GonzALEz & SMETACEK, 1994;
GonzAvLez et al., 2000). Este estudio combiné las
fortalezas de dos procedimientos empleados
anteriormente en los Océanos Pacifico y
Atlantico. Estos son el procedimiento BATS
(Bermuda Atlantic Time-series Study) (CoNTE
et al., 2001) y el proyecto AMOP (Activities of
research dedicated to the Minimum of Oxygen in
the Eastern Pacific) (BRETAGNON et al., 2018) para
estandarizar la metodologia de las trampas de
sedimento en el océano somero y asi obtener el
mejor set de datos.

2. MATERIAL Y METODOS

Material y Soluciones

— Microscopio camara
acoplada

— Microscopio compuesto con cdmara acoplada

— 3 botellas de vidrio (250 mL) por muestra

— Botellas de polisulfona (50 mL, 100 mL)

— Tubos de Eppendorf (2 mL)

— Tamiz de nytal con mallas de 1 mm, 500 pm,
300 pum, 150 pum y 100 pum de abertura

— Agujas de acupuntura

— Pinceles finos

— Pipetas de vidrio (10 mL, 25 mL) con pera de
succion

— DPipeta automatica Sarpette (50 mL)

— Bomba de succion Resun ACO-0082 usado en
acuarios

— Divisor Folsom

— Camara de recuento Bogorov

— Camara de recuento Sedgewick Rafter

— Soporte de tamices

— Agua destilada y agua milli-Q

— Solucién de formaldehido al 20%, grado EM

— Tetraborato de sodio (Na,B,0,10H,0O) o borax

estereoscopio  con

A fin de preservar a los nadadores y pellets
fecales, estos son fijados en formaldehido al 2%
(BATS) y formaldehido al 5% tamponado (pH
8) con Tetraborato de sodio (borax) (AMOP),
respectivamente.

Disefnio de muestreo

Antes del despliegue de la trampa de
sedimento, dos litros de agua de mar fueron



Mendoza, Ayon, Leigh, Oyola, Bach, et al.

Procedimientos para retirada de nadadores-pellets fecales de trampa
de muestras de trampa de sedimento colectadas en el SANCH

colectados con una botella Niskin de la estacion
y profundidad elegidas para la colocacion
del arreglo oceanografico. En el laboratorio,
para facilitar el trabajo in situ (usualmente
esto puede realizarse a bordo), el formol (5%)
tamponado con bdérax a pH ~8 se prepard
con agua de mar filtrada (filtro de acetato de
celulosa 0,2 um) siguiendo el procedimiento
AMOP (BrReTAGNON et al., 2018).

Un arreglo oceanografico fijo subsuperficial
fue desplegado por el buque de investigacion
BAP MoratLes al norte de la isla San Lorenzo
a profundidad promedio de 40 m, localizado
frente al Callao, Pert central (Fig. 1). Una trampa
de sedimento estandar programable con embudo
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Figura 1.- Panel a) Bosquejo de la linea de fondeo fija sub
superficial con una trampa de sedimento programable posicionada
en la base. Panel b) Bosquejo de la trampa de sedimento con
embudo cilindrico (Hydro-Bios Multi Sediment Trap, 444000)
disefiado para plataforma continental

cilindrico (Hypro-Bios Murti SEDIMENT TRAP,
444000) se instal6 en la linea de fondeo a 30 m
de profundidad. La trampa tiene un colector
que recoge las particulas en sedimentacion en
botellas de 250 mL secuenciales, en un carrusel
giratorio de 6 puertos. El tiempo utilizado por la
trampa de sedimento en el experimento fue de
60 dias consecutivos, empezando el 26 de febrero
2017, cuando la resolucion del muestreo fue
configurada para 10 dias.

Procedimiento

El procedimiento detallado aplicado para las
muestras de la trampa de sedimento automatica
se dividid en 2 pasos (Figs. 2, 3).

Standard
sediment trap

Sample without
swimmers

Folsom splitting
(1/4)

Detritus + Picking up
= swimmers —% swimmers

Step 1

[]

_
—>

Aliquot Picking up
faecal
pellets

Seston and
bulk analysis

Step 2

Biological analysis

Figura 2.- Diagrama del procedimiento con trampa de sedimento
a) retirada and b) divisiéon

Figure 3.- Paneles a) Paso 1 describiendo el tamizado y la retirada de zooplancton, b) Paso 2
describiendo los procedimientos de division y retirada en trampa de sedimento automatica
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PrIMER PASO

El primer paso describe el cribado y recojo de los
nadadores bajo el estereoscopio para remover
todos, retirando con cuidado cualquier particula
de detrito adherida a estos. Estas particulas
seran destinadas al analisis de la masa colectada
(Figs. 2a, 3a). Los nadadores son definidos
como el zooplancton completo y larvas de peces
bien preservados, los cuales entran de manera
activa a la trampa de sedimento, mientras
que los no-nadadores se refiere a las partes
de los organismos (patas, conchas, antenas) u
organismos en claro estado de descomposicion
(BuEessEeLER et al., 2007). Es importante remover
todos los nadadores retirando cualquier
particula de detritus adherida a estos para
obtener una muestra libre de nadadores, porque
al no removerlos se sobreestimaria el flujo
(BuEgsseLER et al., 2007).

Actualmente, no hay consenso sobre un
protocolo general para la remociéon de
nadadores. Algunos autores (CoNTE et al., 2001;
Honjo & MANGANINI, 1993; MiIQUEL et al., 1994;
Kare et al., 1996) han usado uno o mas tamices
con diferentes mallas (125, 500, 600, 1000, 1500
micron) antes de la etapa de fraccionamiento
para remover los nadadores mas grandes y
posteriormente, bajo el estereoscopio. Otros
(Knavp et al., 1997; ANTIA et al., 1999; STEINBERG
et al., 2001) remueven los nadadores solamente
recogiéndolos de los filtros bajo un estereoscopio
sin realizar el procedimiento de tamizado.
CuiarINT et al. (2013) propuso la remocion de
nadadores usando el estereoscopio solamente
en una porcion de la muestra con una gran
cantidad de material retenido. Estos autores
advierten que eliminar los nadadores bajo un
estereoscopio es la metodologia mas precisa,
aun si la precision depende de la experiencia del
analista. Otra ventaja es que, el estereoscopio
permite la identificacion y remocion de
diferentes materiales externos tales como
plumas provenientes de aves marinas o fibras de
plastico de diferentes origenes. Adicionalmente,
ambientes eutrdficos poco profundos (dentro de
los 200 m de profundidad) o ambientes costeros
tienen un mayor numero de nadadores, por
ello el método a ser utilizado para su remocién
dependera del sistema ocednico estudiado
(BuEgsseLER et al., 2007).
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El método de remociéon de nadadores también
representa una fuente de error que probablemente
varia con el espectro del tamafio y la composicion
de las especies (KARL et al., 1996). La comunidad
de metazooplancton de las aguas costeras
peruanas (p. €j. copépodos, eufausidos) presenta
un amplio rango de tamanos aproximadamente
entre 0,3 y 25 mm (Pixepo, 2014) por ello la
mejor opcidn de recojo de nadadores es usando
las mallas de 1 mm, 500 um (BATS) y 300 pum
para las submuestras, las cuales son usadas para
los andlisis biogeoquimicos. Generalmente el
metazooplancton mas pequenio (p. ej. copépodos)
también puede encontrarse, por ello ese
zooplancton permite utilizar, junto a las mallas
con abertura mas grande, el filtrado <300 pm.

La resolucion de muestreo configurada cada 10
dias para la trampa de sedimento estandar del
proyecto KOSMOS-Pert 2017 integro densidades
relativamente altas (100 a 300 g peso humedo)
durante el verano austral. En esta estacion del afio,
la productividad primaria es mayor (CALIENES et
al., 1985; Gurierez et al., 2011; Carienes, 2014),
identificada por la presencia de pellets fecales
de zooplancton y peces, junto a una alta entrada
de material terrigeno debido al evento El Nifio
2017, ambos conllevaron a una sobrecarga de
la muestra, lo cual dificultaria el analisis si solo
fueran una o dos mallas.

El proceso de tamizado y retiro de nadadores es
descrito abajo:

1. Dejar sedimentar por 48 horas la muestra
fijada para separar el material particulado
del sobrenadante por gravedad (BoxHAMMER
et al., 2016) bajo refrigeracion (4 °C).

2. Remover el sobrenadante wusando una
pipeta (25 mL) y transferirlo a una botella de
polisulfona (100 mL), evitando tocar el material
particulado. Almacenar el sobrenadante en
refrigeracion (4 °C) para usarlo posteriormente
para el lavado del material del laboratorio
(placas Petri, embudos, etc.) después del
proceso de tamizado.

3. Acoplar las mallas de tamizado (1 mm, 500 y
300 um) de mayor a menor tamano al soporte
de tamices, colocar el embudo (10 cm) y la
botella de vidrio (250 mL) debajo de la malla
de 300 um para recuperar el material filtrado
(<300 pm).
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4. Homogeneizar manualmente la muestra por
30 segundos.

5. Tamizar el material particulado con las mallas
y lavar la botella de la muestra y su tapa con
parte del sobrenadante obtenido, tamizar el
liquido obtenido y esperar 15 minutos hasta
que la muestra completa haya sido filtrada.

6. Remover los tamices del soporte y colocar
cada malla al revés ante las placas Petri con
10 mL de sobrenadante para amortiguar
la caida del contenido y evitar su ruptura
(especialmente de los pellets fecales).

7. Transferir el material retenido de cada malla
a la placa Petri ejerciendo aire a presiéon
utilizando una bomba manual para acuario
(Resun ACO-008a), con una presion de
0,033MP sobre la muestra para eliminar el
material atrapado en cada malla hasta no
observar residuos en estas.

8. Colocar el contenido de cada placa Petri y el
material filtrado (<300 pm, contenido en una
botella de vidrio) separadamente en botellas
de polisulfona de 100 mL debidamente
identificadas (alicuotas).

El recojo de nadadores y pellets fecales se lleva a
cabo a continuacion:

9. Transferir cada alicuota a una placa de conteo
Bogorov y retirar cada particula de detrito
cuidadosamente con la ayuda de pinceles y
agujas de acupuntura, tomar en cuenta no
dafiar sus contenidos para realizar el retiro
de los nadadores utilizando un estereoscopio
(rango de aumento 1X-8X).

10. Almacenar los nadadores removidos en bo-
tellas de polisulfona con una soluciéon a 4 °C.

11. Combinar las alicuotas libre de nadadores en
una sola muestra y almacenarla en botellas
de polisulfona listas para el procedimiento
de division.

Luego de la remocion, los nadadores son
identificados por taxa mayores y contados. La
data de nadadores es presentada como ntimero
de nadadores por trampa, ya que las trampas
no estan destinadas a medir el flujo activo de
animales (S1LVER & GowiNg, 1991).
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SEGUNDO PASO

El objetivo del segundo paso es dividir la muestra
libre de nadadores en partes iguales utilizando
un divisor para obtener al menos 4 submuestras
(Y4 de la muestra) (Figs. 2b, 3b). Dos de las
submuestras son usadas para el analisis de seston,
analisis de la masa colectada y biologico (pellets
fecales), objetivo del presente protocolo. Debido
a que los diferentes métodos de remocién de
nadadores pueden afectar los valores de los flujos
biogénicos (GARDNER, 2000) y que la precisiéon de
medicion de masa varia dependiendo del divisor
utilizado (CHiarINI et al.,, 2013), es importante
adoptar un procedimiento de fraccionamiento
adecuado. Considerando que la trampa de
sedimento estdndar puede capturar pellets fecales
de peces en un sistema de afloramiento natural,
los cuales son equivalentes a cientos de pellets
fecales de un “tipico” copépodo adulto (Honjo &
RomaN, 1978), cuyos fragmentos son fragiles, se
adoptd el uso del divisor Folsom. En el sistema
del afloramiento del norte de la Corriente de
Humboldt existen pellets fecales de zooplancton
(50 - 668 um de largo) y peces (248 - 8843 um de
largo) (data no mostrada) cuyos tamanos varian
entre <100 y >300 um, dificultando la separacién
apropiada de los pellets fecales y el detrito. En
este contexto, para el analisis bioldgico, los pellets
fecales fueron recogidos de la submuestra (V1)
anadiendo a la malla de 300 pm, una de 150 um
y de 100 pum de abertura y el filtrado <100 um. La
precision realizada durante la manipulacion del
divisor Folsom fue calculada (véase en la seccidon
de precision).

Los procedimientos de fraccionamiento y retiro
de pellets fecales son descritos abajo.

1. Homogeneizar la muestra.

2. Transferir la muestra libre de nadadores al
divisor folsom obteniendo 2 submuestras (%2
cada uno).

3. Dividircadasubmuestra ('2) secuencialmente,
obteniendo 4 submuestras (¥4 cada una).

4. Etiquetar cada submuestra (¥4) destinadas a
diferentes analisis y/o archivo.

5. Filtrar una alicuota con un filtro de membrana
de vidrio para los siguientes andlisis de flujo de
masa total y andlisis estandar de masa colectada.



Inf Inst Mar Perti, Vol. 49 / No. 2 / Abril - Junio 2022

ISSN 0378-7702

6. Tamizar la alicuota usada para el analisis
bioldgico utilizando mallas de tamizado con
aberturas de 300 pm, 150 pm y 100 pm.

7. Esperar 15 minutos hasta que el liquido
filtrado se encuentre totalmente adentro.

El retiro de los pellets fecales se desarrolla de la
siguiente forma:

8. Retirar los pellets fecales con 2 agujas de acu-
puntura y conservarlos en frascos de polisul-
fona con una solucion preservante a 4 °C.

9. Medir (largo y ancho) y registrar los pellets
fecales (>150 um) presentes utilizando
una camara Nikon DS-Fi2 acoplada al
estereoscopio, una pantalla tactil Nikon
Digital Sight DS-L3 y el programa Nikon
NIS-Element.

10. Transferir la alicuota libre de nadadores a la
camara de conteo Sedgewick Rafter y con la
ayuda de las agujas de acupuntura, realizar el
conteo, medicion y retiro de los pellets fecales
< 150 pm utilizando el estereoscopio Nikon
H600L (aumento 100X).

11. Relacionar el taxén de zooplancton de donde
provienen los pellets fecales de acuerdo a su
forma (Isexi, 1981; FowLErR & Smarr, 1972;
TacucH! & SaiNo, 1998; WiLsoN et al., 2008;
MarTENS, 1978; YooN et al., 2001).

3. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Aspectos relacionados con la precision

Se dio especial atencion a la remocion de nada-
dores, la preservacion de las muestras, los instru-
mentos utilizados para la division, el tamafio de
abertura de mallas de tamizado y la pérdida de
material durante su manipulacion.

El resultado de los flujos puede diferir
ampliamente dependiendo del método para la
remocion de los nadadores. Opuesto a la Region
Antartica, donde este paso influencia mas el
flujo debido a la escasez de material (5 g peso
himedo) (Cuiarint et al., 2013), en el sistema
de afloramiento del norte de la Corriente de
Humboldt, la cantidad de material particulado
es mayor y su composicion heterogénea. El
procedimiento BATS (ContEetal., 2001) adoptado
aqui para el tamizado complementando con una
malla de 300 pm es rapido, aunque menos preciso
que el retiro manual utilizando un estereoscopio
y puede sobrestimar el flujo. Para compensarlo, se
implemento6 también el retiro manual utilizando
un estereoscopio, lo que podria resultar en una
subestimacion ya que algunas particulas pueden
retirarse al quedarse adheridas a los nadadores
(BUESSELER et al., 2007).

Laprecisiondeldivisor Folsom fue determinada
gravimétricamente por el volumen dividido
(Tabla 1). Para calcularlo, se realiz6 una prueba
de fraccionamiento con agua destilada, agua
destilada con 1 g de sedimento de la superficie
del area donde se realizo el estudio. Para
cada prueba, el volumen (500 mL), el doble
que el utilizado en la botella original de las
muestras (250 mL), fue dividido en 8 partes
iguales debido a que el error incrementa
junto al nimero de submuestras por division
(HeussNEr et al., 1990). El coeficiente de
variacion (CV) promedio obtenido fue de
0,17% para agua destilada y 0,11% para agua
con sedimento anadido. Ademas, la prueba
se repitié con dos muestras reales de material
particulado, resultando en un CV medio de
0,07%. Los resultados de precision del presente
trabajo son considerablemente mas bajos que el
rango de 5% al 6% encontrado para el divisor

Tabla 1.- Precisién del divisor Folsom. La media y rango del coeficiente de variacion (CV)
son dados para cada tratamiento

Nivel de Volumen
sub muestra muestral (mL)

Tipo de
divisor

Numero de
medidas

Volumen de Numero Media CVrango
submuestra (mL) de réplicas CV (%) (%)

Divisor Folsom

(solo agua) 18 500 8

62,5 16 0,17  0,10-0,25

Divisor Folsom
(aguay1lgr 1/8 500 8
sedimento)

62,5 24 0,11  0,06-0,27

Divisor Folsom
(material
particulado
simple)

1/8 250 7

31,2 33 0,07  0,01-0,18
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Folsom utilizado por CHiaRiINI et al. (2013) con
escaso material, sugiriendo asi su aplicacion.

Comentarios resumidos

Se alcanzd el objetivo del protocolo para la
correcta estimacién del flujo de masa total y
pellets fecales que se utilizan posteriormente
para desarrollar la cuantificacion exacta de
la cantidad de carbono. Teniendo en cuenta
que los métodos de retirada de nadadores
afectan directamente el flujo, fue importante
informar cdmo se eliminaron los nadadores. La
combinacion de la subestimacion del flujo con la
filtracion con tamiz y la sobreestimacion del flujo
con la retirada manual de nadadores permitio un
punto de cruce en algtin lugar. Este punto “nulo”
varid con el espectro del tamafio y quizas con las
especies presentes. Este protocolo focalizado en
muestras de afio El Nifio nos permitié plasmar
un escenario de un espectro de gran tamafo
con un aumentado problema de los nadadores
debido a la poca profundidad de la trampa de
sedimento. Fue importante hacer un esfuerzo
para comprender el procedimiento del método
y errores en este entorno variable del sistema
de afloramiento del norte de la Corriente de
Humboldt. Se recomienda tomarlo como base
para futuros estudios.
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