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PrOLOGO

n la dltima década, Latinoamérica, y particularmente en México, han

mostrado un crecimiento vigoroso en la produccion cientifica, lo cual es

un reflejo del aumento de la inversién en ciencia, tecnologia y educacion
(Hermes-Lima y Navas 2006). Como resultado de lo anterior, el nimero de gra-
duados con doctorado ha aumentado substancialmente, especialmente en las
ciencias ambientales. De forma similar, el nimero de publicaciones cientificas
en Latinoamérica ha aumentado en este periodo a una tasa mas acelerada que
publicaciones similares en Norteamérica (Zenteno-Savin et al., 2007), a pesar
de las limitaciones financieras y de otro tipo, propias de los paises en desarrollo
(Hermes-Lima et al., 2007).

El aumento de la investigacion ambiental en México refleja también la pre-
ocupacion publica (y por lo tanto politica) por el medio ambiente. Mas aun, esto
refleja el aumento de los esfuerzos de los investigadores mexicanos (y de otros
en Latinoamérica) por fortalecer su trabajo colaborando y aprendiendo de in-
vestigadores de otros paises. El establecimiento de un capitulo de Norteamérica
de la Sociedad de Toxicologia y Quimica Ambiental (SETAC, siglas en inglés) en
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México, mas que separar el capitulo de Latinoamérica, ilustra esta nueva actitud
en el intercambio de conocimiento.

Pero los intercambios entre mexicanos y otros investigadores estan lejos de
ser unilaterales, tal como lo evidencia este Util e interesante libro, Ensayos toxico-
Iégicos para la evaluacidn de sustancias quimicas en agua y suelo. La experiencia en
Meéxico. Los investigadores de otros paises pueden aprender en este libro como
los investigadores mexicanos han adaptado y desarrollado pruebas de toxicidad
para sus especies y necesidades particulares.

Las pruebas de toxicidad aportan una conexién esencial entre la quimica am-
biental (la presencia de sustancias donde no deben estar o en concentraciones
mayores a las basales, medidas a través de analisis quimicos) y la ecotoxicologia
(la presencia de sustancias que causan efectos biolégicos adversos, medidos en
organismos individuales a través de pruebas de toxicidad y en poblaciones a
través de andlisis de estructura o funcién de las comunidades). Este libro sirve
como punto de referencia para esta clase de pruebas en México, y a su vez pro-
vee informacion de interés internacional con respecto a especies y pruebas para
ambientes tropicales.

La mayoria de las pruebas de toxicidad se basan todavia en especies de am-
bientes templados, que fueron desarrolladas originalmente para su aplicacion en
Norteamérica. No obstante, esto estd cambiando rdpidamente y este libro forma
parte de esta evolucién. Paises como México comenzaron usando pruebas desa-
rrolladas fuera del pais, y poco a poco las han ido adaptando a sus condiciones
locales especifica. Sin embargo, ahora desarrollan nuevas pruebas mas apropiadas
para cada pais, como se documenta en este libro para el caso de México. Existen
diferencias innegables en la sensibilidad de las especies a los contaminantes en las
diferentes areas geograficas del mundo (Chapman et al., 2006). Por lo tanto, esta
evolucion hacia pruebas de toxicidad especificas para un pais o regién geografica
esimportante, sobre todo para proveer la informacién mas apropiada para la toma
de decisiones ambientales.

Recomiendo este libro a investigadores y estudiantes dentro de México, ya
que es un punto de referencia apropiado. Sin embargo, también lo recomiendo a
investigadores y estudiantes fuera de México, ya que en el hay mucho que aprender
de lo que los investigadores mexicanos han logrado.

Finalmente, agradezco a los editores de este libro la invitacién para escribir
este breve prologo, ya que ha sido un honor hacerlo.
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INTRODUCCION

Patricia Ramirez Romero y Ania Mendoza Canti

lo largo de la historia, las actividades antropogénicas han generado una

gran variedad de contaminantes, los cuales han ocasionado el deterioro

de los distintos compartimentos ambientales, incluyendo el agua, el aire, el
sueloy el sedimento, asi como de la biota asociaday por ende de los ecosistemas.
Estos efectos dependen de la concentracion en la que se encuentren las sustancias,
de su persistencia y de su biodisponibilidad, pudiendo ocasionar desde efectos
no letales, como el desplazamiento temporal de algunas especies, hasta la muerte
de poblaciones enteras.

Los efectos de la contaminacién comenzaron a ser mayormente visibles a
partir de la Revolucion Industrial (1830-1890), cuando la produccidn en masa, asi
como el hacinamiento de personas en las ciudades, provocé condiciones insalu-
bres que produjeron muertes masivas, enfermedades crénicas y degenerativas,
ademds de la devastacion de bosques y rios (Neuzil y Kovarik, 1996). Esta situacion
se vio magnificada posteriormente por la llamada “Revolucién Quimica”, la cual
propicioé la utilizacidon de miles de sustancias para fabricar productos de consumo
diario, sin la realizacion de estudios cientificos para conocer los posibles efectos
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de la mayoria de estas sustancias en el hombre y el medio ambiente (PBS, 2001).
De hecho, en 1983 se estimd que aproximadamente 63,000 compuestos eran de
uso comun a nivel mundial, de los cuales 3,000 representaban aproximadamen-
te el 90% del peso total de los compuestos producidos por la industria. En ese
momento, se estimoé ademas una produccion de 200 a 1000 nuevos compuestos
por afo (Moriarty, 1988).

La investigacion formal de los efectos adversos de los contaminantes sobre los
organismos se inicia en la década de los afos 30, a través del desarrollo de estudios
para determinar la relaciéon causa-efecto entre la presencia de contaminantes
quimicos en el agua y sus efectos bioldgicos en poblaciones de peces. Estos estu-
dios se enfocaron en su mayoria a confirmar si un contaminante, del que se tenia
sospecha, era el agente causante de un dafo que ya habia ocurrido y se basaron
en pruebas de mortalidad de los organismos (pruebas de toxicidad aguda).

Entre los primeros animales acuaticos empleados en los estudios de toxicidad se
encuentra la carpa dorada (pez ornamental), la cual es una especie de facil manejo
en condiciones controladas de laboratorio. Sin embargo, cuando se descubre que
estos peces eran mas resistentes que otras especies de importancia econdmica y
social como las truchas, se inicia el desarrollo de una plétora de pruebas con una
gran variedad de organismos. Con ello se demostré claramente la gran diferencia
en la sensibilidad a los contaminantes que existe entre los organismos, la cual
puede variar incluso en varios érdenes de magnitud (Macek, 1980).

Durante las décadas de1940 a 1960, los estudios que demostraron los efectos que
producian los plaguicidas agricolas sobre la vida silvestre, catalizaron el desarrollo
de la toxicologia ambiental y con ella el desarrollo de pruebas en las que, ademas
de lamortalidad, se median otros indicadores de importancia ecoldgica, tales como
el crecimiento y la reproduccién en organismos acuaticos y terrestres. Fue en esta
época cuando se reconocio que este tipo de estudios requerian de la participacion de
investigadores de distintas areas del conocimiento como son la quimica, la ecologia,
la biologia y la toxicologia, entre otras. El término “ecotoxicologia” fue establecido
por Thuhaut en 1969 como una extension natural de la toxicologia (que estudia los
efectos en organismos individuales) enfocada al estudio de los efectos ecolégicos
de los contaminantes o bien al estudio de los efectos de los contaminantes en los
ecosistemas (Moriarty, 1988). En 1974 se ofrecié por primera vez un programa a
nivel licenciatura en toxicologia ambiental en la Universidad de California, el cual
fue pionero en los Estados Unidos y probablemente en el mundo.

En 1977 se reunié un grupo de cientificos interesados en formalizar las pruebas
de toxicidad con organismos vivos. A esa reunidn asistieron no solamente aca-
démicos, sino también representantes del gobierno y de la industria, los cuales
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discutieron las caracteristicas que deberian tener estas pruebasy las categorizaron
en orden de importancia de acuerdo a las siguientes aspectos:

« Ser capaces de generar resultados ecolégicamente significativos

- Ser capaces de generar informacion defendible desde el punto de vista cien-
tifico y legal

«  Estar basadas en métodos disponibles rutinariamente y ser de amplia aplicacion

- Ser predictivas de efectos ecoldgicos

« Ser aplicables a una amplia variedad de compuestos

« Sersimplesy costo-efectivas

De las pruebas analizadas por este grupo de cientificos, las evaluaciones de toxi-
cidad aguda recibieron las calificaciones mas altas, ya que cumplen con todas o casi
todas las caracteristicas descritas anteriormente (Henry, 2006). No obstante, cabe
sefalar que este tipo de evaluaciones pueden tener algunas limitantes, ya que el
hecho de que demuestren que un contaminante ocasiona la mortalidad del 50% de
una especie no necesariamente significa que pueda presentarse un dafo ecoldgico.
Asimismo, estas pruebas no pueden detectar facilmente los efectos de compuestos
que no sean letales pero que retarden el desarrollo (crecimiento o reproduccion)
de las especies, o de compuestos que produzcan daios a nivel poblacional, lo cual
puede tener un impacto ecolégico considerable (Moriarty, 1988). Sin embargo, es
importante enfatizar que aun ahora las pruebas de toxicidad aguda son de gran
utilidad porque permiten la construccién de bases de datos para la comparacién de
la sensibilidad de las especies a los contaminantes o de la toxicidad de un grupo de
compuestos en una especie en particular, de una manera rapida y econémica.

Actualmente, los resultados de las pruebas de laboratorio son aceptados como
estimaciones conservadoras de los efectos potenciales de las sustancias en el medio
ambiente y se reconoce su utilidad para los programas de monitoreo ambiental,
asi como para la regulacién de substancias, ya que son herramientas baratas, que
permiten identificary evaluar los efectos potenciales de los contaminantes genera-
dos por actividades agricolas, acuicolas, industriales y urbanas, sobre componentes
biolégicos, con lo que se puede priorizar muestras o dreas que requieren estudios
mas exhaustivos y caros. AUn mas, integradas con analisis quimicos, geoldgicos y
ecoldgicos, pueden ser utilizadas para determinar indices de calidad ambiental.
Asimismo, las pruebas bioldgicas pueden ser utilizadas para evaluar la biodisponi-
bilidad de contaminantes, inclusive en muestras con mezclas complejas, mediante
una gran diversidad de respuestas a distintos niveles de organizacion bioldgica,
que van desde alteraciones bioquimicas y moleculares, hasta disfuncion endocrina,
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modificaciones conductuales y fisiolégicas (efectos sobre crecimiento, reproduc-
cién) y de los parametros poblacionales.

Desde el punto de vista regulatorio las pruebas biolégicas pueden utilizarse
para establecer criterios de calidad ambiental, para controlar descargas de aguas
residuales municipales e industriales, para regular el uso y produccién de sustancias
quimicasy para enjuiciar y defender actividades relacionadas con los contaminan-
tes en casos de litigio ambiental. Por ultimo, las industrias pueden incorporar las
pruebas bioldgicas a su proceso de toma de decisiones con respecto al desarrollo,
manufactura y comercializacién de sus productos (Rand y Petrocelli, 1985).

Alrededor del mundo se han desarrollado ejercicios en los que se ha buscado
estandarizar pruebas de toxicidad (APHA, 1981, ASTM, 1980a y 1980b) , asi como
seleccionar grupos de éstas con distintas especies para integrar lo que se conoce
como“baterias de pruebas’, las cuales tienen como objetivo tratar de identificar los
efectos de los contaminantes y de nuevas sustancias sobre un grupo de organismos
que representen distintos grupos taxondmicos de importancia ecoldgica y cuyas
sensibilidades sean complementarias. De esta forma se hace posible detectar un
efecto en el caso de muestras en las que se desconoce el origen de su toxicidad.
Adicionalmente, se ha buscado demostrar su efectividad y reproducibilidad a
través de ejercicios de intercalibracion y estandarizacién-armonizacion.

En particular para Latinoaméricay en el caso de ambientes de agua dulce, cabe
destacar el esfuerzo que el Centro Internacional de Investigaciones para el Desa-
rrollo de Canada realizé en 1996, en el cual expertos de ocho paises (Argentina,
Canadj, Chile, Colombia, Costa Rica, India, México y Ucrania) llevaron a cabo un
programa de intercalibracion, con la finalidad de validar una bateria de ensayos a
través de muestras ciegas y su posterior aplicacién en muestras ambientales. Como
resultado de esta experiencia se publico el libro Ensayos Toxicolégicos y Métodos
de Evaluacion de Calidad de Aguas. Estandarizacion, intercalibracién, resultados y
aplicaciones (Castillo, 2004). Cabe destacar que de esta publicacion, se han incor-
porado algunos capitulos en el presente documento, ya que se considera que las
pruebas que se describen tienen aplicabilidad probada en México.

EXPERIENCIA Y NECESIDADES EN MEXICO

En México, el sector académico ha desarrollado estudios de toxicologia ambiental
desde principios de los afios 80, cuando se reconocié la necesidad de conocer los
efectos que la contaminacién estaba produciendo sobre los ecosistemas y sus
componentes. Hoy en dia existe un interés creciente por el desarrollo de procedi-
mientos estandarizados para la evaluacion ecotoxicoldgica de los compuestos o
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elementos quimicos potencialmente dafinos. Esto exige el desarrollo o adaptacion
de una serie de pruebas bioldgicas (bateria de bioensayos) para medir directamen-
te los efectos toxicos en los organismos y en los ecosistemas. Este requerimiento
surge debido a la necesidad de adaptar los bioensayos a las condiciones particu-
lares de nuestro pais, ya que la gran mayoria de las pruebas estandarizadas hoy
en dia han sido desarrolladas utilizando organismos y condiciones presentes en
las &reas templadas del mundo. México, por el contrario, presenta vastas regiones
subtropicales y tropicales que difieren en temperatura, iluminaciéon, entre otras
condiciones ambientales, o cual puede cambiar no solamente el comportamiento
fisicoquimico de los contaminantes, si no también el metabolismo de los orga-
nismos (Johannes y Betzer, 1975). Mas aun, México junto con Brasil, Colombia
e Indonesia, se encuentra entre los primeros lugares de las listas de riqueza de
especies (SEMARNAP, 1999), por lo que es particularmente importante contar
con pruebas que garanticen, en lo posible, la proteccién de esta megadiversidad.
Contar con estos procedimientos le permitird al pais tener avances importantes en
la proteccion del ambiente. Sin embargo, estas pruebas no pueden aplicarse tal
cual se hace en otros paises, ya que es indispensable tomar en cuenta, ademas de
las caracteristicas propias de nuestros ecosistemas, la infraestructura disponible,
asi como los recursos humanos y econémicos existentes.

La Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT) ha identifica-
do quevarias de las actividades que son de su competencia, tales como la revision de
estudios ecotoxicoldgicos para el registro de nuevos plaguicidas, el andlisis de estudios
de evaluacién de riesgo ecolégico, la caracterizacion de los residuos industriales, la
evaluacion de la contaminacién por emisiones, fugas, derrames y descargas, entre
otras requieren de procedimientos estandarizados para medir los impactos que
ocasionan sobre los organismos y los ecosistemas. Hoy en dia dichas actividades se re-
gulan unicamente con analisis fisicoquimicos, con los cuales no es posible determinar
los efectos bioldgicos. Por tal motivo, esimportante complementar dichos andlisis con
bioensayos de toxicidad para determinar los efectos sobre los individuos, los cuales
puedan afectar a las poblaciones y los ecosistemas en general. Con la interaccién de
la informacién generada en ambas pruebas (fisicoquimicas y bioldgicas) se contara
con una visién mas completa de los efectos adversos que ocasionan los contaminan-
tes sobre los componentes bidticos y abidticos de los ecosistemas, coadyuvando a
determinar medidas integrales para proteger el ambiente.

Esta obra es un primer esfuerzo que trata de apoyar y responder a las nece-
sidades anteriormente planteadas y nace como un proyecto bajo el auspicio
e iniciativa del Instituto Nacional de Ecologia (INE). La primera etapa de este
proyecto consistié en la identificacion en el pais a los grupos de investigacién e
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individuos con experiencia en el desarrollo de pruebas de toxicidad para aguas
(dulces, marinas y salobres), sedimentos y suelos. Esto se realizd con el apoyo de
la Asociacién Mesoamericana de Ecotoxicologia y Quimica Ambiental A.C., la cual
cuenta con una base de datos de investigadores mexicanos. Asimismo, se identi-
ficaron expertos durante las diversas reuniones y actividades desarrolladas en la
SEMARNAT y el INE. Como resultado de esta colaboracién, se logré identificar a un
grupo de 34 expertos, asi como la generacién de una base de datos en la que se
detallan las lineas de investigacion, las pruebas de aplicacién rutinaria y el nivel
de experiencia. Esta base de datos estara proximamente a disposicién del publico
en general en la pagina electrénica del INE. Cabe aclarar que esta base de datos
no es exhaustiva y estard sujeta a actualizaciones.

De los expertos identificados se reunié a un grupo en el Centro de Capacitacion
del Instituto Mexicano de Tecnologia del Agua (IMTA), para discutir los criterios
de seleccion de los bioensayos de toxicidad para ser considerados, asi como para
estudiar propuestas de pruebas que coincidieran con éstos. Los criterios identifi-
cados se incluyen en la tabla 1 (pagina siguiente).

Con estos criterios, y de un universo de alrededor de 100 distintas especies
y pruebas, se seleccionaron los ensayos que se detallan en este documento, los
cuales en su mayoria describen evaluaciones de toxicidad aguda. Sin embargo,
también se incluyeron algunas pruebas subletales en las que se evalian pardmetros
como el crecimiento, la reproduccién y otros indicadores.

Como se podra observar, para algunas especies o grupos taxonémicos se
presenta mas de un ensayo, esto se debe a que los procedimientos varian en al-
gunos detalles, pero debido a la amplia experiencia y probada efectividad de las
pruebas se decidié no excluir ninguno. En un futuro seria recomendable integrar
estos ensayos en uno que contenga las mayores ventajas y que por lo tanto dé
los mejores resultados.

CLASIFICACION DE LOS BIOENSAYOS

El presente documento ha sido preparado con lafinalidad de proporcionar alos usua-
rios una serie de procedimientos detallados para la realizacién de varios bioensayos,
reflejando la experiencia que han alcanzado cada uno de los expertos que participaron
en la elaboracién de esta publicacion. De esta forma, se presentan 21 ensayos con
organismos de agua dulce, de agua marina o salobre y de suelos, asi como 8 procedi-
mientos complementarios con métodos o técnicas que faciliten la realizacion de los
ensayos, tales como el lavado de material, la determinaciéon de pHy dureza de muestras
acuosas o soluciones, la obtencion de extractos o elutriados, entre otros.
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Tabla 1. Criterios para la seleccién de pruebas bioldgicas en laboratorio

para la evaluacién toxicolégica de sustancias quimicas

Factibilidad

De los organismos

De la prueba

Bajo costo

Materiales y reactivos disponibles en la localidad
Tiempo maximo de desarrollo, 5 dias.
Procedimiento de prueba simple

Facilidad en la evaluacion de la respuesta a medir

Facil obtencion (cepario)

Facil mantenimiento

Representatividad ecolégica
De un grupo funcional (productores primarios, herbivoros,
carnivoros, descomponedores)
De un grupo taxondémico (bacterias, peces, insectos, etc.)
De una ruta de exposicién (dérmica, ingestién, branquial,
combinadas, etc.)

Con informacion sobre su sensibilidad a compuestos toxicos

(base de datos)

Estadio mas sensible

Respuesta relevante a los compuestos toxicos

Sensibilidad a bajas concentraciones

Sensibilidad a una amplia variedad de compuestos téxicos

Sensibilidad no redundante con otras especies

Con informacion sobre su biologia

Condiciones presentes en los ecosistemas mexicanos

(temperatura, salinidad, dureza, etc.)

Concentraciones quimicas reales (que se presenten en el medio

ambiente)

Técnicamente seguros y no contaminantes

Posibilidad de ser estandarizada

Buena exactitud y precision analiticas

Aplicacién universal (usos, ventajas y limitaciones)

Significado ecoldgico de los resultados

Buenas practicas de laboratorio
Validacion de la salud de los organismos de prueba
Requerimientos minimos de sobrevivencia /reproduccién
en pruebas y testigos
Edades o etapas de vida requeridos al inicio de la prueba
Comprobacién de concentraciones nominales

Los ensayos presentados se clasificaron en tres categorias de acuerdo con su
grado de desarrollo y experiencia de aplicacion. Las pruebas para las que se cuenta
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con una gran experienciay ademas se ha demostrado su reproducibilidad en algin
ejercicio de intercalibracion, se clasificaron en la categoria de ensayos intercali-
brados (IC). Una segunda categoria es la de los ensayos con amplia experiencia
(AE), la cual se otorgé a aquellas pruebas que han sido empleadas ampliamente
por un tiempo considerable, en al menos un laboratorio, y que han demostrado
reproducibilidad. Por ultimo se agruparon los ensayos con experiencia (E), que han
sido probados y utilizados por un tiempo relativamente corto, por al menos un
laboratorio, y que a la fecha han demostrado reproducibilidad, pero que requieren
de ser probados por otros laboratorios y con un mayor nimero de compuestos.
Para cada uno de los ensayos se describe la siguiente informacion:

«  Principio de la prueba

« Material, reactivos y equipo necesarios

« Caracteristicas de los organismos de prueba, incluyendo su obtencidn, cultivo
y condiciones de mantenimiento

«  Procedimiento de la prueba, incluyendo la obtencién y expresién de los
resultados

« Cuadro resumen del procedimiento de prueba

Este libro esta dirigido a todos aquellos profesionales y estudiosos del medio
ambiente, agencias de gobierno y organizaciones civiles, que requieran probar la
toxicidad de muestras ambientales, descargas residuales, compuestos especificos
o mezclas de éstos. De los ensayos aqui presentados, los lectores y usuarios pue-
den realizar una seleccién de las pruebas que mas se ajusten a sus necesidades
considerando varios factores, entre ellos que se pueden mencionar los siguientes:
las instalaciones y equipos con que se cuente, el tipo de muestras, compuestos y
matriz ambiental (agua, suelo, sedimento) que se deseen evaluar, la experiencia
en el manejo de organismos de laboratorio, la disponibilidad o acceso a los or-
ganismos, etc. Algunas de estas pruebas, por su sencillez, pueden ser adaptadas
como experimentos de laboratorio en escuelas de todo nivel.

Los ensayos presentados en este documento abarcan una variedad de am-
bientes y especies, aunque desafortunadamente no alcanzan a cubrir todas las
necesidades que podrian tener el gobierno y otros sectores. Por ejemplo, no se
incluyen pruebas con insectos polinizadores, ni con peces de agua marina. Asi-
mismo, reconocemos que es necesaria una mayor experiencia en el desarrollo
de pruebas para suelos y sedimentos. Esto quiere decir que en México todavia
hace falta dedicar esfuerzos y recursos para la identificacién, estandarizacion e
intercalibracion de este tipo de ensayos. A partir de este documento se pretende
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comenzar una serie de ejercicios de intercalibracion que resulten en la eleccién
del grupo de ensayos mas apropiado para los ambientes mexicanos. Asimismo, se
continuara identificando pruebas adecuadas y expertos que puedan participar con
su experiencia en estos ejercicios y se buscara obtener la capacitaciéon necesaria
en aquellas areas en las que no haya experiencia a nivel nacional.
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ENSAYO DE TOXICIDAD AGUDA CON
EL CLADOCERO DAPHNIA MAGNA

Maria Consuelo Diaz Bdez, Yolanda Pica Granados
y Alicia Ronco

CLASIFICACION DEL ENSAYO: IC
PRINCIPIO DE LA PRUEBA

Dentro del grupo de los cladéceros, las especies del género Daphnia son las
mas utilizadas como organismos de prueba o de referencia en pruebas de
toxicidad. La amplia distribucion geogréfica, el importante papel que cum-
plen al interior de la comunidad zooplancténica, la facilidad de cultivo en el
laboratorio, la reproduccion partenogenética (lo cual asegura una uniformidad
de respuesta), y el corto ciclo de vida con la produccién de un alto nimero
de crias, han hecho de este grupo un ideal para la evaluacién de toxicidad, a
nivel universal.

El género Daphnia se ubica dentro del orden cladocera dela clase crustacea,
y especies como D. magna, D. pulex, y D. similis, son utilizadas extensivamente
en pruebas de toxicidad, por lo cual existe una extensa informacion sobre las
técnicas de cultivo, los requisitos de temperatura, luz y nutrientes, asi como
su respuesta a muchos compuestos toxicos. Especificamente, los ensayos

Este ensayo aparecié publicado originalmente en G. Castillo (ed.). 2004. Ensayos toxicoldgicos y métodos
de evaluacion de calidad de aguas. Estandarizacién, intercalibracion, resultados y aplicaciones. IDRC,
IMTA, Canada. 202 pp. Se reproduce con la autorizacién de la editorial.

17

=
N
=
&
S
=
~




18  ENSAYOS PARA AGUA DULCE

de toxicidad con D. magna (figura 1.1), permiten determinar la letalidad
potencial de sustancias puras, aguas residuales domésticas e industriales,
lixiviados, aguas superficiales o subterrdneas, agua potable, y agua de poro

de sedimentos, entre otros.

Figura 1.1. Vista general de Daphnia magna

En las pruebas de toxicidad con D. magna, neonatos menores de 24 horas
de edad son expuestos a la muestra o compuesto a probar, por un periodo de
48 horas, al término del cual se cuantifica el numero de organismos muertos.
Con estos resultados se establece la proporcién o porcentaje de mortalidad

producida.
MATERIAL

Acuarios de 3 L de capacidad

Pipetas volumétricas y graduadas
del1,2,5,10y20 m.

Pipetas pasteur y bulbos de latex

Peras para pipetas

Puntas para micropipetas

Recipientes plasticos de 30, 50

y 100 mL

Vasos de precipitado de 2 000, 1,000
y 600 mL

Matraz aforado de 100 mL

Pipetas volumétricas de 1, 2,5y 10 mL

Pipetas automaticas de 250, 500

y 1,000 uL

Papel aluminio

Garraféon o bidon de 20 L
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Manguera delgada para bombas Matraz Kitasato de 2 L

de acuario Platos para pesar reactivos
Espatulas Hielera y hielo o geles refrigerantes
Papel parafilm Tubos de ensayo

REACTIVOS Y SOLUCIONES

Bicarbonato de sodio (NaHCO,) Sulfato de magnesio (MgSO,)

Cloruro de potasio (KCI) Sulfato de calcio (CaSO,«2H,0)
Biotina Tiamina

Vitamina B, Selenito de sodio (Na,SeO,)
Dicromato de potasio (K,Cr,0,) Agua deionizada o destilada

AGUA DURA RECONSTITUIDA

Para su preparaciéon se recomienda colocar 19 L de agua deionizada o
destilada en un garrafén y adicionar 2.4 g de MgSO,, 3.84 g de NaHCO, y
0.16 g de KCI. Agitar hasta disolver completamente las sales. Paralelamente,
disolver 2.4 g de CaSO,+2H,O en 1 L de agua deionizada o destilada. Es
necesario tener en cuenta que la disolucién de esta sal puede requerir un
periodo de tiempo prolongado. Terminada la solubilizacién de la sal, in-
corporar la solucién de CaSO,«2H,O al garrafén, lo cual permitird obtener
20 L de agua dura reconstituida.

Cuando se determine la necesidad de suplementar el agua dura reconstituida,
deben prepararse por separado las soluciones de biotina, vitamina B, tiamina
y selenito de sodio (Elendt y Bias,1990), de la siguiente forma:

12’

Solucién de biotina 0.0075 g/L
Solucién de vitamina B12 0.010 g/L
Solucién de tiamina 0.075 g/L
Selenito de sodio 0.010 g/L

Las soluciones preparadas se deben mantener refrigeradas (4 + 2 °C), y
pueden almacenarse por un periodo de hasta seis meses. Para un volumen
de 20 L de agua dura reconstituida, se adicionan los siguientes volimenes de
cada una de las soluciones: tiamina 20 mL, vitamina B,, 4 mL, biotina 2 mL
y selenito de sodio 4 mL.

Una vez terminada la preparacion del agua reconstituida, se mide el pH,
el cual deberd oscilar entre 7.6 y 8.0. Posteriormente, se airea el liquido de
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forma permanente hasta el momento de su uso (minimo 24 horas). El aire
utilizado debe estar libre de grasas y aceites.

Equiro
Microscopio estereoscdpico Balanza analitica
Plancha de agitacién con magneto Bombas para acuario

Controlador de temperatura ambiente ~ Refrigerador (4 + 2 °C)
(equipo de aire acondicionado u otro) Mechero de Bunsen

Bomba de vacio Autoclave o equivalente Medidor
de oxigeno disuelto Potenciémetro
Tituladores para dureza Termdmetro

y alcalinidad Centrifuga

Sistema purificador de agua
(deionizador, sistema Milli-Q
o una fuente de abastecimiento
de agua destilada)

ORGANISMOS DE PRUEBA

Las hembras partenogenéticas de D. magna pueden obtenerse directamente
de compaiiias proveedoras de materiales bioldgicos, quienes certifican la
especie. También pueden ser obtenidas de otras fuentes como laboratorios
especializados donde se llevan a cabo pruebas de toxicidad con este claddcero
o por medio de su recolecciéon en campo; en estos casos la especie debera ser
identificada taxondmicamente.

CULTIVO Y MANTENIMIENTO DE LOS ORGANISMOS DE PRUEBA

Los cultivos de D. magna pueden mantenerse en recipientes de 1,203 L o
cualquier otro sistema que resulte funcional. Con el fin de mantener condi-
ciones dptimas para el crecimiento de los individuos, se recomienda mantener
una densidad poblacional no mayor de 12 individuos por L.

Los organismos se mantienen en agua reconstituida con una dureza entre
160 y 180 mg CaCO, /L. El agua se prepara en el laboratorio (APHA,1998)
y puede suplementarse con una solucién de vitaminas y selenio cuando se
detecten problemas en la reproduccion o se presente una alta mortalidad entre
los 14 y 21 dias por malformacion de las antenas (figura 1.2).
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Los cultivos se mantienen a una temperatura de 21 + 2 °C, un fotoperiodo
aproximado de 16 horas luz : 8 horas oscuridad y una intensidad luminica de
alrededor de 800 luxes (tabla 1.1).

Los suplementos alimenticios s6lo se adicionan en caso de un crecimiento
deficiente del cultivo.

Figura 1.2. Principales rasgos morfologicos de Daphnia magna

Corazon

/

A Ovario y bolsa |

Antenas incubatriz

]

Intestino

Se recomienda que antes de utilizar el agua se determine la concentracién
de oxigeno, la cual debe estar por encima de 6 mg/L, y la dureza, que debe
encontrarse dentro del intervalo preestablecido de 160 a 180 mg CaCO,/L.
En caso de que alguno de estos pardmetros de control se encuentre fuera de
los intervalos mencionados, el agua debera desecharse.

Igualmente, con cada lote de agua dura preparada, antes de su utilizacion ya
sea como medio de cultivo o para la dilucion de las muestras, se debe realizar
un bioensayo que permita comprobar que no se presenta ningtin efecto sobre
la supervivencia de las daphnias. Para esta prueba, se coloca en tres recipientes
un volumen de 30 mL de agua y 10 neonatos por recipiente. Al cabo de 48
horas la supervivencia debera ser mayor del 90%, en caso contrario se debe
desechar el agua reconstituida.
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Tabla 1.1. Condiciones recomendadas para el mantenimiento de cultivos de Daphnia magna

Temperatura 21+£2°C

Calidad de luz Fluorescente, blanco-frio

Intensidad luminosa 800 luxes (luz blanca fria) en la superficie
del liquido

Fotoperiodo 16 horas luz : 8 horas oscuridad

Recipientes de mantenimiento Los cultivos se mantienen en recipientes de 2 L
de vidrio transparentes, y deben permanecer
tapados

Alimentacion Cultivos puros de Selenastrum capricornutum
u otras algas verdes unicelulares

Suplemento alimenticio Los cultivos pueden suplementarse con las
soluciones de vitaminas y selenito

Densidad poblacional No mayor de 12 individuos/L

Limpieza Diariamente se deben retirar las exubias (mudas)

y los restos que se encuentren en el fondo de los
recipientes. Cada viernes se cambia el agua de los
acuarios que deben lavarse con una esponja o un
pano de tela, enjuagar varias veces con agua de-
ionizada. No se debe emplear jabon ni otros
detergentes.

Recoleccién de neonatos Diariamente se retiran los neonatos con una
pipeta Pasteur de pldstico con una abertura lo
suficientemente ancha para no ocasionar dafnos
alos neonatos.

LIMPIEZA Y MANTENIMIENTO

Para el mantenimiento del cultivo se sugiere aplicar un ciclo de renovacién
definido a criterio del analista. El ciclo permite mantener un cultivo de orga-
nismos en etapas Optimas de reproduccion. Algunos autores (CETESB, 1991)
recomiendan mantener lotes de individuos separados por edad, desde 0 a 1
semana hasta 4 o 5 semanas de la siguiente forma:

Diariamente o cada tercer dia dependiendo del desarrollo del cultivo,
deben retirarse los neonatos, los cuales pueden ser destinados al desarrollo
de pruebas o eliminados.

Con igual periodicidad se debera efectuar la limpieza y el suministro de
alimento. Para la limpieza se emplea un siféon con el cual se remueven las
exubias y los restos de alimento depositados en el fondo de los recipientes.
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Figura 1.3. Cultivo de Daphnia magna y su ciclo de renovacion

Madurez sexual Liberacién de la progenie

0-24h 1 semana 2 semanas 3 semanas 4 semanas 5 semanas

Neonatos con los que se reinicia un nuevo cultivo

—

‘ Hembras descartadas

Al finalizar, se recupera el volumen de agua en cada recipiente, adicionando
o haciendo el recambio de 1/3 del volumen con agua reconstituida fresca.

Una vez por semana (por ejemplo el viernes), después del retiro de los
neonatos y antes del suministro de alimento, se transfieren las hembras adultas
a recipientes limpios conteniendo partes iguales del agua antigua y agua de
dilucién fresca.

Se recomienda desechar los organismos mayores de cuatro o cinco sema-
nas, reemplazarlos e iniciar un nuevo cultivo con los neonatos colectados ese
dia (figura 1.3).

Cuando se van a realizar pruebas, el dia previo se extraen los neonatos
presentes en el cultivo, para de esa forma garantizar que los neonatos encon-
trados al dia siguiente tengan menos de 24 horas de nacidos.

ALIMENTACION

Para la alimentacion de los cultivos, se puede emplear suspensiones de
diferentes especies de algas (Selenastrum capricornutum, Ankistrodesmus fal-
catus, Chlorella sp., Scenedesmus sp., etc.). Para el cultivo de los dos primeros
géneros se recomienda utilizar medio AAP, cuyos detalles de preparacion se
presentan en el ensayo de toxicidad crénica para S. capricornutum de este
documento. Para las restantes especies se puede utilizar medio Bristol, cuya
composicion se detalla en la tabla 1.2.

La alimentacion con cultivos de S. capricornutum se realiza cada tercer dia,
después de la limpieza. Para determinar la cantidad de alimento (cultivo algal)
que debe suministrarse a cada recipiente del cultivo, se calcula el volumen de
la siguiente manera:
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Tabla 1.2. Medio de cultivo Bristol para el cultivo de algas

Solucién de macronutrientes
Compuesto Solucién nimero Soluciéon mL de la solucién
madre (g/L) madre por L
de solucion

NaNoO, 1 25 10
CaCl2.H,0O 2 25 10
MgSO47H, O 3 7.5 10
K,HPO, 4 7.5 10
NaCl 5 2.5 10

KH PO, 6 17.5 10
Mezcla 1:1* 8 3.1 g/100mL

KOH 5.0 g/100mL 1
EDTA

Mezcla 1:1* 9 0.498 g/100mL

FeSO,s7H,0 0.1 mL/L 1
H,S0,

H,BO, 10 1.142 g/100mL 1
Solucién de elementos traza 1 mL/L
Compuesto Solucién Madre (g/100 mL)
ZnSO4.7H20 0.882

MnCl2¢4H20 0.144

MoO3 0.071

CuSO4+5H20 0.157

Co(NO3 )2.6H20 0.049

*Estas mezclas deben ser preparadas hasta el momento previo de su adicién al medio Bristol.
A*B
C

donde:
V = volumen del concentrado algal
A = numero de daphnias por acuario,
B = dosis 6ptima recomendada (1.5 x 10° células por daphnia/dia)
C= concentracion (numero de células/mL) de la suspension de algas (para
su determinacion se utiliza una cimara de Neubauer cuyo manejo se pre-
senta en el ensayo con S. capricornutum).
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CONTROL DE CALIDAD DEL CULTIVO

Para el control de calidad de los cultivos de D. magna es necesario establecer
las caracteristicas reproductivas de la poblacién, haciendo un seguimiento de
su ciclo de vida. Simultaneamente, se debe establecer la sensibilidad de los
organismos de prueba a través de la carta control con el compuesto tdxico
de referencia.

Para establecer los cambios en la sensibilidad del cultivo se recomienda
realizar mensualmente un bioensayo utilizando el compuesto téxico de re-
ferencia.

Para determinar posibles alteraciones del crecimiento del cultivo de da-
phnias es necesario hacer un seguimiento del ciclo de vida y establecer si hay
cambios en el tiempo requerido para alcanzar la madurez sexual, en la tasa
reproductiva y en la longevidad de los individuos.

Las caracteristicas reproductivas se determinan mediante el siguiente
procedimiento:

Seleccionar un nimero conocido (5 a 10) de neonatos pertenecientes al
mismo parto (a la misma camada), colocarlos en recipientes individuales
en las condiciones estandarizadas de cultivo y anotar la fecha de inicio del
ensayo. Registrar diariamente el nimero de nuevos organismos que aparecen
en el recipiente. Al final de la primera semana, debe empezar a observarse el
crecimiento y maduracion de los neonatos en la cdmara de incubacién, fené-
meno que finaliza con el primer parto. El tiempo transcurrido entre el inicio
del experimento y el primer parto define el tiempo requerido para alcanzar
la madurez sexual. Este tiempo ha sido definido por varios autores (Edley y
Law, 1988; Lewis y Maki, 1981; Goulden et al., 1982), quienes han establecido
un valor entre ocho y doce dias como 6ptimo.

A partir del primer parto, registrar diariamente el nimero de neonatos,
los cuales deben removerse de los recipientes de cultivo. Este procedimiento
se realiza diariamente por un periodo de 21 dias (un tercio del ciclo de vida),
o cuando alguna de las hembras adultas muere (lo que suceda primero). Este
registro permite calcular la tasa reproductiva correspondiente al promedio
de crias producidas por hembra en un periodo de 21 dias. De acuerdo a Gir-
ling y Garforth (1989) y Kliittgen y colaboradores, (1994), el valor promedio
normal de neonatos por hembra adulta durante los primeros 21 dias oscila
entre 112y 212.

El seguimiento diario de los organismos adultos en cada uno de los recipientes
de cultivo, hasta que el nimero de individuos disminuye a un 20% de la poblacién
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inicial, permite calcular la longevidad de los individuos. El tiempo promedio de
vida de los organismos corresponde al tiempo transcurrido desde el inicio del ex-
perimento hasta el primer caso de mortalidad natural. Valores de 40 a 60 dias han
sido reportados como la longevidad promedio 6ptima (Girling y Garforth: 1989;
Gutiérrez et al.,1989). La deteccién de mortalidad en periodos mas cortos, hara
necesario la revision de las condiciones de mantenimiento del cultivo o incluso
el manejo de suplementos en el agua dura (vitaminas y selenio).

Es importante tener en cuenta, que todas las actividades de limpieza,
alimentacion y remocién de neonatos del sistema deberan mantenerse re-
gularmente durante todo el tiempo del experimento. Los resultados pueden
registrarse en tablas como la que se presenta en la tabla 1.3.

PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA

Para el desarrollo de pruebas de toxicidad aguda con D. magna se emplean neona-
tos (< 24 horas de nacidos) expuestos a diferentes concentraciones de una muestra
o de un agente toxico durante un periodo de 48 horas. Como resultado de dicha
exposicion, es posible determinar la concentracion de la muestra o compuesto
problema que produce la muerte al 50% de la poblacion de neonatos expuestos
(concentracion letal media o CL, ), con un nivel de confiabilidad del 95%.

También puede determinarse la concentraciéon minima donde atin se ob-
serva efecto de mortalidad (Lower Observable Effect Concentration, LOEC),
asi como aquella donde la muestra no produce la muerte de neonatos (No
observable Effect Concentration, NOEC).

PRUEBA EXPLORATORIA

Cuando no hay un conocimiento del origen de las muestras o de su toxicidad,
es recomendable llevar a cabo una prueba exploratoria, en la cual se prepara un
amplio intervalo de concentraciones sin réplicas (por ejemplo: 0.001, 0.01, 0.1,
1,10, y 100%). Para la prueba se colocan 30 mL de cada una de las diluciones
en un vaso de prueba; se pueden emplear vasos de polietileno desechables de
30 mL o vasos de precipitado de vidrio de 50 mL, adecuadamente lavados de
acuerdo al procedimiento complementario complementario que se describe al
final de este documento.

Se transfieren 10 neonatos en cada uno de ellos y a las 24 horas se registra
el nimero de organismos muertos. Con esta informacion podra establecerse
el intervalo de concentracién en el cual se puede esperar el 0 y el 100% de
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Tabla 1.3. Formato para el registro de los resultados de los experimentos de reproduccion

con Daphnia magna

Dia Réplicas Ndm. Ntum. | Neonatos/

neonatos adultos | neonatos
1123 4|5/6/7[8]9]1

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

21

Total

mortalidad. Este intervalo se utiliza como guia para la preparacion de las
diluciones en las pruebas definitivas.

Para la prueba exploratoria de muestras ambientales (efluentes y aguas su-
perficiales) se recomienda utilizar un factor de dilucién de 0.5, el cual permite
cubrir un amplio intervalo de dilucién (por ejemplo 100, 50, 25, 12.5, 6.25%
etc.). Sise observa un alto porcentaje de mortalidad en la concentraciéon mas
baja seelccionada, después de las primeras 24 horas del bioensayo, sera ne-
cesario realizar mas diluciones de la muestra y repetir la prueba exploratoria
en ese nuevo intervalo de diluciones.

Para la preparacion de las diluciones de las muestras se utiliza como medio
de dilucion agua dura reconstituida (180 y 160 mg/L CaCO,), sin ningtin
suplemento. En la preparacion del agua, se deben determinar los parametros
sefialados anteriormente (APHA, 1998).
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PREPARACION DE LAS DILUCIONES EN PRUEBAS DEFINITIVAS

Las pruebas definitivas requieren por lo menos 5 diluciones, por lo que es necesario
preparar un minimo de 100 mL por dilucién. Este volumen serd suficiente para el
llenado de las tres réplicas (25 mL en cada uno) de cada concentracion.

Ademas de las diferentes concentraciones de la muestra, se debe preparar,
junto con las respectivas réplicas, un control negativo con agua dura reconsti-
tuida sin suplementos y un control positivo con una solucién del compuesto
téxico de referencia (Cr (VI)), preparada a partir de dicromato de potasio en
la concentracion que, de acuerdo a la carta control previamente elaborada,
corresponda ala CL, (ver procedimiento complementario de aseguramiento
y control de calidad de los bioensayos).

El control negativo se emplea para verificar el adecuado estado de salud de
los organismos, de manera que se esperaria que al término del experimento su
sobrevivencia fuera mayor a 90%. El control positivo se emplea para valorar
la estabilidad de la sensibilidad de los organismos. Aunque se pueden utilizar
diferentes compuesto toxicos de referencia, el recomendado para pruebas con
D. magna es el Cr(VI).

Una vez preparadas cada una de las soluciones, se transfieren diez neonatos de
menos de 24 horas de nacidos a cada uno de los recipientes. Para realizar este pro-
cedimiento se puede utilizar una pipeta despuntada. Terminada la transferencia,
se cubren los vasos con papel Parafilm y se colocan bajo condiciones controladas
de iluminacién y temperatura (tabla 1.4) por un periodo de 48 horas.

Transcurrido el tiempo establecido, se revisan los vasos de prueba y se
registra el nimero de organismos muertos en cada uno. La muerte se reco-
noce, por la carencia de movilidad o la ausencia de ritmo cardiaco. Antes de
efectuar las lecturas se agitan los recipientes en forma circular para reactivar el
movimiento de los organismos que se posan inméviles en el fondo. Aquellos
que no presenten movilidad pueden observarse con un microscopio estereos-
copico para confirmar la ausencia de ritmo cardiaco.

El resumen general de las condiciones de la prueba con D. magna se pre-
senta en la tabla 1.4 y en las figuras 1.4 y 1.5.

EXPRESION DE RESULTADOS
Para el cdlculo dela CL,  y sus respectivos limites de confianza al 95% se utiliza

el método Probit, ya sea manualmente o con ayuda de paquetes estadisticos
que tengan este procedimiento.
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Figura 1.4. Procedimiento de la prueba para el ensayo de toxicidad aguda

con Daphnia magna
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El método de andlisis Probit permite estimar la CE, o CL,; ajustando los
datos de mortalidad mediante una técnica de probabilidad para estimar los
valores que siguen una distribucion logaritmica de tolerancias. El porcentaje
de organismos afectados o muertos por la accidn téxica de una sustancia se
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Tabla 1.4. Condiciones recomendadas para las pruebas de toxicidad aguda

con Daphnia magna

Tipo de ensayo Estético
Temperatura 20x2°C

Calidad de luz Fluorescente, blanco-frio
Intensidad luminosa 10-20 =E / m?/ s (800 £ 10% luxes)
Fotoperiodo 16 horas luz : 8 horas oscuridad

Recipientes de prueba

Volumen de la solucion de prueba
Edad de los organismos de prueba
Nuamero de organismos en cada vaso
Nuamero de réplicas

Agua de dilucién

Factor de dilucién

Duracioén de la prueba

Efecto medido

Resultado final

Aceptabilidad de los resultados
Control positivo

Vasos de 50 mL

30 mL

< 24 horas

10

3

Agua dura reconstituida

0.300.5

48 horas

Mortalidad (inmovilidad)

CLSO

Mortalidad en el control negativo < 10%
Cr(VI) a partir de una solucién de K,Cr,0,

transforma a unidades Probit. Esta transformacioén permite el ajuste a una
linea de regresion, en la cual la concentracion correspondiente al Probit 0.5
correspondera a la cantidad de sustancia capaz de generar el efecto estudiado

en la mitad de la poblacion.

Una de las restricciones del método es que para el cdlculo dela CE, o CL,|
deben obtenerse valores intermedios entre 0 y 100% de mortalidad.

ACEPTABILIDAD DE LOS RESULTADOS

« Lamortalidad en el control negativo no debe exceder el 10%.

 La concentracion final de oxigeno disuelto debe ser mayor de 2 mg/L.

+ LaCL, para el compuesto toxico de referencia deberd estar dentro de los
limites de confianza preestablecidos en la carta control. En caso de em-

plear un control positivo de concentracién cercana a la CL

. los valores

de mortalidad obtenidos deberdn encontrarse cercanos al 50%. Se puede
considerar aceptable el encontrar mortalidades entre el 33 y 57%.
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Figura 1.5. Diagrama de flujo de las actividades vinculadas al desarrollo del ensayo

de toxicidad aguda con Daphnia magna
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ENSAYO DE TOXICIDAD AGUDA CON
BULBOS DE CEBOLLA ALLIUM CEPA L
MEDIANTE LA EVALUACION DE

LA INHIBICION DEL CRECIMIENTO
PROMEDIO DE RAICES

Maria Consuelo Diaz Bdez, Alicia Ronco
y Yolanda Pica Granados

CLASIFICACION DEL ENSAYO: IC
PRINCIPIO DE LA PRUEBA

Cuando un bulbo de cebolla (Allium sp.) se rehidrata se produce una estimu-
lacion del crecimiento de las células, lo cual permite la elongacion de las raices
de la planta. Sin embargo, cuando la hidratacion se lleva a cabo en presencia
de sustancias tdxicas, la division celular de los meristemos radiculares puede
inhibirse, ya sea retardando el proceso de mitosis o destruyendo las células.
Este tipo de alteraciones generalmente impide el crecimiento normal de la
raiz, y por tanto su elongacion (Fiskesjo 1985, 1993, 1997).

Este ensayo apareci6 publicado originalmente en G. Castillo (ed.). 2004. Ensayos toxicolégicos y métodos
de evaluacion de calidad de aguas. Estandarizacion, intercalibracion, resultados y aplicaciones. IDRC,
IMTA, Canadé. 202 pp. Se reproduce con la autorizacion de la editorial.
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El efecto puede determinarse en forma indirecta, mediante la comparacion de
la elongacion de las raices de cebollas expuestas al compuesto toxico contrala de
cebollas no expuestas, luego de un periodo de 72 horas de prueba. La cuantifica-
cion del efecto se realiza estableciendo el porcentaje de inhibicion del crecimiento
de las raices respecto a la longitud promedio de las raices del control.

MATERIAL
Tubos de ensayo de vidrio de 10 cm de largo y 1.5 cm de didmetro (o recipientes

de mayor tamaiio, dependiendo del tipo de bulbos a utilizar), gradillas o so-
portes para tubos, bisturi y reglilla para hacer mediciones en cm o mm.

REACTIVOS Y SOLUCIONES
MEDIO DE CRECIMIENTO

El medio de crecimiento que se utiliza en el desarrollo del ensayo se prepara
de acuerdo con lo que se indica en la tabla 2.1.

Tabla 2.1. Medio de crecimiento para Allium sp.

Masa de sal para disolver en un litro de agua destilada

Reactivo Cantidad (mg)
Ca(NO,)2+4H,0 236.1
KNO, 202
MgSO,+7H,0 246
KH,PO, 136.1
Fe EDTA«3H,0 67.6
Elementos traza
Reactivo Cantidad (mg)
MnSO, 0.55*
CuCl, 0.0645*
NaMnO, 0.001*
ZnSO, 0.0007*
H,BO, 0.23*

* Los componentes correspondientes a elementos traza deben ser
adicionados a partir de una solucion stock.
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La solucion madre, preparada de acuerdo con lo indicado, se diluye 10 veces
con agua destilada, y el pH se ajusta a 7.0 antes de utilizarla. También se puede
utilizar agua dura o agua de la llave como medio de crecimiento. En el caso de usar
cualquiera de estas opciones, el control negativo y el agua utilizada para preparar
las diluciones de los compuestos o las muestras deberan ser los mismos.

ORGANISMOS DE PRUEBA

Para la elaboracion de las pruebas se deben seleccionar bulbos de Allium sp.
(cebolla amarilla) de 1.5 cm de didmetro, secos y sin formacién de hojas o
raiz. Estos pueden ser obtenidos del mercado local o adquiridos a través de
algun proveedor.

Previo al montaje de la prueba, los bulbos deben limpiarse eliminando la
epidermis seca y removiendo, con un bisturi o instrumento punzante, los res-
tos de tejido y raices del area radicular (figura 2.1 (1)). No se deben danar las
raices primordiales. Con el fin de eliminar los restos de tejido, es conveniente
colocar los bulbos en agua destilada por 2 horas y dejar secar.

ALMACENAMIENTO DE LOS BULBOS DE CEBOLLA

Se recomienda adquirir los bulbos en visperas de la realizacion de pruebas o,
en su defecto, almacenarlos en un lugar donde se puedan garantizar condicio-
nes secas y una temperatura entre 10 y 20 °C. En algunas regiones, los bulbos
pueden mantenerse almacenados hasta por un ano; sin embargo, en zonas
geograficas donde la temperatura y la humedad son altas, el almacenamiento
esta limitado a unos pocos dias.

CONTROL DE CALIDAD DEL MATERIAL BIOLOGICO

Dado que la prueba con cebollas no requiere mantenimiento de un cultivo,
el control de calidad debe enfatizarse en la calidad de los lotes de material a
utilizar. Por esa razdn, debe darse especial importancia al almacenamiento del
material, asi como al control de hongos que pueden afectar la viabilidad de las
cebollas y su normal desarrollo. Es por ello que se recomienda disponer de
un nimero de cebollas por lo menos 3 o 4 veces mayor al requerido para las
pruebas. Su almacenamiento debe hacerse en ambiente exento de humedad, a
una temperatura entre 10 y 20 °C.
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Figura 2.1. Esquema grafico de los pasos a seguir en la prueba con Allium cepa L.
1) limpieza y pelado de bulbos; 2) ubicacion de bulbos en tubos para exposicién a las
soluciones de ensayo; 3) colocacién de tubos en soporte; 4) agregado de soluciones en los

tubos durante el ensayo; 5) medicién de longitud del haz de raices al finalizar el tiempo de

exposicion de los bulbos

PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA
CONTROL DE CALIDAD EN LAS PRUEBAS CON A. CEPA

Un elemento importante en la elaboracion de las pruebas es el proceso de
pelado de los bulbos. Durante este procedimiento debe evitarse el daiio del
anillo radicular. Igualmente, se debe trabajar con un alto numero de réplicas
para controlar la variabilidad de las pruebas. Se recomienda utilizar 12 répli-
cas por concentracion, con el fin de descartar por lo menos 2 de los valores
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mas extremos. En el caso que exista un bajo desarrollo radicular en mas de
2 bulbos del control, se considera que el lote de bulbos tiene problemas, por
tanto los resultados no seran validos.

Al igual que en todas las pruebas, se debe establecer la sensibilidad de los
bulbos a los compuestos de referencia; se recomienda el empleo de Cu(II)
a partir de sulfato de cobre y registrar registrar la sensibilidad mediante la
confeccion de una carta control con por lo menos veinte pruebas. Resultados
por encima o por debajo de la sensibilidad establecida son indicativos de
problemas con el material bioldgico utilizado.

PREPARACION DE DILUCIONES

Generalmente, se sugiere el empleo de una serie de 5 concentraciones, un
control negativo y 1 o 2 controles positivos; este ultimo contiene el compuesto
de referencia mencionado en el parrafo anterior.

Para su preparacion se emplea el método de dilucion en forma secuencial
aplicando un factor de 0.2 0 0.3.

Cuando se va allevar a cabo una evaluacién exploratoria, puede emplearse
una serie de diluciones logaritmicas (por ejemplo: 100; 10; 1; 0.1; 0.01), lo
cual permitira establecer el intervalo de concentracién conveniente para la
determinacion de la Concentracién Inhibitoria Media (CI, ).

DESARROLLO DE LA PRUEBA

Cuando se trabaja con bulbos de didmetro pequeiio, las pruebas se realizan
en tubos de ensayo de 10 cm de longitud x 1.5 cm de ancho. En el caso de
bulbos de mayor didametro pueden utilizarse tubos o recipientes de mayor
volumen, dependiendo del tamano de los mismos. Es importante destacar que
la profundidad de los recipientes debe ser tal que, al término de la prueba, la
elongaciéon maxima no alcance el fondo del recipiente (Fiskesjo, 1985).

En la prueba se utilizan 5 concentraciones de la muestra, un control nega-
tivo y 1 o 2 controles positivos, cada una con 12 réplicas. El ensayo se inicia
con el llenado de los tubos con cada una de las diluciones y controles; este
llenado debe hacerse hasta el borde del tubo. A continuacién se colocan los
bulbos limpios sobre la boca del tubo, cuidando que la zona radicular quede
inmersa en el liquido (figura 2.1 (2)).

Los tubos se colocan en una gradilla, la cual se localiza sobre una
mesa que no presente vibraciones y se mantienen a temperatura ambiente
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(20 °C) durante un periodo de 72 horas. Debe evitarse la iluminacién

directa.

Dos veces al dia durante el periodo de prueba, se debe reponer el volumen
perdido por evaporacion o absorcidn. Para reponer este volumen se utiliza
la muestra o dilucion correspondiente. Se recomienda inclinar el bulbo sin
sacar las raices del tubo, adicionando cuidadosamente el volumen con ayuda
de una pipeta Pasteur (figura2.1 (3 y4)). En la tabla 2.2 y en las figuras 2.1
y 2.2 se resumen las condiciones de prueba.

Figura 2.2. Ensayo de toxicidad con Allium cepa L.

Condiciones de la prueba

Temperatura Tluminacion
20°C indirecta

Tiempo de prueba
72h

Volumen de prueba
15-20 mL

Control positivo
Cu+2

Control negativo
Agua dura o de la llave
o medio de crecimiento

12 réplicas

Control positivo
solucion de
Cu (II)

12 réplicas

Soluciones de prueba
5 concentraciones
12 réplicas

72 horas de incubacion

Control negativo
agua dura o de la llave
o medio de crecimiento
12 réplicas

Control positivo
solucion de
Cu (II)

12 réplicas

Soluciones de prueba
5 concentraciones
12 réplicas

Registro de signos de fitotoxicidad
Disminucién de la longitud de las raices
Medicion de elongacion, descarte valores extremos

Control negativo

Célculo del % de inhibicién del
crecimiento de las raices
Cilculo dela CI,
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Tabla 2.2. Condiciones recomendadas para las pruebas de toxicidad con Allium cepa L.

Tipo de ensayo Estético

Temperatura 20 °C, ambiente

Calidad de luz Fluorescente, blanco-frio

Iluminacién Indirecta

Recipientes de prueba Tubos de Ensayo de 10 cm x 1.5 cm didmetro

Ntmero de réplicas 12

Material biolégico Bulbos de aproximadamente 1.5 cm de didmetro

Condicidn de los bulbos Pelar los bulbos y la base, evitar dafiar el anillo
radicular

Agua de dilucion Agua de la llave o medio de crecimiento

Ntamero de concentraciones 5

Duracién de la prueba 72 horas

Efecto medido Inhibicion de crecimiento de las raices

Control negativo Agua de la llave o medio de crecimiento

Control positivo Cobre (II) a partir de una solucién de CuSO,

Resultado final CL

50

EXPRESION DE RESULTADOS
MEDICION

Al término del periodo de exposicidn se registra la longitud promedio de las
raices, medicién que se lleva a cabo con ayuda de una regla comun con escala
en milimetros (figura 2.3). La medicién se lleva a cabo colocando la escala
en el margen del tubo, se ubica el valor de longitud minimo y maximo donde
incide la mayoria de las raices y el punto medio se define como el promedio.
Se efectuia la estimacion en cada tubo y se obtiene el promedio matematico
de diez réplicas (los dos valores mas extremos se descartan). Para obtener el
porcentaje de efecto de inhibicion se debe realizar la siguiente operacion:

(longitud del control - longitud de la muestra) x 100/longitud del control
Con estos valores se construye una gréafica de concentracién en funcién

del porcentaje de inhibicién y se calcula la CI, ) mediante cualquiera de los
siguientes métodos: Probit, promedios méviles o Sperman y Karber.
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Figura 2.3. Elongacién de las raices de bulbos de cebolla

después de un proceso de hidrataciéon
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ENSAYO DE TOXICIDAD AGUDA
CON EL CNIDARIO HYDRA ATTENUATA

Yolanda Pica Granados, Alicia Ronco
y Maria Consuelo Diaz Bdez

CLASIFICACION DEL ENSAYO: IC
PRINCIPIO DE LA PRUEBA

Los polipos de agua dulce del género Hydra son microinvertebrados de la clase
Hydrozoa de amplia disribucion geografica. Se caracterizan por ser animales
pluricelulares, cuyas células se disponen en dos capas: la epidermis y la gastro-
dermis, separadas por una mesoglea gelatinosa, la cual encierra una cavidad
digestiva continua que se comunica directamente con el exterior a través de
una abertura o boca. Algunas de las células intersticiales de la epidermis dan
origen a los érganos caracteristicos de defensa y ataque. Los mas conocidos
son los nematocistos, que corresponden a los miembros mas simples de esta

Este ensayo apareci6 publicado originalmente en G. Castillo (ed.). 2004. Ensayos toxicolégicos y métodos
de evaluacion de calidad de aguas. Estandarizacion, intercalibracion, resultados y aplicaciones. IDRC,
IMTA, Canadé. 202 pp. Se reproduce con la autorizacion de la editorial.
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clase. En el extremo inferior presentan un pedunculo con una base que se
adhiere a diferentes superficies; en el extremo anterior se encuentra la boca,
rodeada de cinco tentaculos (Campbell y Bode, 1983). Su tamariio varia de 5
a 20 mm de longitud y de 2 a 3 mm de espesor (figura 3.1).

La especie H. attenuata es empleada como organismo de prueba por la
facilidad de su cultivo en laboratorio, su rapida reproduccion, su estructura
primaria (ectodermo, mesodermo y endodermo), que favorece el intercambio
intra e intercelular y su potencial para la deteccién de compuetos toxicos,
asi como por presentar cambios morfoldgicos facilmente reconocibles bajo
condiciones progresivas de intoxicacion (Trottier et al., 1997).

Los ensayos de toxicidad con H. attenuata permiten determinar subleta-
lidad y letalidad potencial de sustancias puras, aguas residuales domésticas
e industriales, lixiviados, aguas superficiales o subterraneas, agua potable y
agua de poro de sedimentos, entre otros.

Las pruebas de toxicidad con H. attenuata tienen una duracién maxima de
96 horas, tiempo durante el cual los organismos son expuestos al compusto
toxico o muestra problema. Durante el ensayo, diariamente se hace un examen
microscépico y se registra los cambios morfolégicos producidos. La exposi-
cion de los organismos a compuestos toxicos da lugar a una serie de cambios
morfoldgicos (efectos subletales) y, dependiendo de la concentracion, puede
producir la muerte de los individuos (efectos letales). Los resultados de las
pruebas permiten ademds de la estimacion de la CL_ y la CE_; establecer la
LOEC, laNOEC yla concentracién umbral de efectos observables (Threshold
Observable Effect Concentration, TOEC) (Blaise y Kusui, 1997).

Figura 3.1. Morfologia de Hydra attenuata
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REACTIVOS Y SOLUCIONES

Todos los reactivos utilizados deben tener una calidad ACS o por lo menos
tener un 99% de pureza. Para la preparacion de las soluciones se debe utilizar
agua destilada en vidrio o agua calidad Millipore Super Q.

MEDIO DE CULTIVO
Para el mantenimiento del cultivo y la limpieza del mismo después del pro-

ceso de alimentacidn, se utiliza el medio cuya formulacion se presenta en la
tabla 3.1.

Tabla 3.1. Reactivos utilizados en la preparacion de medio de cultivo de Hydra attenuata

Reactivo Cantidad
Cloruro de calcio: CaCl, - 2H,0 294¢g
N-tris (hydroximetil)metil 1-2aminoetanosulfénico (Buffer TES) 22¢g
Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 0.080 g
Agua destilada 20L

Para la preparacion del medio se disuelven inicialmente los compuestos en
1 L de agua, posteriormente se coloca la solucion en un recipiente de polipro-
pileno o equivalente (material inerte) y se completa a un volumen 20 L con
agua destilada. El pH del medio debe ser 7.0 + 0.1, en caso contrario debera
ajustarse con una soluciéon de NaOH o HCI 1 N. El volumen preparado se
almacena a temperatura ambiente (20 + 2 °C) y sera suficiente para proveer
medio fresco para dos semanas.

MEDIO DE CULTIVO SIN EDTA

Para el enjuague de las hidras, antes de llevar a cabo las pruebas de toxicidad,
se recomienda utilizar medio de cultivo sin EDTA. Su preparacion se efectiia
siguiendo el procedimiento anterior, pero sin la adicién del acido etilen-dia-
mino-tetraacético (EDTA).
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MEDIO DE CULTIVO PARA SUPLEMENTAR MUESTRAS DE AGUA

Cuando se analizan muestras de aguas naturales, aguas residuales o agua de
poro de sedimentos se debe adicionar a ellas una concentracién de cloruro de
calcio y Buffer TES igual a la presente en el medio de cultivo. Para adicionar
estos compuestos se procede de la siguiente forma:

A un volumen de 100 mL de muestra filtrada (0.22 um) se adiciona 0.0147
g de cloruro de calcio y 0.011 g de Buffer TES. Se disuelven los compuestos y
se ajusta el pH a un valor de 7.0 £ 0.1, con una solucién de NaOH o HCI 1 N.
Este ajuste se realiza antes de la preparacion de las diluciones de la muestra.

ORGANISMOS DE PRUEBA
CULTIVO Y MANTENIMIENTO DE LOS ORGANISMOS DE PRUEBA

Para el cultivo masivo de H. attenuata se utilizan recipientes circulares de
vidrio de fondo plano de aproximadamente 20 cm de didametro. Los indivi-
duos se mantienen en un volumen de medio suficiente para llenar 2 0 3 cm
de la altura del recipiente. Los recipientes se mantienen a 20 + 2 °C, bajo una
intensidad luminosa de 800 luxes (equivalente a la incidencia de luz natural en
areas interiores,) y un fotoperiodo de 16 horas de luz : 8 horas de oscuridad.
Los cultivos se alimentan con Artemia sp. recién eclosionada, por lo menos
cuatro dias a la semana y la limpieza se hace regularmente dos veces al dia
después de la alimentacion.

ALIMENTACION Y LIMPIEZA

Dependiendo de la calidad de los huevos de Artemia, 24 o 48 horas antes de
la alimentacion se coloca media cucharadita de quistes de Artemia sp. en 500
mL de una solucién salina (10 g NaCl/L). Es recomendable evitar emplear
previamente cualquier otra sustancia desencapsulante.

Para una 6ptima eclosion de los quistes se debe mantener la solucién con
aireacidn constante, iluminacién continua y una temperatura de 28 + 2 °C.
Aungque existen diferentes disefios para obtener estas condiciones, la forma
mas simple de lograrlas es colocar una bombilla de 100 watts sobre el reci-
piente a una distacia conveniente para evitar exceder la temperatura 6ptima
de eclosion. Una vez que los quistes han eclosionado y se obtienen nauplios,
se procede a la desinfeccion de la artemia, deteniendo el burbujeo de aire.
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Después de 5 minutos, los quistes no eclosionados sedimentan y los nauplios
forman una nube que flota cerca al fondo del recipiente.

Una vez sedimentados los quistes, se succiona la nube de nauplios me-
diante una pipeta Pasteur, evitando tomar los quistes no eclosionados. A
continuacion, se los coloca en un tamiz de 125 mallas, permitiendo el drenaje
del exceso de liquido. Inmediatamente, se sumerge el tamiz en un recipiente
circular de vidrio de 10 cm de didmetro de fondo plano, que contenga 100 a
150 mL de una solucién de NaCl (10g/L) y media pastilla de yodo disuelta en
dicha solucién. Generalmente se utilizan tabletas de yodo comerciales para
desinfeccion de aguas, formuladas con tetraglicina hidroper-yodo. En el caso
que exista dificultad para obtener estas pastillas, se pueden utilizar 5 gotas de
una solucion de yodo-povidona de uso farmaceutico, cuya formulacién debe
indicar un contenido de 8 a 10 g de yodo-povidona en 100 mL.

Después de 10 o 15 minutos se drena el tamiz para eliminar el excedente de
la solucion y se transfiere a otro recipiente de iguales dimensiones, con medio
de cultivo. Se deja reposar 3 minutos y se enjuaga dos o tres veces, repitiendo
la operacion de transferencia a recipientes con medio fresco. Durante este
proceso los quistes no eclosionados deben ser removidos, evitando su incor-
poracion al cultivo de H. attenuata durante la alimentacién y reduciendo el
riesgo de infecciones en el cultivo.

Un vez desinfectada la Artemia, se procede a alimentar a las hidras es-
parciéndolas sobre el cultivo masivo en forma de zig-zag, con ayuda de una
pipeta Pasteur. Este procedimiento se lleva a cabo por lo menos cuatro dias a
la semana. En general se recomienda alimentar de martes a viernes. Una vez
alimentado el cultivo, se debe esperar 1 o 2 horas para efectuar una primera
limpieza y eliminar los nauplios excedentes. Después de 4 o 5 horas de la
alimentacion se debe llevar a cabo una segunda limpieza del cultivo para eli-
minar los residuos de la digestion. La limpieza se efecttia reemplazando todo
el medio de cultivo con medio fresco. Durante el cambio, las hidras flotantes
se recuperan al filtrar el medio de desecho con un tamiz de 60 mallas.

Se recomienda realizar una limpieza intensiva una vez por semana. Para
ello se deben desprender los organismos del fondo del recipiente frotando
suavemente con el dedo medio de la mano, posteriormente se mueve el liquido
generando un efecto de vortice. Se espera a que las hidras se acumulen en el
centro del recipiente y luego se las transfiere a un tamiz de 60 mallas (esta
operacion puede realizarse con ayuda de una pipeta volumetrica de 100 mL
en posicion invertida). A continuacion se procede a eliminar las impurezas
retenidas por el cultivo mediante el enjuague con medio fresco. Los recipientes
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vacios se lavan con abundante agua destilada hasta eliminar la pelicula mucosa
formada en el fondo. Terminada la limpieza, se colocan los organismos en
un recipiente limpio con medio de cultivo fresco y se cubren permitiendo la
entrada de aire (Johnson et al., 1990).

CONTROL DEL CULTIVO

Antes de iniciar las pruebas de toxicidad, es importante verificar si la salud
de las hidras y el desarrollo del cultivo estdn en condiciones éptimas. Para
ello, se recomienda evaluar bajo las condiciones prevalentes en el laboratorio
la tasa de crecimiento del cultivo.

Para determinar la tasa de crecimiento (k), se colocan en un recipiente
pequerio, con suficiente medio de cultivo, 5 organismos de tamano similar, que
presenten una yema. En una hidra adulta cada hidrante esta localizado en la
cabeza del animal. Como cada hidra seleccionada tiene una yema, el nimero
de hidrantes al tiempo cero sera igual a 10. Diariamente por un periodo de
una semana se cuenta el numero de organismos totales. Durante todo este
experimento las actividades de limpieza y alimentacion se mantienen, evitando
la pérdida de hidras durante estas tareas.

Registrados los resultados se procede a la tabulacién y procesamiento de
los datos. En la tabla 3.2 se presenta un ejemplo para ilustrar el procesamiento
de los datos.

Tabla 3.2. Resultados hipotéticos de crecimiento de Hydra attenuata

Tiempo (dias) Nutmero de organismos
0 5

1

2 11

3 19

4 27

5 36

6 44

Con los resultados de la tabla se construye una grafica colocando el nimero
de organismos obtenidos por dia en la ordenada (Y) y el tiempo en dias en
la abscisa (X). Mediante un ajuste por minimos cuadrados, ya sea de forma
manual o con ayuda de un programa de computacion o con una calculadora,
se obtienen los valores del intercepto en la ordenada (b) yla pendiente (m) de
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la ecuacion de la recta. Para el calculo de la tasa de crecimiento (k) se utiliza
la siguiente ecuacion:

In2  0.693
T T

k:

donde:
T = tiempo (dias) requerido para que la poblacién se duplique

Una vez graficada la recta, se calcula la tasa de crecimiento de la pobla-
cion de hidras (k) de acuerdo a la ecuacién mencionada. Para calcular T, se
despeja X de la ecuacion de la recta Yy se establece el tiempo requerido para
que poblacién se duplique.

Tomando como ejemplo los valores de la tabla 3.2, se seleccion6 el valor de 38,
correspondiente al doble de la poblacion observada al tercer dia (19 organismos).
Por tanto, el tiempo real requerido para que la poblacion se duplique sera:

y=mxxb
b-y = mx
x=y-b/m

Sustituyendo en la ecuacion:

L 38-0.82

652 P
Entonces T sera:
5.45-3=2.45
Sustituyendo:

_In2 _ 0693 _ 0.28

245 245
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Se sugiere que la determinacién de la tasa de crecimiento (k) se realice de
forma periddica. En general los valores de k varian entre 0.3 y 0.4. En caso
de obtenerse valores menores al mencionado intervalo, es necesario efectuar
acciones correctivas sobre la alimentacion y limpieza del cultivo a fin de lo-
grar el crecimiento dptimo (Trottier et al., 1997). El control del crecimiento
de cultivo es una tarea que debe hacerse regularmente. El seguimiento podra
realizarse tres veces por aio una vez que se adquiera experiencia suficiente en
el manejo de los cultivos. En la tabla 3.3 se resumen las condiciones de criay
mantenimiento de los organismos.

Tabla 3.3. Condiciones recomendadas para el mantenimiento de cultivos de Hydra attenuata

Temperatura 21+2°C
Calidad de la luz Fluorescente, blanco-frio
Intensidad luminosa < 800 lux en la superficie
del liquido
Fotoperiodo 16 horas luz: 8 oscuridad
Recipientes de mantenimiento Circulares de vidrio transparente de 20 cm de

didmetro de fondo plano, tipo refractario. Deben
permanecer cubiertos con un vidrio o papel de
modo que se permita la entrada de aire

Alimentacion 4 dias por semana alimentar con nauplios de
Artemia sp., desinfectados con solucién yodada
Dosis de alimento No requiere de control estricto, sdlo la adicion de

2 a 3mL de medio de cultivo, conteniendo una
nube densa de artemias eclosionadas a cada
recipiente de cultivo y homogeneizar su
distribucion para que cada hydra pueda tomar entre
1y 6 nauplios
Densidad poblacional No requiere control estricto, sélo se requiere iniciar
un nuevo recipiente cuando se observa una
cobertura densa de hydras en el fondo y
demasiados organismos libres flotando en el medio
Limpieza Diaria, con dos recambios de medio de cultivo:
el primero 2 horas después de la alimentacién y
el segundo 4 o 5 horas mas tarde. Recuperar
organismos flotantes con tamiz de 60 mallas.
Semanal, con desprendimiento de organismos del
fondo. Recuperar los organismos con un tamiz y
transferir a recipientes limpios con medio
de cultivo fresco.
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PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA
PREPARACION DE LA MUESTRA

En caso de muestras acuosas, excepto soluciones de compuestos puros, debe
filtrarse un volumen aproximado de 150 mL de muestra a través de una
membrana de 0.22 pm.

PREPARACION DE DILUCIONES

Para la realizacion de pruebas se recomienda trabajar con un minimo de 7
diluciones seriadas de la muestra problema y utilizar 2 controles, uno negativo
y otro positivo. En el primero, los organismos son expuestos por el mismo
periodo de tiempo y en condiciones iguales a los ensayos; sin embargo, no se
utiliza ningin compuesto toxico en la solucién de prueba. Generalmente, se
utiliza medio de cultivo o agua reconstituida con una dureza entre 160 y 180
mg CaCO,/L. El objetivo de este control es evaluar la salud de los organismos
y se realiza conjuntamente con las muestras analizadas.

El control positivo corresponde a una solucién de concentracién conocida
del compuesto toxico de referencia, cuyo efecto esta bien establecido, al cual se
expone los organismos de prueba. Se emplea para evaluar la sensibilidad de los
organismos y se analiza conjuntamente con las muestras bajo estudio. Para H.
attenuata se recomienda utilizar preferentemente Cr(VI) (a partir de dicromato
de potasio) o NaCl. Cada laboratorio debe contar con la carta control para el
compuesto toxico seleccionado.

Para las pruebas exploratorias con compuestos t6xicos puros o muestras
ambientales, se recomienda emplear una serie de diluciones logaritmicas
(por ejemplo: 100, 10, 1, 0.1, 0.01) e identificar posteriormente el intervalo
de concentraciones conveniente en el que deberd desarrollarse la prueba
definitiva.

Como medio de dilucién se debe emplear agua dura reconstituida sin nin-
gun suplemento (ver su férmula en el ensayo de toxicidad aguda con Daphnia
magna de este documento). Este medio sera empleado como control negativo,
asi como en la preparacion de las diluciones de la muestra y del compuesto
toxico de referencia, ya sea Cr (VI) o NaCl.
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SISTEMA DE PRUEBA

Las pruebas de toxicidad se llevan a cabo en micro placas de cultivo celular de
12 pozos (figura 3.2). En ellas se preparan tres réplicas por cada concentracion
de la muestra o del control positivo y tres mas para el control negativo. El llena-
do de los pozos se efecttia adicionando un volumen de 4 mL. Se inicia con los
tres pozos o réplicas del control negativo y se contintia con las diluciones de la
muestra, comenzando con la de menor concentracién. En paralelo, se adiciona
un volumen de 3 a 4 mL de cada solucién en cajas Petri de 35 x 10 mm.

Figura 3.2. Disposicion de las concentraciones de prueba en el ensayo

con Hydra attenuata y transferencia de organismos

—  Incremento de la concentracion de la muestra ( %viv) —
n%‘;m 1.56 3125 6.25 125 25 50 100

¥ Transferir do 10 a 15 hidras acada caja de Petriy J«—/
posterformente tres a cada pom

TRANSFERENCIA DE LOS ORGANISMOS

Se selecciona un grupo de organismos mantenidos sin alimentacién durante
24 horas. Se elimina el medio de cultivo invirtiendo el recipiente y descartando
elliquido, los organismos permaneceran adheridos al fondo del recipiente. A
continuacidn se adiciona un volumen de medio de cultivo sin EDTA.

Se resuspenden los organismos y se concentran en el centro del recipiente,
utilizando el mismo procedimiento indicado para la limpieza intensiva. En
este procedimiento se omite el empleo del tamiz para retener a los organismos
flotantes ya que puede producirse dafo de la epidermis y causar hipersensi-
bilidad de los organismos durante la prueba.

A continuacion, se colocan las hidras en un recipiente de 10 cm de diametro
con medio de cultivo sin EDTA y, con la ayuda de una pipeta Pasteur, se trans-
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fieren de 10 a 15 organismos a cada una de las cajas Petri. Esta transferencia
permite reducir el efecto de diluciéon producido por el medio de cultivo sobre
la concentracion de la muestra. Posteriormente se colocan 3 hidras en cada
pozo, evitando aquellas que presenten yemas.

EXPRESION DE RESULTADOS

La prueba se desarrolla por un periodo de exposicion de 96 horas. Cada 24
horas se realiza la observacion de los organismos con la ayuda de un micros-
copio estereoscopico o lentillas de acercamiento con capacidad de 6 a 10X, con
la intencién de registrar los cambios morfolégico ocurridos. Dichos cambios
se clasifican como se establece en la figura 3.3.

Figura 3.3. Microfotografias de Hydra attenuata mostrando diferentes efectos adversos sobre
su morfologia. A) normal, B) bulbo, C) acortamiento de tentdculos, D) estadio de tulipan y
E) desintegracion (Trottier et al, 1997)

Tentdculos con bulbos Tentdculos acortados (C)
(B)
lydra attenuata (B-C) = expresiones de subletalidad
normal (N)
— v .
L -
.
— L ‘ . :
Estado de tulipdn (T) Desintegracién (D)

\/
(T-D) = expresiones de letalidad

Al terminar la revision diaria, se suma el nimero total de hidras que pre-
sentan el mismo estado morfoldgico en los tres pozos correspondientes a cada
dilucién. Con los resultados, se forman tres grupos: el primero definido por el
nuimero de hidras normales, el segundo con organismos que presentan efectos
reversibles (numero de bulbos + numero de cortas) y el tercero con organismos
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que presentan efectos irreversibles (nimero de tulipanes + nimero de desin-
tegradas). A partir de los resultados registrados, se obtiene para cada concen-
tracion el porcentaje de efecto subletal y letal. El primero se calcula a partir de
la suma del nimero de organismos que presentan anomalias en su morfologia,
ya sea del tipo reversible o irreversible, y el segundo se obtiene a partir del
numero de organismos con anomalias exclusivamente irreversibles. Con estos
datos se estiman los valores de CE, o de CL,, segtin correponda, mediante los
meétodos estadisticos Probit, promedios méviles o Sperman y Karber, asi como
los valores de la LOEC, NOEC, y TOEC. Este ultimo se calcula de acuerdo ala
siguiente férmula:

TOEC = (NOEC x LOEC)"?

En la tabla 3.4 se resumen las condiciones recomendadas para las pruebas

de toxicidad aguda con H. attenuata.

Tabla 3.4. Condiciones recomendadas para las pruebas

de toxicidad aguda con Hydra attenuata

Tipo de ensayo
Temperatura
Calidad de luz

Intensidad luminosa

Recipientes

Fotoperiodo

Volumen del recipiente de prueba
Volumen de la solucién de prueba
Caracteristicas de los organismos
Densidad inicial de organismos
Nuamero de réplicas

Agua de dilucién

Factor de dilucion

Duracién de la prueba

Efecto medido

Resultado final
Aceptabilidad de los resultados

Control positivo

Estético

22+2°C

Tluminacion natural (cercana a una ventana),
fluorescente o blanco-frio

800 luxes

Tubos de Ensayo de 10 cm x 1.5 cm didmetro
16 horas luz : 8 horas oscuridad

5 mL en placas estériles de 12 pozos

4 mL

Pélipos sin yemas, en ayuno de 24 horas

3 hidras por pozo

3

Agua dura reconstituida (sin suplementos)
0.300.5

96 horas, con revisidon cada 24 horas
Cambios morfoldgicos. Nimero de organismos
normales, con tentdculos, con bulbos o
acortados (reversibles), o sin tentdculos y
polipos desintegrados (irreversibles)

CE,, para subletalidad y (CL, ) para letalidad
Morfologia normal en el 100% de los
organismos en el control negativo

Cr (VI) a partir de una solucion de K,Cr,07
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ENSAYO DE TOXICIDAD AGUDA
CON SEMILLAS DE LECHUGA
LACTUCA SATIVA L.

Maria Cecilia Sobrero y Alicia Ronco

CLASIFICACION DEL ENSAYO: IC
PRINCIPIO DE LA PRUEBA

El bioensayo de toxicidad con semillas de lechuga (Lactuca sativa) es una prue-
ba estatica de toxicidad aguda (120 horas de exposicion) en el que se pueden
evaluar los efectos fitotéxicos de compuestos puros o de mezclas complejas
en el proceso de germinacion de las semillas y en el desarrollo de las plantulas
durante los primeros dias de crecimiento. Como puntos finales para la evalua-
cion de los efectos fitotoxicos, se determina la inhibicién en la germinacién y
la inhibicién en la elongacion de la radicula y del hipocotilo (figura 4.1). Es
importante destacar que durante el periodo de germinacion y los primeros dias

Este ensayo apareci6 publicado originalmente en G. Castillo (ed.). 2004. Ensayos toxicolégicos y métodos
de evaluacion de calidad de aguas. Estandarizacion, intercalibracion, resultados y aplicaciones. IDRC,
IMTA, Canadé. 202 pp. Se reproduce con la autorizacion de la editorial.
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de desarrollo de la plantula ocurren numerosos procesos fisiologicos en los
que la presencia de una sustancia toxica puede interferir alterando la super-
vivencia y el desarrollo normal de la planta, siendo por lo tanto una etapa de
gran sensibilidad frente a factores externos adversos. Por otra parte, muchas
de las reacciones y procesos involucrados son generales para la gran mayoria
de las semillas, por lo que la respuesta de esta especie y los datos obtenidos a
partir de la aplicacion de esta prueba son en gran medida representativos de
los efectos en semillas o plantulas en general. El éxito o aptitud de una plantula
para establecerse en un ambiente determinado es de gran importancia para
garantizar la supervivencia de la especie. La evaluacion del desarrollo de la
radicula y del hipocotilo constituyen indicadores representativos para deter-
minar la capacidad de establecimiento y desarrollo de la planta.

A diferencia de la prueba tradicional de germinacion de semillas, la evalua-
cion del efecto en la elongacion de la radicula y del hipocotilo de las plantulas
permite ponderar el efecto toxico de compuestos solubles presentes en niveles
de concentracion tan bajos que no son suficientes para inhibir la germinacion,
pero que sin embargo pueden retardar o inhibir completamente los procesos
de elongacién de la radicula o del hipocotilo, dependiendo ello del modo y
sitio de accion del compuesto. De esta manera, la inhibicion en la elongacion
de la radicula e hipocotilo constituyen indicadores subletales muy sensibles
para la evaluacion de efectos bioldgicos en vegetales, aportando informacion
complementaria a la proporcionada al estudiar el efecto en la germinacion. Este

Figura 4.1. Morfologia de la semilla y la plantula de lechuga Lactuca sativa L.

Hipocotilo
i.r - ‘_ -

Radicula

of Semilla



ENSAYOS DE TOXICIDAD AGUDA CON SEMILLAS DE LECHUGA 57

ensayo puede ser aplicado para la evaluacion de la toxicidad de compuestos
puros solubles, de aguas superficiales (lagos, rios), aguas subterraneas, aguas
para consumo humano, aguas residuales domésticas e industriales, ademas
de lixiviados de suelos, sedimentos, lodos u otras matrices sélidas (Bowers et
al, 1997; Cheung et al, 1989; Dutka, 1989). A diferencia de otras pruebas en
las que se consideran algas o plantas acudticas sumergidas como organismo
de diagnostico, el bioensayo con semillas permite evaluar la fitotoxicidad
de muestras coloreadas o con elevada turbiedad de manera directa y sin
necesidad de filtracion previa, reduciéndose asi las interferencias debidas al
pretratamiento y simplificando el procedimiento de prueba.

Sibien L. sativa no es una especie representativa de ecosistemas acuaticos,
la informacién generada a partir de esta prueba de toxicidad proporciona datos
acerca del posible efecto de los contaminantes en las comunidades vegetales
cercanas a las margenes de cuerpos de agua contaminados, siendo también
una especie interesante de considerar por su importancia desde el punto de
vista horticola. Por otra parte, es de facil y rdpida germinacién por lo que es
posible desarrollar la prueba en pocos dias.

Este bioensayo de toxicidad ha sido recomendado y aplicado por diferentes
organismos de proteccién ambiental para la evaluaciéon ecotoxicoldgica de
muestras ambientales y compuestos puros, ademas de la evaluacion del efecto
fitotoxico de plaguicidas sobre especies no blanco, necesarios para el registro
de estos compuestos (OECD, 1984; Wang, 1987; USEPA, 1989).

En la incorporacion de esta prueba en una bateria de bioensayos es
importante considerar el compromiso entre la sensibilidad de la especie L.
sativa, el reducido tiempo de exposicion de la prueba con semillas, los bajos
costos asociados y que no requiere equipamiento sofisticado, en particular
en la aplicacion a muestras ambientales o en el monitoreo de procesos de
detoxificacion, saneamiento, control de efluentes o reuso de biosolidos.

MATERIAL

Cajas Petri de 100 mm de diametro
Matraces aforados de 50 mL

Pipetas volumétricas de 1, 2, 5y 10 mL
Regla u otro elemento de medicion
Pinzas

Toallas de papel

Bolsas plasticas
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Papel de filtro Whatman No. 3 (o equivalente), 90 mm de didmetro. El
papel de filtro que se seleccione como sustrato de germinacion debe tener
las siguientes caracteristicas: trama amplia y porosa que asegure una buena
capacidad de retencidn de liquido; resistencia de la fibra del papel para
que las radiculas crezcan por su superficie sin atravesarlo, situacion que
dificultaria la remocion de las plantulas sin danarlas; ausencia de residuos
toxicos (por ejemplo, blanqueadores; y que no promueva el desarrollo de
hongos (no asociados a las semillas).

Equiro
Camara oscura de temperatura controlada (22 + 2 °C).
REACTIVOS

Agua dura reconstituida (APHA, 1992). Para su preparacion se recomienda
utilizar reactivos grado ACS y agua destilada en vidrio o de calidad Millipore
Super Q. La forma de preparacion de esta agua se muestra en ensayo de toxi-
cidad aguda con el cladécero Daphnia Magna de este documento.

ORGANISMOS DE PRUEBA

En este ensayo se usan semillas de lechuga de la especies L. sativa L variedad
mantecosa.

OBTENCION, CONTROL Y CONSERVACION DE LAS SEMILLAS

La obtencion de las semillas de lechuga se realiza en semillerias locales,
procurando que sean semillas sin curar (sin fungicidas o plaguicidas), con
buen poder germinativo y baja variabilidad en la elongacién de la radicula e
hipocotilo.

VERIFICACION DE LA VIABILIDAD DE LAS SEMILLAS

Previo a la implementacion de la prueba, es recomendable verificar que cada
lote nuevo de semillas que se utilice tenga un porcentaje de germinacién
superior al 90%, sincronizacién en la germinacién y baja variabilidad de
la elongacion de la radicula e hipocotilo (coeficiente de variacion < 30%).
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Es necesario ademas caracterizar las condiciones de germinacién del lote
de semillas, evaluando la respuesta frente a la luz (fotoblastismo positivo o
negativo: germinacion en presencia o ausencia de luz, respectivamente) y la
temperatura optima de germinacion.

Con el fin de reducir la variabilidad en los resultados, para el caso de se-
millas no seleccionadas y que presenten gran heterogeneidad en el tamafio, es
conveniente realizar una seleccion previa descartando las fracciones de mayor
y menor tamaiio y utilizando solamente la fraccién mas numerosa y de tamafio
intermedio. La fraccién de menor tamano puede presentar un alto porcentaje
de semillas vanas, mientras que las semillas de mayor tamafno pueden ser mas
vigorosas, variando la sensibilidad frente a los compuestos toxicos.

Si no es posible obtener lotes de semillas con poder germinativo igual o
mayor al 90%, se debe aumentar el nimero de semillas por caja para obtener
un numero minimo de 18 semillas germinadas. Por otra parte, si se desea
aumentar la confiabilidad de los resultados, o en caso de contar con semillas
que posean una alta variabilidad en la elongacion de la radicula de los controles
negativos, aun habiéndolas seleccionado de tamafo uniforme, se recomienda
aumentar el numero de réplicas por tratamiento.

Las semillas seleccionadas se almacenan fraccionadas a 4° C, en oscuridad
y en ambiente seco. Conservadas en estas condiciones mantienen su vigor al
menos durante 2 anos. Un indicador de la reduccién de la vitalidad y enveje-
cimiento de las semillas es la reduccion en el poder germinativo y el aumento
en la variabilidad de las medidas de elongacion de radicula e hipocotilo en el
control negativo. En este caso se recomienda realizar las pruebas de toxicidad
utilizando un nuevo lote de semillas.

PROCEDIMIENTO DE PRUEBA
PREPARACION DE LAS DILUCIONES

Para realizar una curva dosis respuesta se recomienda preparar un minimo
de 5 o 6 diluciones de la muestra o compuesto a estudiar de manera que se
obtengan valores de toxicidad intermedios entre el 100 y 0%. Para las muestras
ambientales se recomienda el uso de un factor de dilucién de 0.3 0 0.5 para
la preparacion de la serie de diferentes concentraciones. El uso de un factor
de 0.3 permite evaluar la toxicidad considerando el intervalo entre el 100% y
1% de la muestra realizando 5 diluciones (100, 30, 10, 3 y 1%). Al aplicar un
factor de dilucion de 0.5, es necesario utilizar mayor nimero de diluciones
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para abarcar el mismo intervalo de concentraciones (100, 50, 25, 12, 6, 3 y
1.5%) pero se obtiene mayor precision en los resultados. Para la preparacion
de cada dilucion se utiliza agua dura reconstituida (es posible el uso de agua
mineral dura para consumo humano), realizando el control negativo con el
agua de dilucién empleada.

Para el caso de las muestras cuya toxicidad es desconocida, previo a la
realizacion de la prueba definitiva, se sugiere hacer una prueba exploratoria
(ensayo preliminar) utilizando diluciones logaritmicas (100, 10, 1, 0.1, 0.01)
que permitan establecer el intervalo de concentracién conveniente para ob-
tener valores de efecto entre 100 y 0%, necesarios para calcular la CI, .

CONTROL DE CALIDAD DE PRUEBAS

Es importante establecer cuales son los valores de elongacion en el control
negativo, asi como la sensibilidad de las semillas frente al compuesto toxico
de referencia (control positivo), determinando para cada lote de semillas el
valor de CE, . Se realizan cartas control para evaluar el crecimiento en los
controles negativos (promedio + 20 de la elongacién de la radicula) y de la
sensibilidad frente al compuesto toxico de referencia (promedio + 20 de la
CE, para el Zn(II) preparado a partir de sulfato de zinc).

Como se mencioné anteriormente, la reduccion en el poder germinativo (<
90%) y el aumento en la variabilidad de las medidas de elongacion de radicula
e hipocotilo en el control negativo a lo largo del tiempo, son indicadores de
la reduccion de la vitalidad y envejecimiento de las semillas. En este caso se
recomienda utilizar un nuevo lote de semillas.

DESARROLLO DE LA PRUEBA

En la figura 4.2 y la tabla 4.1 se resume el procedimiento del ensayo de toxi-
cidad aguda con semillas. Para llevar a cabo el ensayo se deben realizar los
siguientes pasos:

Colocar en cada caja Petri un disco de papel de filtro

Marcar correctamente cada caja con la dilucién correspondiente, asi como
la fecha y hora de inicio y término del bioensayo

Saturar el papel de filtro con 4 0 5 mL de la dilucién evitando que se formen
bolsas de aire

Con la ayuda de una pinza, colocar cuidadosamente 20 semillas, dejando
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espacio suficiente entre las semillas para permitir la elongacion de las
raices.

Tapar las capsulas y colocarlas en bolsas plasticas para evitar la pérdida de
humedad. Dado que algunas variedades de semillas de lechuga requieren
oscuridad para que se produzca la germinacion (semillas fotoblasticas ne-
gativas), las cajas de Petri deben cubrirse de la luz inmediatamente después
de colocarlas las semillas en su interior y durante el periodo de ensayo
Incubar por 120 horas (5 dias) a una temperatura de 22 £ 2 °C

Realizar repeticiones para cada dilucion ensayada.

Tabla 4.1. Condiciones recomendadas para las pruebas de toxicidad aguda

con Lactuca sativa L.

Tipo de ensayo Estatico

Temperatura 20+£2°C

Calidad de luz Oscuridad

Volumen de la solucién de prueba 4 mL

Agua de dilucion Agua dura reconstituida

Ndamero de semillas por réplica 20

Ndamero de réplicas 3

Duracién de la prueba 120 horas

Efecto medido Inhibicién en la elongacién de la radicula
e hipocotilo. Inhibicién en la germinacién

Resultado final CE,, o CI,; 0 % inhibicion

Aceptabilidad de los resultados Germinacién > 90%

Control positivo y negativo de acuerdo
con los valores admitidos en las cartas control
Control positivo Zn (1) a partir de ZnSO,

MEDIDA DE LOS PUNTOS FINALES DE EVALUACION DE LA
FITOTOXICIDAD

Cada punto final se evalua comparando el efecto generado en los organismos
expuestos a la muestra con respecto a la respuesta en los organismos del control
negativo, sujetos a las mismas condiciones de ensayo, excepto por la ausencia
de muestra. Terminado el periodo de exposicion (120 horas), se procede a
cuantificar el efecto en la germinacion y en la elongacion de la radicula y del
hipocotilo.
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Figura 4.2. Esquema general del procedimiento de prueba de toxicidad
con semillas de lechuga Lactuca sativa L.
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Efecto en la germinacion

Registrar el nimero de semillas que germinaron normalmente, considerando
como criterio de germinacion la aparicion visible de la radicula.
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Efecto en la elongacién de la radicula e hipocotilo

Utilizando una regla o papel milimetrado, medir cuidadosamente la longitud
de la radicula y del hipocotilo de cada una de las plantulas, correspondien-
tes a cada concentracion del compuesto toxico o diluciéon de muestra y a
los controles. La medida de elongacion de la radicula se considera desde el
nudo (regién mas engrosada de transicion entre la radicula y el hipocotilo)
hasta el dpice radicular. La medida de elongacion del hipocotilo se considera
desde el nudo hasta el sitio de insercién de los dos cotiledones (figura 4.3).
La figura 4.4 muestra los distintos estadios de la semilla durante la prueba de
germinacion y elongacion.

Figura 4.3. Esquema de plantula de Lactuca sativa al finalizar el periodo de exposicion

cotiledones

hipocotilo

radicula

Figura 4.4. Estadios por los que atraviesa la semilla Lactuca sativa

durante el ensayo de germinacién y elongacion
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Antes de retirar las plantulas de las cajas Petri para evaluar el efecto en
los puntos finales anteriormente mencionados, es importante realizar una
observacion detallada del estado general de las mismas y del crecimiento de la
radicula sobre el papel de filtro. Informar cualquier indicador de fitotoxicidad
o de crecimiento anormal en las plantulas tratadas y en los controles (apices
radiculares con necrosis, pelos absorbentes poco desarrollados, radiculas
con crecimiento ensortijado, necrosis en los cotiledones, etc.). La necrosis
(presencia de tejido muerto) se evidencia como manchas localizadas de
coloracién parda, blanca o marrén. Al evaluar el efecto en la germinacion,
consignar ademas aquellas semillas con germinacion anormal (emergencia
de cotiledones o cotiledones e hipocotilo solamente, pero sin emergencia de
la radicula) o con desarrollo de hongos.

Un procedimiento factible de realizar para facilitar la medicion de la
radicula e hipocotilo, es proceder a congelar las cajas Petri correspondientes
a todos los tratamientos y descongelarlas a medida que se van midiendo
(no conservar el material luego de ser descongelado). De esta manera las
plantulas descongeladas adquieren una consistencia blanda, favoreciendo la
medicion. Si se procede a evaluar el efecto sobre las plantas descongeladas es
importante proceder de igual manera con todas las réplicas de la prueba. Este
procedimiento reduce la variabilidad en las medidas, principalmente cuando el
crecimiento de las radiculas es ensortijado o no es parejo. Por otro lado, antes
de congelar el material se debe realizar previamente la observacion general de
efectos fitotdxicos en las plantas vivas al finalizar el periodo de exposicion.

EXPRESION DE RESULTADOS
Se realizan los siguientes célculos:

o Promedio y desviacion estandar de la elongacién de la radicula y del hi-
pocotilo de las plantulas de cada repeticion

o Porcentaje de inhibicién del crecimiento de la radicula y del hipocotilo
con el promedio de elongacion para cada dilucién respecto del promedio
de elongacion del control negativo

o Porcentaje de inhibicién en la germinacion

« Con los datos anteriores, se elabora la grafica dosis-respuesta, colocando
en la ordenada el porcentaje de inhibicion y en la abscisa la concentracion.
Mediante un método grafico o el uso de programas estadisticos, se calcula
la concentracién que produce el 50% de inhibicion (CI, /CE, ) para cada



ENSAYOS DE TOXICIDAD AGUDA CON SEMILLAS DE LECHUGA 65

punto final evaluado. Para el caso de muestras en donde la inhibicién es
inferior al 50%, o para determinar el valor correspondiente al NOEC o
LOEQG, se realiza el analisis de comparacion de medias (t Student, Dunnett)
para verificar la significancia estadistica en el porcentaje de efecto.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Los efectos cuantificados sobre la elongacion de la radicula o del hipocotilo son
efectos subletales. La inhibicién en la germinacion podria considerarse como un
efecto letal siempre y cuando podamos corroborar que finalizada la exposicion
a una muestra las semillas no germinaron por muerte del embrién y que no
existe simplemente un retraso en el proceso de germinacion, manteniéndose
la viabilidad de la semilla. Al evaluar la fitotoxicidad de muestras ambientales
complejas o con compuestos volatiles, en algunos casos se ha observado que al
finalizar el periodo de exposicion la inhibicién en la germinacion es elevada,
pero si se extiende el periodo de ensayo, sin renovar la exposicion a la muestra,
las semillas comienzan a germinar. La vitalidad de las semillas que no han ger-
minado es posible verificarla mediante la prueba de tetrazolium para viabilidad
(Ellis et al., 1985), pudiendo de esta manera asignarle con certeza a la inhibicién
de la germinacion, el valor e importancia de un efecto letal. No obstante esto,
la inhibicién en la germinacion registrada al finalizar la prueba, se considera
fitotoxicidad aunque el efecto en la germinacion sea reversible.

Otro aspecto a considerar es el mayor desarrollo en la elongacion de
la radicula o el hipocotilo en algunas muestras con respecto al control. La
exaltacion en un punto final u hormesis no debe ser interpretada como un
efecto favorable o estimulante. Si bien es posible que muchos compuestos
(por ejemplo Cu, Zn) a bajas concentraciones produzcan exaltacion por ser
micronutrientes vegetales, esta respuesta debe ser evaluada de manera conjunta
con los efectos registrados en otras pruebas. En la aplicacion de la prueba con
semillas a muestras ambientales conjuntamente con otros organismos como
parte de una bateria, se ha detectado en diferentes ocasiones que la exaltacion
en la respuesta en el hipocotilo o radicula se corresponde con toxicidad frente
a otros ensayos de la bateria.

ACEPTABILIDAD DE LOS RESULTADOS

El ensayo debera repetirse en caso de que:
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En el control negativo el porcentaje de germinacion sea inferior al 90 % y
exista una alta variabilidad en la elongacién de la radicula (coeficiente de
variacion > 30%)

En el control positivo el porcentaje de germinacion sea inferior al 90 %
y la variacion de la sensibilidad de las semillas se encuentre fuera de lo
permitido por las cartas control

Existan posibles interferencias en el proceso normal de germinacién o
desarrollo de las plantulas en los controles

Se presente toxicidad del sustrato. Cuando se reemplaza el papel utilizado
por otras marcas mas economicas o se utiliza papel de filtro cualitativo en
planchas, hay que tener en cuenta los posibles efectos toxicos del papel. Si
se ha tenido buenos resultados con una marca o calidad determinada de
papel, es conveniente no variar el sustrato de ensayo.

Se presente suciedad de las cajas Petri. Si no es posible utilizar material des-
echable, es importante asegurar un enjuague minucioso del material para
evitar la presencia de residuos de detergente u otra solucion de limpieza.
Se presente un exceso de agua o de muestra utilizada para embeber el pa-
pel, lo que determina una baja disponibilidad de oxigeno necesario para el
normal desarrollo del proceso de germinacion. El papel de filtro utilizado
como sustrato de germinacion de las semillas debe estar bien mojado, con
sobrante de liquido para evitar la desecacion, pero en ningtin caso las semillas
deben quedar sumergidas.

Se presente un déficit hidrico durante el periodo de exposicion. Se re-
comienda envolver las capsulas con una bolsa plastica para evitar que el
papel de filtro de las mismas pierda agua durante el ensayo. Si se esta expe-
rimentando con compuestos volatiles, no deben colocarse en una misma
bolsa capsulas que correspondan a diferentes concentraciones de ensayo.
También se puede colocar dentro de la cdmara de cultivo un recipiente con
agua para generar un ambiente humedo, reduciendo asi la evaporacion.
Hay que tener en cuenta que la pérdida de humedad de las capsulas genera
una concentracion del compuesto cuya toxicidad estamos evaluando y, por
lo tanto, las conclusiones a las que arribaremos seran errdneas.

Se produzca una exposicion a la luz durante el proceso de imbibicidn.
Inmediatamente después de colocar las semillas sobre el papel filtro, se
recomienda tapar y envolver las cajas Petri, cubriéndolas de la luz (para el
caso de semillas fotoblasticas negativas).

Se presente una elevacion de la temperatura de ensayo. Las semillas de
L. sativa expuestas a una temperatura superior (apenas unos grados) a
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Hpti inacion, inardn aunqu u
la 6ptima para la germinacién, no germinaran aunque se les coloque
posteriormente a temperaturas inferiores (termodormancia o dormancia
inducida por la temperatura).
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ENSAYO DE TOXICIDAD CRONICA CON EL
ALGA SELENASTRUM CAPRICORNUTUM
(PSEUDOKIRCHNERIELLA SUBCAPITATA)
POR EL METODO DE ENUMERACION
CELULAR BASADO EN EL USO DE
HEMOCITOMETRO NEUBAUER

Yolanda Pica Granados, Alicia Ronco
y Maria Consuelo Diaz Bdez

CLASIFICACION DEL ENSAYO: IC
PRINCIPIO DE LA PRUEBA

El género y la especie de Selenastrum capricornutum fueron modificados
formalmente a Pseudokirchneriella subcapitata (Hindak, 1990); sin embargo,
para mantener consistencia con la literatura que la refiere, se empleara en éste
procedimiento su nombre original S. capricornutum.

S. capricornutum es una alga verde (clorofita) unicelular con forma de
media luna (figura 5.1) y un volumen aproximado de entre 40 y 60 um?, que
puede encontrarse en sistemas acudticos epicontinentales eutréficos u oligo-
troficos. Este ensayo puede ser utilizado por si mismo o como parte de una

Este ensayo apareci6 publicado originalmente en G. Castillo (ed.). 2004. Ensayos toxicolégicos y métodos
de evaluacion de calidad de aguas. Estandarizacion, intercalibracion, resultados y aplicaciones. IDRC,
IMTA, Canadé. 202 pp. Se reproduce con la autorizacion de la editorial.
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bateria para estimar la potencial de fitotoxicidad de aguas dulces superficiales
o subterrdneas, aguas servidas y otro tipo de muestras liquidas, tales como
eluriados o lixiviados, agua intersticial de sedimentos o cualquier compuesto
puro soluble en agua. La prueba es especialmente adecuada para ser practicada
en laboratorios que cuenten con una infraestructura bésica, siendo un ensayo
sencillo y de bajo costo.

Figura 5.1. Microfotografia de Selenastrum capricornutum

Cuando las células son expuestas a muestras que contienen contaminan-
tes toxicos su reproduccion se afecta, alterando la tasa de crecimiento de la
poblacion de las algas. El efecto de inhibicion de la poblacion causada por los
agentes toxicos en una muestra luego de 72 horas de exposicion, bajo condicio-
nes de temperatura controlada (24 + 2 °C), se determina comparandolo con el
crecimiento normal observado en un sistema libre de agentes contaminantes,
conocido como control. Dependiendo del nimero de concentraciones y réplicas
preparadas para el desarrollo del experimento, se determina la CI_;, la LOEC
yla NOEC.

El ensayo con el alga S. capricornutum presentado en este documento, es
una modificacion del método estandar publicado por la Agencia de Proteccion
Ambiental de Canadé (Environment Canada, 1992). Los cambios introducidos
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(Blaise et al., 2000) corresponden al uso de volumenes reducidos (2.6 mL en
viales vidrio de borosilicato de 20 mL) y la cuantificacion de las células mediante
una cdmara de conteo (Neubauer) utilizando un microscopio dptico.

MATERIAL

+ Pipetas de vidrio graduadas de 5y 10 mL

» Pipeta automatica de 100 pL con puntas estériles

+ Pipeta automatica de 100-1 000 pL con puntas estériles

« Viales de centelleo de vidrio de borosilicato claro de 20 mL de capacidad

« Papel (film) transparente

» Camaras de iluminacion (ver procedimiento complementario de este
documento)

+ Gasay algodén

+ Tubo de vidrio o pipeta de vidrio despuntada

« Manguera de acuario

+ Botellas o matraces aforados de 1 L

+ 5 Botellas o matraces aforados de 500 mL

6 Botellas o matraces aforados de 100 mL

« Recipiente de vidrio claro de boca angosta para cultivo, preferentemente
esterilizable, de 10 a 20 L de capacidad

 Asas bacteriologicas

« Tubos de centrifuga (opcional)

+ Tubos de cultivo con tapa de rosca

» Tubos de centrifuga de plastico de 50 mL, con tapa de rosca y estériles
(opcional)

+ Hemocitémetro o camara Neubauer

+ Matraz de filtracion de 4 L

EqQuiro

« Microscopio éptico con aumento de 100X
o Potenciéometro

o Balanza analitica

« Bombas de acuario

« Bomba de vacio

« Sistema de filtracién

« Mechero o campana de flujo laminar
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+ Centrifuga (opcional)
« Base de agitacion o vortex (opcional)

REACTIVOS Y SOLUCIONES

Todos los reactivos utilizados deben tener calidad ACS o al menos de 99%
de pureza. Para su preparacion se emplea agua destilada en vidrio o Millipore
Super Q (USEPA, 1992).

MEDIO DE CULTIVO PARA PROLIFERACION DE ALGAS (1X)

El medio de cultivo se basa en la preparacion de una serie de cinco soluciones.
La primera de ellas conteniendo micronutrientes y las cuatro restantes con
macronutrientes; todas ellas con las concentraciones adecuadas para asegurar
un crecimiento optimo de las algas durante el periodo de incubacién.

Para la preparacion de las cinco soluciones stock, rotular cinco frascos de
500 mL (preferentemente material aforado) de la siguiente manera: solucién
1,2, 3,4y 5, respectivamente. Agregar 350 mL de agua a cada uno de ellos.

SOLUCION 1. MICRONUTRIENTES

Se elabora adicionando las diversas sales y soluciones enlistadas en la tabla 5.1,
las cuales deberan agregarse al frasco de 500 mL, etiquetado como solucion
1, en el orden fijado en dicha tabla sin alterar la secuencia de adicién, ya que
se formardn precipitados dificiles de solubilizar. Es necesario asegurese que
antes de adicionar el siguiente compuesto o solucidn las sales se encuentren
completamente disueltas.

Para la preparacion de las soluciones de cloruro de zinc, cloruro de cobalto,
molibdato de sodio y cloruro de cobre, se emplean 5 frascos de 100 mL de
capacidad, que deben ser previamente etiquetados con el nombre de cada
compuesto disuelto. En el caso del cloruro de cobre se etiquetan dos frascos,
diferenciandolos con los numeros I y II. Posteriormente seguir las instruc-
ciones que se sefialan a continuacion.

SOLUCION DE CLORURO DE ZINC

Verter en el frasco 70 mL de agua, agregar luego 164 mg de cloruro de zinc.
Llevar a volumen final de 100 mL con agua y mezclar bien.
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Tabla 5.1. Reactivos utilizados en la preparacion de la solucién de micronutrientes

para el ensayo con Selenastrum capricornutum

Compuesto Férmula Masa en gramos (g)
o volumen (mL)
de solucion stock

1 Cloruro de magnesio MgCl+6H,0 6.08

2 Cloruro de calcio CaCl,.2H,0 2.20

3 Acido boérico H,BO, 0.0928

4 Cloruro de manganeso MnCl,«4H,0* 0.208

5 Cloruro de zinc (solucion) ZnCL* 1 mL de la solucion
6  Cloruro férrico FeCl,«6H,0* 0.0799

7  Cloruro de cobalto (solucién) CoCl«6H,0* 1 mL de la solucion
8 Molibdato de sodio (solucion) Na,MoO,«2H,0 1 mL de la solucion
9  Cloruro de cobre (solucion) CuCL«2H,0 1 mL de la solucion
10 Etilen diaminotetracético, sal disddica Na,EDTA«2H,O 0.150

* Estos compuestos pueden ser sustituidos por sulfatos. Por ejemplo, ZnCl, o ZnSO,. Si asi se hiciera,
recalcular estequiométricamente la masa a utilizar.

SOLUCION DE CLORURO DE COBALTO

Verter en el frasco 70 mL de agua, agregar 71.4 mg de cloruro de cobalto. Llevar
a volumen con agua hasta completar 100 mL y mezclar bien.

SOLUCION DE MOLIBDATO DE SODIO

Verter en el frasco 70 mL de agua, luego agregar 363 mg de molibdato de sodio.
Finalmente completar el volumen hasta 100 mL con agua y mezclar bien.

SOLUCION DE CLORURO DE COBRE

Verter 70 mL de agua en dos de los frascos de 100 mL. En el primero de ellos
agregar 60 mg de cloruro de cobre, luego llevar a volumen de 100 mL con agua
y mezclar bien. Una vez lista esta primera solucion de cloruro de cobre, tomar
1 mL, verterlo en el segundo frasco y completar el volumen de 100 mL con
agua. Un mL de esta segunda solucion es el que se emplea para la preparacion
de la solucion 1 de micronutrientes.

Después de haber agregado todos los componentes al frasco de la solucién
1 de micronutrientes, llevar a volumen de 500 mL con agua (tabla 5.1).
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SOLUCIONES DE MACRONUTRIENTES

Adicionar en los frascos respectivos de 500 mL las cantidades de las sales
indicadas a continuacidn (tabla 5.2).

Tabla 5.2. Reactivos utilizados en la preparacion de la solucién de macronutrientes para el

ensayo con Selenastrum capricornutum

Frasco Compuesto Formula Masa (g)
Solucion 2 Nitrato de sodio NaNO, 12.25
Solucién 3 Sulfato de magnesio MgSO,+7H,0 7.35
Solucién 4 Fosfato de potasio K,HPO, 0.522
Solucion 5 Bicarbonato de sodio NaHCO, 7.5

Mezclar bien hasta disolver y posteriormente adicionar agua hasta alcanzar
el volumen de aforo.

Las soluciones stock pueden ser conservadas refrigeradas (sin congelar)
durante dos meses.

Por cada litro de medio de cultivo que se desee preparar, se adiciona en
agua destilada 1 mL de cada una de las cinco soluciones en forma ordenada.
Asi, se debe iniciar con la 1 hasta terminar con la 5, llevando a volumen de 500
mL al finalizar. Se sugiere no alterar el orden de adiciéon de las soluciones ya
que se pueden formar precipitados dificiles de eliminar. Mezclar bien después
de la adicién de cada solucion.

Al final, el pH del medio debera ser de 7.5 £ 0.1, por lo que es necesario
ajustarlo, ya sea con NaOH o HCI 1 N. Inmediatamente, filtrar el medio bajo
condiciones asépticas (mechero o campana de flujo laminar) a través de una
membrana de éster de celulosa de 0.22 pm de abertura de poro y 47 mm de
diametro. El sistema de filtracion y el matraz de captacion deben estar estériles.
Para la filtracion se puede utilizar una bomba de vacio. El medio nutritivo
esterilizado se inocula con las algas.

MEDIO NUTRITIVO ENRIQUECIDO (18X)

Este medio se prepara a partir de las soluciones 1, 2, 3, 4, y 5 empleadas en
la elaboracion del medio nutritivo para la proliferacion de algas. Para la pre-
paracion se recomienda utilizar un recipiente aforado de 1 L debidamente
rotulado. Se coloca 800 mL de agua a los cuales se adiciona 18 mL de cada
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una de las soluciones ordenadamente como ya se indicé. Terminada la adicién
de las soluciones, llevar a volumen con agua destilada y ajustar el pH a 7.5 £
0.1 con NaOH o HCI 1 N.

SOLUCION AMORTIGUADORA DE BICARBONATO DE SODIO

Para la preparacion de esta solucién se toma un matraz aforado de 1 L y se
coloca 900 mL de agua destilada, se adiciona 1 m L de la solucién 5 empleada
anteriormente, se mezcla y se completa el volumen.

MEDIO SOLIDO PARA MANTENIMIENTO DE LAS CEPAS

Este medio se prepara disolviendo 1 g de agar-agar en 100 mL del medio
nutritivo para desarrollo de S. capricornutum. Posteriormente, se llenan
con medio varios tubos de ensayo hasta la mitad de su volumen. Se cierran
los tubos y esterilizar en autoclave u olla de presion a 120 °Cy 15 libras de
presion durante 15 o 20 minutos. Al término de este periodo, se sacan los
tubos, se aprietan sus tapas y se dejan enfriar en posicion inclinada hasta que
el medio se solidifique. El medio sélido puede conservarse en refrigeracion
hasta por un mes.

ORGANISMOS DE PRUEBA
CULTIVO Y PROPAGACION DE LAS ALGAS

La inoculacion se realiza bajo condiciones de esterilidad, ya sea mediante el
trabajo cerca de un mechero o utilizando una campana de flujo laminar. El
cultivo se puede iniciar a partir de cepas mantenidas en medio sélido, tomando
las células con un asa y esparciéndolas en el medio nutritivo liquido, o a partir
de un cultivo liquido de algas que haya alcanzado la fase estacionaria y tenga
una densidad celular entre 1y 3 millones de células/mL. Cuando los cultivos
alcanzan esta densidad se caracterizan por presentar un color verde intenso,
que se logra entre los cinco y siete dias después de la inoculacién. En el caso
que se seleccione esta ultima opcidn, se deben tomar 50 mL del cultivo por
cada litro de medio estéril.

El medio inoculado se coloca a 24 + 2 °C dentro de una cdmara con ilumi-
nacion superior a 2000 luxes, manteniendo aireacién permanente. En el caso
que no se cuente con el sistema de iluminacion se puede utilizar un sistema
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similar al presentado en el procedimiento complementario de este documento.
Parala aireacidn, se puede emplear una bomba de aire para acuarios o utilizar
directamente el aire de la linea del laboratorio. En este tltimo caso, se deben
eliminar las impurezas intercalando filtros entre la fuente y el recipiente de
cultivo. Los filtros permiten mantener condiciones axénicas, y eliminan las
particulas solidas o liquidas (polvo del aire, emulsiones de aceite, etc). Existen
filtros especiales disponibles en el mercado de articulos para laboratorio. En
el caso de no contar con ellos puede fabricarse en el laboratorio, empacando
carbon activado y lana de vidrio.

La manguera se conecta a un tubo hueco de vidrio o a una pipeta despun-
tada previamente esterilizada. El tubo se introduce en el medio inoculado
cuidando de que el extremo llegue cerca del fondo del recipiente para que
el burbujeo evite la formacién de depositos de algas. El extremo opuesto, se
conecta a la manguera y debera sobresalir del recipiente; para ello, se fijaala
boca de la botella de cultivo con un tapén estéril.

Una vez que el cultivo alcanza la fase estacionaria (cinco a siete dias), se
retira de la cdmara de incubacion y se deja reposar a 4 °C. Esto puede hacerse en
el refrigerador o en el interior de un cuarto frio, bajo condiciones de oscuridad
de 48 a 72 horas. El cultivo sedimentado es separado del sobrenadante por
decantacion, lo cual permite obtener el concentrado de algas que se utilizara
en las pruebas de toxicidad o en la alimentacion de otros organismos como
es el caso de Daphnia magna. Este medio de proliferacién también puede ser
empleado para otras especies de algas tales como Ankistrodesmus sp., Scene-
desmus sp., entre otras.

CONTROL DEL CULTIVO

Generalmente las algas se mantienen en tubos de medio sélido estéril in-
clinados. El medio sélido se prepara adicionando a la solucién de macro y
micronutrientes (descritas anteriormente), agar-agar en una concentracion del
1.5a2%. En otros casos, las células se mantienen inmovilizadas a una matriz
esférica de alginato. Estas esferas con las células de algas se mantienen en
medio AAP de concentracion simple (Blaise et al., 2000) a 4 °C en la oscuridad
hasta por un periodo de seis meses.

Cualquiera que sea el método de preservacion, los cultivos deben renovarse
haciendo nuevos traspasos cada 3 0 6 meses. Bajo condiciones de preservacion,
el riesgo de contaminacién es menor. Cada vez que se vaya a iniciar un nuevo
cultivo, se desinmovilizan las células o se hace un nuevo traspaso, a partir de
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los cuales se prepara el nuevo cultivo patréon en medio liquido. Este patrén se
utiliza para la preparacion del indculo que se utilizara en los ensayos.

Para mantener las células algales en buen estado fisioldgico se recomienda
iniciar semanalmente un nuevo cultivo de mantenimiento. Cada transferencia
se realiza bajo condiciones de esterilidad, examinando microscopicamente el
cultivo para controlar alteraciones morfoldgicas.

La aparicién de células anormales puede deberse a un exceso de alguno
de los micronutrientes o a la deficiencia de nutrientes, especialmente cuan-
do la transferencia se realiza durante la fase de declinacién del crecimiento.
Tanto las cepas como los cultivos estandar deben mantenerse bajo las mismas
condiciones de luz, temperatura y fotoperiodo que se fijan para realizar los
ensayos de toxicidad.

Al igual que los otros organismos de prueba, los nuevos cultivos deberan
mostrar la sensibilidad establecida en la carta control con el compuesto tdxico
de referencia seleccionado. En general, se recomienda utilizar Cu (II) como
compuesto toxico de referencia.

REACTIVACION DE ALGAS INMOVILIZADAS

Alternativamente al mantenimiento de un cultivo de algas, algunos labo-
ratorios mantienen las algas inmovilizadas sobre alginato en la forma de
perlas, las cuales pueden conseguirse comercialmente. En este caso, cuando
se van a realizar pruebas de toxicidad, es necesario liberar las células de la
matriz de alginato, para lo cual se sigue el procedimiento que se describe a
continuacion:

Para la desinmovilizacién, se toman entre 10y 12 perlas con algas, asegu-
randose de que estén libres de medio liquido. Se transfieren a un tubo cénico
de 50 mL, se adiciona 5 mL de citrato de sodio 0.1 M, y se sella el recipiente.
A continuacion se agita vigorosamente durante treinta segundos, repitien-
do el procedimiento cada dos minutos hasta que la matriz se haya disuelto
completamente (de 20 a 30 minutos). Con ayuda de un agitador o vortex (a
intensidad moderada), se puede reducir el tiempo de proceso a 5 minutos. Una
vez disueltas las perlas, centrifugar a 3,000 rpm durante 10 minutos. Eliminar
el sobrenadante, conservar las algas sedimentadas, resuspender las células en
5 mL de la solucién amortiguadora de bicarbonato de sodio.
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INOCULACION DE LAS ALGAS EN MEDIO SOLIDO PARA SU
PRESERVACION

Bajo condiciones de esterilidad, se transfieren con un asa bacterioldgica las
algas cultivadas en medio sélido al tubo con medio fresco, esparciendo las
células en estria sobre la superficie del medio. La inoculacion se inicia en la
zona mds profunda del tubo y se continta hacia el exterior.

Una vez inoculado los nuevos tubos, se incuban a 24 + 2 °C con iluminacién
continua e intensidad de luz superior a 2 000 luxes por un periodo entre 48 y
72 horas. Cuando se observe crecimiento se retiran los tubos de la cimara de
iluminacion y se almacenan en oscuridad a 4 + 2 °C. Bajo estas condiciones,
las algas continuaran creciendo pero de forma lenta.

PREPARACION DEL INOCULO DE ALGAS PARA DESARROLLO DE
PRUEBAS

Conocido el nimero células presentes en el in6culo mediante camara de
Neubauer, se debe hacer una dilucidon con el fin de obtener en cada vial de
prueba una concentracién inicial de 10 000 células/mL. Como el volumen
final en cada vial, incluyendo el in6culo es de 2.6 mL (figura 5.2), se prepara
2 mL de una suspension de algas que contenga 2.6 x 10° células/mL de la
siguiente manera:

Volumen (mL) del cultivo de algas para 2 mL = 2 mL / Factor de dilucién
Factor de dilucién (FD) = Namero de células/mLen el concentrado/
2.6x10° células/mL

La preparacion del in6culo que sera utilizado en las pruebas debe provenir
de un cultivo en fase exponencial. La densidad del cultivo sera determinada
con ayuda de un celda de conteo o cimara Neubauer. La densidad celular del
cultivo se obtiene para poder calcular el factor de dilucién necesario para
asegurar una concentracion de 2.6 millones de células por mililitro (2.6 x 10°
células./mL) en un volumen de 2 mililitros.

Con el fin de ilustrar este calculo se presenta el siguiente ejemplo:

Célculo del factor de dilucién (FD):
FD = Numero de células/mL en concentrado / 2.6 x 10° células/mL



ENSAYOS DE TOXICIDAD CRONICA CON EL ALGA SELENASTRUM CAPRICORNUTUM 79

Figura 5.2. Esquema del procedimiento de prueba con Selenastrum capricornutum
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Sila concentracién de células por mililitro en el cultivo fue de 2.9 x 10°
células/mL, entonces:
FD =2.9 x 10° células/mL/ 2.6 x 10° células/mL = 1.115

Calculo del volumen de cultivo de algas en 2 mL (V):
V (mL) = 2mL / factor de dilucion

Sustituyendo en el ejemplo, el volumen de cultivo en 2 mL sera:
V (mL)=2mL/1.115=1.79 mL

El resultado indica que debera tomarse 1.79 mL del concentrado de algas
y adicionar soluciéon amortiguadora hasta completar un volumen de 2 mL.
Esta dilucién se puede realizar en tubos conicos de centrifuga de 50 mL con
ayuda de una pipeta automatica.

Los 2 mL tendran una concentracion de algas de 2.6 x 10° células/mL,la
cual nuevamente se diluye adicionando 18 mL del medio nutritivo enriquecido
(18X) para tener una densidad final de 2.6 x 10° células/mL.

PROCEDIMIENTO DE PRUEBA
DILUCION DE MUESTRAS

Se recomienda que el sistema experimental incluya las diluciones de la mues-
tra problema, asi como las correspondientes al control positivo que contiene
al compuesto toxico de referencia y una serie de cinco viales que seran de
utilidad como control negativo.

Los cinco viales rotulados como control (C hasta C,) deben llenarse
solo con 2.5 mL de la solucién amortiguadora de bicarbonato de sodio.
Para el caso de las muestras problema o de control positivo, se requiere
por lo menos 15 viales de vidrio de borosilicato de 20 mL, similares a los
utilizados en contadores de centelleo (Arensberg et al.,1995) organizados
en series de 5 viales cada una. Cada serie constituye una réplica. Se rotulan
los viales de la primera serie de la siguiente manera: P, Q,R S,y T, la
segunda, deberdn rotularse de la misma forma pero con el subindice 2, y
la tercera con el subindice 3. En los viales rotulados P,P,yP, se colocan
5mL de solucién mds concentrada de la muestra (100%). Los restantes
viales se utilizaran para la preparacion de las diluciones seriadas de la
muestra (figura 5.2).
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Para iniciar el proceso de dilucion de la muestra, en cada uno de los viales
restantes se coloca 2.5 mL de solucién amortiguadora de bicarbonato de sodio.
A continuacidn, se transfiere 2.5 mL de la muestra (100%) del vial rotulado
como P, al vial Q,, la concentracion en este vial corresponde a la primera
dilucién 1:2 0 50% (v/v). Se mezcla y se continta el proceso tomando 2.5 mL
del vial Q, y pasandolo al R en cual se tiene la segunda dilucion 1:2 y una
concentracion de 25% (v/v), y asi sucesivamente hasta llegar al vial T|. Como
al finalizar en el vial T, se tiene un volumen de 5 mL se toman 2.5 mL y se
descarta. Se sigue el mismo procedimiento para las series 2 y 3 y al finalizar
el proceso de dilucidn, se mezcla el contenido de cada uno de los viales del
sistema de prueba.

Terminado el proceso de dilucion de la muestra, se procede a adicionar 100
L del indculo de algas anteriormente preparado y cuya concentracion es 2.6 x
10° células/mL, a cada uno de los viales de la prueba. La concentracién final de
las algas en cada uno de los viales sera 10 000 células/mL.

Se colocan los viales en la cdmara con iluminacion fluorescente (luz blanca
fria), con una intensidad luminosa entre 60-80 pE/m?s (aproximadamente 4
000 luxes). En el procedimiento complementario de este documento se pre-
sentan el disefio y los pasos para elaborar un modelo piramidal de caimara
que puede ser construido con materiales de bajo costo y que permite que en
toda el area se tenga una distribucién homogénea de luz.

La incubacion de los viales se lleva a cabo durante 72 horas. Si no se cuenta
con un sistema de agitacion orbital, se debe hacer agitaciéon manual de cada
uno de los viales tres veces durante el dia. La agitacion contribuye a promover
el adecuado desarrollo de la poblacion de las algas.

El resumen general de las condiciones recomendadas para esta prueba se
presenta en la tabla 5.3 y en las figuras 5.2 y 5.3.

ANALISIS DE RESULTADOS

Al finalizar el tiempo de exposicidn, se inicia el conteo del numero de algas en
cada vial. Para el conteo se toman entre 20 a 50 pL de la suspension con ayuda de
una pipeta automatica y se coloca en la celda de conteo o la camara Neubauer.

La cuantificacion se efecttia siguiendo el método de manejo recomendado
para este tipo de celdas, el cual que se describe mas adelante.

Conocidos los recuentos del numero de algas, se procede a establecer el
porcentaje de inhibicion (% I) en cada una de las diluciones, el cual se cuan-
tifica de la siguiente manera:
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% I =100 - [(promedio células/mLde las réplicas en la dilucion / promedio

células/mL de las réplicas del control)] x 100

Tabla 5.3. Condiciones recomendadas para las pruebas de toxicidad crénica

con Selenastreum capricornutum

Tipo de ensayo

Temperatura

Calidad de luz

Intensidad luminosa

Fotoperiodo

Recipientes de prueba

Volumen de la solucioén de prueba
Edad del cultivo usado como inéculo
Densidad celular inicial

Niamero de réplicas

Tipo de agitacién

Agua de dilucién

Factor de dilucién

Duracién de la prueba

Efecto medido

Resultado final

Aceptabilidad de los resultados

Control positivo

Estatico

24 +2°C

Fluorescente, blanco-frio

60-80 HE/m?*/s (4,000 £ 10% luxes)
Tluminacion continua

Viales de 20 mL

2.6 mL

4 a7 dias

104 células/mL

3

Manual, discontinua

Solucién amortiguadora de bicarbonato de sodio
0.300.5

72 horas

Crecimiento (conteo)

ICSO

Densidad celular en el control >16 veces a la
densidad inicial

Cu(II), a partir de una solucién de CuSO,

CONTEO DE LAS ALGAS CON LA CAMARA NEUBAUER

La cdmara Neubauer, también conocida como hemocitémetro, consta de un
cubre-objetos de cuarzo y un porta-objetos de un grosor mayor a los de uso
comun. En la parte superior del porta-objetos se encuentran cuatro canales
longitudinales y uno transversal central. En la parte superior e inferior del
canal transversal estan grabadas dos rejillas de 9 mm? de superficie, las cuales
estan a su vez subdivididas en una cuadricula mas pequena (figura 5.4. Ay
B) (UNAM, 1986).

Usando el objetivo de 10X de un microscopio dptico, se enfoca de forma
que en el campo se cubra un cuadrado cuya area corresponde a 1 mm?, ge-
neralmente se trabaja con el cuadro central. El area del cuadro central esde 1
mm?y se encuentra subdividida en 25 cuadrados. Cada uno de estos cuadrados
mide 0.2 mm de lado, por lo que el area de cada uno sera 0.04 mm?.
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Figura 5.3. Diagrama de flujo del ensayo con Selenastrum capricornutum

Cultivo de S. capricornutum en
medio sélido

Subcultivo en medio liquido
3 dias, 24 °C, 100 rpm

Sustancias toxicas

Subcultivo en medio liquido

3 dias, 24 °C, 100 rpm

In6culo

Preparacion de
diluciones

‘ BIOENSAYO

No. de células/mL inicial

Registro de datos
No. de células/mL diaria (72 h)
pH final

!

Calculo de la biomasa
% de inhibiciéon

Analisis estadistico
(Probit)

l

50-96 horas

CL

pH inicial

Al colocar el cubre-objetos sobre el porta-objetos se tiene una profundidad
de 0.1mm de forma que el volumen contenido en cada uno de los cuadrados

grandes sera 0.1 mm’ (1.0 mm*x 0.1 mm = 0.1 mm’®).

El conteo con la camara se lleva a cabo de la siguiente forma:
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Limpiar con papel de arroz la cdmara Neubauer

Colocar el cubre-objetos sobre los canales tal como se indica en la figura 5.4.
Agitar manualmente el frasco con la solucién de algas a evaluar hasta
observar coloracién homogénea o disolver los agregados celulares.

Con ayuda de una pipeta serologica de 1 mL o con una pipeta automatica
de 100 pL, tomar 0.01 mL de la suspensioén de algas y, colocando la punta
dela pipeta en el borde del cubre-objetos, dejar que la solucidn ingrese ala
camara por capilaridad, sin que ella pase a los canales laterales (figura 5.4
C). Si se forman burbujas se debe repetir la operacion, lavando y secando
la cdmara previamente

Colocar la camara Neubauer en la platina del microscopio y enfocar con
el objetivo 10X

Localizar el cuadro central de la rejilla de 25 cuadros de 0.04 mm?, hacer
un cambio de lente al objetivo de 40X y contar las células que se encuen-
tran sobre el mismo

Contar el nimero de células en el cuadrado central tomando precauciones
para evitar contar dos veces la misma célula u omitir alguna

Para obtener resultados mas exactos se recomienda tener un conteo entre
200y 300 células por muestra. Cuando en el cuadro central existan menos
de doscientas células, es necesario revisar mas cuadros para el conteo. Se
sugiere continuar el conteo en los cuatro cuadros que forman las esquinas
de la cuadricula. Si atin asi no se alcanza las 200 células, se debe contar el
total en los 25 cuadros

Anotar el numero de cuadros contados

En caso opuesto, en que el nimero de células sea muy elevado y se dificulte
su conteo, serd necesario diluir la suspension en una proporcién conocida,
la cual debe tomarse en cuenta en la estimacion final.

DETERMINACION DE LA DENSIDAD CELULAR

La densidad celular de la suspension de algas se calcula de la siguiente forma:

En caso de haber empleado los cuadrantes de 0.04 mm, se calcula en nu-
mero de células en 0.1 mm3 con la siguiente ecuacion:

Numero de células en 0.1 mm?® = Numero total de células contadas/Numero
de cuadros de 0.04 mm? en el conteo

Esto dara el nimero total de células por 0.1 mm? (volumen obtenido de
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multiplicar el drea de Imm? x 0.1mm profundidad de la camara).

+ Elnamero de células por mL, se obtendra de multiplicar el valor obtenido
anteriormente por 10,000, como lo muestra la siguiente ecuacion:
Numero de células por mL = Numero de células en 0.1 mm”’ x 10, 000

« En caso de haber empleado los cuadrantes de 1 mm, se calcula el nimero
de células en 0.1 mm3 con al siguiente ecuacion:

Nuamero de células en 0.1 mm® = Numero total de células contadas/Numero
de cuadros 1 mm? en el conteo.

» Este valor correspondera al nimero total de células en 0.1 mm?®. Para
obtener el numero por mL, se multiplica por 10,000.

CONTROL DE CALIDAD EN LAS PRUEBAS

El valor de CI, obtenido para el compuesto toxico de referencia debe estar
dentro de lo admitido por la carta control. Sin embargo, algunos autores
(ISO,1989) evaltian tanto el crecimiento de la poblacién como el efecto de
las sustancias téxicas, midiendo los cambios en la tasa de crecimiento (u) de
la poblacion, la cual se calcula de la siguiente forma:

_ InN-InNO
H At

donde:
N = Densidad celular al final del ensayo
No = Densidad celular inicial nominal

At = Intervalo de tiempo considerado

Es necesario tener en cuenta que, debido al caracter logaritmico de la tasa
de crecimiento, pequefias diferencias en p pueden corresponder a grandes
diferencias en biomasa; por lo tanto, estos valores no son numéricamente
comparables. Por ello debe indicarse con cual variable fue calculada la CL,
ya sea en términos del nimero de células CI, ; o en términos de la tasa de
crecimiento CI, . En general el valor de la CI,  es menor que la CI.

Al igual que en otras pruebas de toxicidad, se recomienda realizar dos
controles, uno negativo y otro positivo. En el primero, los organismos se
desarrollan por el mismo periodo de tiempo, en condiciones iguales a los
ensayos, pero sin compuesto toxico en la solucion de prueba (in6culo de algas
en solucion amortiguadora). El control positivo corresponde a una solucién de
concentracion conocida del compuesto toxico de referencia y cuyo efecto esta
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bien establecido. En general se utiliza como compuesto toxico de referencia al
Cu(II) (a partir de sulfato de cobre) a la concentracién correspondiente a la
CL,.
Es importante tener en cuenta que los resultados son aceptados cuando la
densidad celular en el control negativo aumenta al menos 16 veces al finalizar
el ensayo o cuando la tasa de crecimiento se mantiene entre 0.9y 1.0 d'y
la variacion en las réplicas es no mayor al 20%. La inhibicién en el control

positivo debe estar dentro de lo establecido en la carta control.

Figura. 5.4. Conteo celular de Selenastrum capricornutum mediante la utilizacién de la

cdmara Neubauer
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ENSAYO DE TOXICIDAD CRONICA
CON MICROALGAS CLOROFICEAS

Felipe Fernando Martinez-Jeronimo

CLASIFICACION DEL ENSAYO: AE
PRINCIPIO DE LA PRUEBA

Esta prueba se basa en la determinacion de los efectos inhibitorios que sobre la
tasa de crecimiento poblacional pueden producir los compuestos toxicos puros,
asi como los contenidos en mezclas de composicion conocida, en productos
formulados o los que pueden estar presentes en muestras de agua o en efluen-
tes con o sin tratamiento. Este ensayo se fundamenta en que una poblacién
microalgal, cuando se encuentra en condiciones propicias para su desarrollo,
es capaz de aumentar su tamafio de poblacion, por lo que en esas condiciones
es posible detectar si los productos problema o muestras a analizar producen
inhibicién en la tasa de crecimiento poblacional. Las microalgas, como com-
ponentes del fitoplancton, constituyen el grupo de productores primarios que
son fundamentales en todos los ecosistemas acuaticos, ya que determinan la
productividad de los mismos y permiten el desarrollo de consumidores de
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diferente nivel trofico. Es por ello que resulta importante evaluar los efectos
sobre este grupo de organismos. Siendo la tasa de crecimiento una respuesta
sensible y facil de monitorear, se puede evaluar la disminucién de dicha res-
puesta como un indicador del estrés al cual estan sujetas las poblaciones de
microalgas. Este supuesto es valido para especies de microalgas que se repro-
ducen asexualmente, por fragmentacion o por la formacion de autosporas. La
tasa de crecimiento poblacional se puede medir directa o indirectamente, lo
cual es una gran ventaja de esta prueba. Las mediciones directas se realizan
mediante el conteo (en una cdmara Neubauer o hemacitometro) de los indi-
viduos en muestras representativas, mientras que las mediciones indirectas se
obtienen a través de la determinacidn de la densidad dptica (o absorbancia) a
una longitud de onda adecuada, el peso seco, el contenido de clorofila u otros
pigmentos fotosintéticos, la concentracion de proteinas, etc.

Este método consiste en exponer a las microalgas a una serie de concen-
traciones o diluciones de las muestras problema, espaciadas geométricamente
en base 2. En el bioensayo definitivo, la concentracién mayor debera inhibir
completamente el crecimiento, en tanto que la tasa de crecimiento poblacional
en la concentraciéon menor no debera diferir significativamente de la deter-
minada para el tratamiento usado como control negativo.

Se sugiere emplear como organismos de prueba a las microalgas cloroficeas
Pseudokirchneriella subcapitata (anteriormente conocida como Selenastrum
capricornutum o Raphidocelis subcapitata) (figura 6.1) o Ankistrodesmus fal-
catus (figura 6.2), que son especies de reproduccion asexual y unicelulares,
por lo que es sencillo realizar con ellas las cuentas para la determinacién de
la densidad celular, cuando se escoge a ésta como una medida directa del
tamarfio de la poblacion algal.

La respuesta medida es la inhibicién en la tasa de crecimiento poblacional
en un periodo de 96 horas de exposicion. La ventaja de esta prueba es que es
de facil realizacién y proporciona una medida directa de los efectos sobre la
poblacion experimental expuesta.

Esta prueba es adecuada para la evaluacion de los efectos toxicos crénicos
de efluentes con o sin tratamiento, muestras de agua de cuerpos de agua re-
ceptores de descargas, compuestos puros y mezclas de composicidon conocida
o desconocida, principios activos y productos formulados comerciales. Es util
ademds para la clasificacion de la toxicidad de compuestos en el monitoreo de
la calidad del agua en ecosistemas acudticos y en la evaluacion de la eficiencia
de los sistemas de tratamiento de las aguas residuales.
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Figura 6.1. Microfotografia de Pseudokirchneriella subcapitata (antes denominada como

Selenastrum capricornutum) (obtenida por microscopia de contraste de fases)

Figura 6.2. Microfotografia de Ankistrodesmus falcatus
(obtenida por microscopia de contraste de fases).

INFRAESTRUCTURA EN EL LABORATORIO

Para esta prueba se requiere que el laboratorio cuente con un area para trabajo
en condiciones de esterilidad (cuarto de inoculacién o campana de flujo lami-
nar con filtracién y esterilizacién de aire), ademas de area para esterilizacion
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de materiales y soluciones (con horno y autoclave). Adicionalmente, se debera
contar con una area acondicionada para el cultivo, la cual debe tener un sistema
regulado de iluminacion artificial con lamparas fluorescentes “luz de dia”, con
control de temperatura y con suministro de aire comprimido filtrado y libre
de aceite. El suministro de aire se emplea sélo para la produccion de inéculos
y para la propagacion de cultivos activos de la cepa, pues los bioensayos se
realizan sin aireacién, aunque en este ultimo caso es deseable el contar con
una placa agitadora orbital, a fin de evitar la sedimentacion de las microalgas.
También se puede evitar la sedimentacion durante los bioensayos mediante

agitacion manual periodica.
MATERIAL

La cristaleria que se requiere es la tipica de un laboratorio, aunque debe in-
cluir los materiales indispensables para el trabajo microbioldgico, ademas de
pipetas automaticas, propipetas, etc. De manera especifica, se debe considerar
que los ensayos toxicoldgicos se deben realizar en matraces Erlenmeyer de
vidrio, de 50 o 125 mL de capacidad total, y tubos de ensaye con tapén de
baquelita de 100 X 15.

EqQuiro

Los equipos requeridos son los basicos de cualquier laboratorio de analisis
bioldgicos, los cuales incluyen: balanza analitica, microscopio éptico, es-
tereomicroscopio, autoclave (de gas o eléctrica), potenciémetro, oximetro
salinémetro o conductivimetro y espectrofotometro.

REACTIVOS

Es indispensable contar con los compuestos necesarios para la preparacion del
medio de cultivo para el crecimiento algal que se detallan mas adelante. Este
medio funciona también como agua de dilucién para preparar las soluciones
de la muestra problema durante el bioensayo. Para simplificar la preparacién
del medio de cultivo se sugiere la preparacion de soluciones concentradas,
que deberan conservarse en frascos herméticamente cerrados, protegidos de
laluz y a baja temperatura.

Todos los reactivos deberan ser grado analitico y de la maxima pureza po-
sible, a fin de evitar exponer a los organismos a elementos traza o compuestos
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potencialmente toxicos, lo que podria afectar la respuesta de las microalgas
durante el bioensayo.

ORGANISMOS DE PRUEBA

La cepa utilizada debe provenir de un cepario o coleccion de laboratorio au-
torizado o certificado. Aunque particularmente A. falcatus es una especie que
puede ser obtenida mediante colectas de muestras de fitoplancton de cuerpos
de agua dulce, los procesos de aislamiento, purificacion e identificaciéon son
laboriosos y tardados, por lo que es preferible adquirirla a través de un labo-
ratorio que cuente con ella. Una vez obtenida, la cepa debe ser conservada
de acuerdo a las instrucciones del proveedor, en refrigeracion y en medio de
cultivo solidificado con agar bacteriolégico al 1.5%. La calidad microbioldgica
dela cepa debe ser revisada periddicamente, pues aun cuando no se requieren
cepas axénicas, la carga bacteriana en la cepa unialgal debe ser reducida y la
poblacion algal nunca debe estar contaminada con hongos, protozoarios ni
con otros organismos fotosintéticos, tales como las cianobacterias, que con
relativa facilidad pueden contaminar a una cepa monoespecifica, sobre todo
cuando no se realiza un manejo aséptico o cuando no se trabaja con medios
de cultivo y materiales debidamente esterilizados.

CULTIVO Y MANTENIMIENTO O ALMACENAMIENTO DE LOS
ORGANISMOS

Las cepas se conservaran en tubos de ensaye de 150 X 15, con tapon de baquelita,
que contendran medio de cultivo solidificado mediante la adicién de agar bac-
teriologico al 1.5%. También se recomienda mantener cultivos activos de la cepa
en matraces de 125 o 250 mL. El mantenimiento de las condiciones asépticas en
el medio de cultivo y en los materiales que se emplearan es fundamental para
garantizar la calidad de respuesta de las microalgas; también se debe considerar
que todo el manejo y conservacion de las cepas, asi como los procesos para rea-
lizar los bioensayos, presupone condiciones de esterilidad. El medio de cultivo
sugerido es el recomendado por la Agencia para la Proteccion Ambiental de los
Estados Unidos (USEPA, 2002), que se muestra en la tabla 6.1, el cual es adecuado
tanto para la conservacion de la cepa como para la propagacion de los in6culos y
como agua de dilucién para los bioensayos. Sin embargo, para realizar cultivos de
crecimiento rapido (preparacion de inoculos) se recomienda, de manera adicional,
el medio Basal de Bold que se muestra en la tabla 6.2.
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Tabla 6.1. Composicion del medio de cultivo y agua de dilucion

para las pruebas de toxicidad con microalgas cloroficeas (USEPA, 2002)

Macronutrientes Concentracion Elemento Concentracién
(mg/L)* (mg/L)*
NaNO, 25.5 N 4.20
MgCl,-6H,0 12.2 Mg 2.90
CaCl.2H,0 4.41 Ca 1.20
MgSO,-7H,0 14.7 S 1.91
K,HPO, 1.04 P 0.186
NaHCO, 15.0 Na 11.0
K 0.469
C 2.14
Micronutrientes (ug/L)* Elemento (ug/L)*
H,BO, 185.0 B 32.5
MnCl,-4H,0 416.0 Mn 115.0
ZnCl, 3.27 Zn 1.57
CoCl,+6H,0 1.43 Co 0.354
CuCl,-2H,0 0.012 Cu 0.004
Na,MoO,-2H,0 7.26 Mo 2.88
FeCl,-6H,0 160.0 Fe 33.1
Na,EDTA-2H,0 300.0
Na,SeO, 2.39 Se 0.91

*Las cantidades indicadas se diluyen en agua destilada o deionizada (con conductividad menor a 5 pS

cm™).

Los medios de cultivo se preparan a partir de soluciones patrén o con-
centradas. Tanto para la propagacién como para los bioensayos se requiere
proporcionar iluminacién continua con intensidad luminosa de 4,500 a 5,000
luxes y el crecimiento e incubacion se logra a temperatura de 25 £ 1 °C. La
calidad de respuesta de la cepa debe ser evaluada periédicamente con el
compuesto toxico de referencia, sulfato de cobre, evaluando la concentracion
media de inhibicion (CI, ). Los bioensayos en su fase de prueba definitiva,
tienen duracion de 96 horas.
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Tabla 6.2. Composicion del medio de cultivo basal de Bold para el mantenimiento

de cepas y propagacion de microalgas cloroficeas

Reactivo Concentracion
(mg/L)*

NaNO, 250
CaCl.2H,0 25
MgSO,+7H,0 75
K,HPO, 75
KH,PO, 175
NaCl 25
FeSO,+7H,0 4.98
H,SO, 0.001 (ml/L)
H,BO, 11.42
EDTA 50
KOH 31
ZnSO,7H,0 8.82
MnCl,»4H,0 14.4
MoO, 0.71
CuSO,5H,0 1.57
Co(NO,),*6H,0 0.49

*En agua destilada o deionizada.

PROCEDIMIENTO DE PRUEBA
PREPARACION DEL MATERIAL ANTES DE LA PRUEBA

Todos los materiales empleados deberan ser de vidrio de borosilicato, lavado
de acuerdo al procedimiento complementario descrito en este documento,
para eliminar todo vestigio de compuestos toxicos que pudiera afectar los
resultados en el bioensayo. Como se ha dicho, todo el manejo debe realizar-
se en condiciones asépticas, con materiales, medios de cultivo y soluciones
esterilizadas de manera adecuada. Para ello puede usarse calor seco a 200 °C
durante 1 hora, autoclave a 15 libras/pulgada® por 15 minutos o filtracién
Millipore con membranas estériles de 0.45 um. En este tltimo caso el equipo
y membranas deben ser previamente esterilizados en autoclave.
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DESARROLLO DE LA PRUEBA

El bioensayo es estético, sin renovacion de la solucién de prueba, realizdindose
siempre con soluciones acuosas de las muestras problema. Cuando se trate de
materiales de baja hidrosolubilidad, se deberan emplear disolventes de baja
toxicidad, como acetona, etanol, metanol o dimetil sulf6xido, teniendo siempre
presente que su concentracion no debe ser superior a 1 mL/L, independiente-
mente de que se debera implementar una segunda serie control que contenga la
maxima cantidad de solvente utilizada. Se debera evaluar el pH y la conductivi-
dad eléctrica de las muestras al inicio y al término de la prueba. Se ensayaran al
menos 5 concentraciones o diluciones de los materiales a evaluar, contando cada
una de ellas con al menos 3 réplicas. Los recipientes de prueba sugeridos son
matraces Erlenmeyer de 50 0 125 mL, aunque también se pueden emplear tubos
de ensaye de 100 X 15, de preferencia con tapén de baquelita o con tapones de
algoddn recubiertos de gasa. El volumen total de prueba sera de 25,75 0 7 mL.
La temperatura debe ser de 25 + 2 °C, la iluminacion continua con intensidad
de 4,500 a 5,000 luxes, proporcionada por lamparas fluorescentes “luz de dia”.
El in6culo inicial en todos los casos serda de 10,000 células/mL. La respuesta
evaluada serd la densidad celular determinada a las 24, 48, 72 y 96 horas en
todas las réplicas de todas las concentraciones y de la serie testigo, mediante
conteo en la camara Neubauer. Adicionalmente se deberan hacer observaciones
al microscopio compuesto de muestras de los cultivos, para registrar posibles
alteraciones en la morfologia celular (con respecto a la serie testigo), asi como
determinar si ocurren cambios en los patrones de distribucion citoplasmica de
las células o en la coloracion del cultivo. Para evaluar la densidad poblacional
se empleara la ciamara Neubauer o hemacitometro y el microscopio compuesto
al aumento de 40X. Se debe tener una variacién maxima del 20% entre las dos
cuentas de una misma muestra, de lo contrario se debera repetir o aumentar
el numero de conteos por muestra, teniendo cuidado en el llenado de ambos
lados de la camara de Neubauer. La distribucion de los recipientes de cultivo
en el area de incubacion debera ser aleatoria, a fin de evitar sesgos por efectos
diferenciales en la iluminacion o en la temperatura. De manera resumida, el
procedimiento de prueba se muestra en la tabla 6.3.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Se trazaran las curvas individuales de incremento poblacional para todas las con-
centraciones y el testigo, incluyendo en cada una, para cada tiempo, los datos de
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Tabla 6.3. Condiciones recomendadas para las pruebas de toxicidad cronica

con microalgas cloroficeas

Tipo de prueba Estatica sin renovacion de la solucion de prueba

Duracién 96 horas (prueba definitiva)

Tluminacién Artificial, controlada, con lamparas
fluorescentes “luz de dia” de 4,500 a 5,000 luxes

Fotoperiodo Iluminacién continua (24 horas luz:0 horas
oscuridad)

Temperatura 25+1°C

Aireacion No, agitacién manual periédica durante toda
la prueba

Recipientes de prueba Matraces Erlenmeyer de 50 o0 125 mL o tubos

de ensaye de 100 X 15, con tapén de baquelita
o tapén de algodon

Volumen de prueba 25,7507 mL

Edad de cultivo al inéculo 6 dias (fase exponencial de crecimiento)

Densidad celular del in6culo 10,000 células/mL

Concentraciones o diluciones ensayadas ~ Minimo 5, mas el control negativo (prueba
definitiva)

Replicas por concentracion Minimo 3

Efecto medido Inhibicién del crecimiento poblacional,
medida como densidad celular

Efectos adicionales medidos Cambios en la morfologia y el aspecto celular

Periodicidad de las observaciones Cada 24 horas

Criterio de aceptacion de la prueba La densidad celular en el testigo, al término de

la prueba (96 horas), debe ser superior a 1X10°
células/mL y el coeficiente de variacién para el
control no debe exceder del 20%

todas las réplicas, asi como los valores promedio y las barras de error estandar para
la densidad celular, que se expresara como células algales por mL. Adicionalmente,
con los datos de densidad celular para todas las réplicas en cada concentracién y en
el control a las 96 horas, se realizard un analisis de varianza (ANOVA) de un factor,
a fin de determinar si existen diferencias significativas entre las concentraciones
y con respecto al control. Si el resultado del ANOVA es significativo, entonces se
deberan realizar pruebas post hoc o comparaciones multiples para determinar los
tratamientos que difieren significativamente entre si. Se sugiere emplear métodos
como el de Tukey, SNK 0 LSD; como complemento a estas comparaciones se aplicara
la Prueba de Dunnett para determinar las concentraciones o diluciones que producen
densidades celulares significativamente menores, con respecto al control negativo.
El andlisis de comparaciones multiples también permite determinar los valores de
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LOEC,NOECyla MATC (maxima concentracién permisible del compuesto téxico)
o la concentracion de seguridad para exposiciones cronicas.

También con los datos promedio de densidad celular a las 96 horas se
determinara el porcentaje de inhibicién con respecto al control negativo y se
calculard la concentracion media de inhibicién (CI, ) o concentracién efectiva
media (CE,)) e intervalo de confianza (P = 0.95%) a las 96 horas por el mé-
todo que resulte mas adecuado (Probit, Logit, Binomial o Angulos Mboviles
Promedio). La inhibicién se determinara como porcentajes de disminucion en
la densidad celular con respecto a la densidad celular promedio alcanzada en
la serie utilizada como control negativo. En caso de que se detectaran efectos
estimulatorios (mayor crecimiento poblacional en alguna concentracion de la
muestra problema que la registrada en el control negativo) no se incluiran esos
datos para la determinacion de la CE_;, a fin de evitar errores en su estimacion,
aunque esto debera quedar reflejado en las gréficas de crecimiento poblacional.
Si este fuera el caso y si ademas se determinara que el efecto es significativo, se
deberan discutir las posibles causas de la estimulacion. Este ensayo es semejante
a los protocolos de prueba propuestos como métodos estandarizados por la
Agencia de Protecciéon Ambiental de los Estados Unidos de América (USEPA,
1996), la Sociedad Americana de Evaluacion y Materiales (ASTM, 2004) y la
Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmico (OECD, 1984).
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ENSAYO DE TOXICIDAD AGUDA
CON CLADOCEROS DE LA FAMILIA
DAPHNIDAE

Felipe Fernando Martinez-Jeronimo

CLASIFICACION DEL ENSAYO: AE
PRINCIPIO DE LA PRUEBA

La prueba se basa en la determinacion de efectos letales agudos (inmovili-
zacion o mortalidad), observados en un tiempo de exposicion de 48 horas,
en especies dulceacuicolas de cladoceros plancténicos. Este es un bioensayo
que se puede aplicar con los cladéceros Daphnia magna (figura 7.1), D. exilis
(figura 7.2), D. pulex (figura 7.3), Ceriodaphnia dubia (figura 7.4) o Moina
macrocopa (figura 7.5), aunque es necesario que la identidad especifica sea
determinada por un especialista, debiéndose proporcionar el origen de la cepa
utilizada, y cuando sea procedente, el nimero de catalogo.

Estas especies, conocidas genéricamente como “pulgas de agua’, son com-
ponentes habituales del zooplancton, distribuyéndose de manera habitual en
cuerpos de agua naturales, presas, bordos, charcas temporales y estanques con
fertilizacion organica, en diferentes partes del territorio nacional. Son espe-
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Figura 7.1. Daphnia magna. Figura 7.2. Daphnia exilis.

Hembra partenogenética Hembra y macho

cies que se reproducen sexual y asexualmente, siendo esta ultima modalidad
reproductiva una caracteristica importante en la implementacion de cultivos
controlados de laboratorio. Se tiene bien documentado que la reproduccién
asexual, que se realiza mediante partenogénesis, se presenta principalmente
cuando las condiciones de desarrollo son las adecuadas, produciéndose en-
tonces camadas exclusivamente de hembras, que pueden a su vez alcanzar la
fase reproductiva y continuar reproduciéndose de manera asexual mientras
persistan condiciones favorables de alimentacion, baja densidad poblacional,
y los principales factores ambientales y de calidad quimica del agua sean los
adecuados. Cuando alguno o algunos de estos factores se tornan adversos,
entonces parte de la progenie estara constituida por machos que al crecer
pueden dar lugar a la reproduccion sexual al fecundar a las hembras, dando
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Figura 7.3. Daphnia pulex. Hembra Figura 7.4. Ceriodaphnia dubia

partenogenética

Figura 7.5. Moina macrocopa. Hembra partenogenética
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como consecuencia la formacién de una estructura de resistencia conocida
como efipio, que contiene uno o dos embriones (dependiendo de la especie)
en estado latente, y que mantienen la diapausa hasta que se propician condi-
ciones ambientales adecuadas para que se reinicie el desarrollo embrionario
y emerjan juveniles que pueden dar inicio a un nuevo ciclo de reproduccion
asexual. En la modalidad reproductiva partenogenética, el desarrollo embrio-
nario es directo y se lleva a efecto en la camara incubatriz de la hembra, de
la que emergen organismos juveniles (neonatos), que son liberados al medio
cuando completan su desarrollo. La facies de los juveniles recién liberados
es semejante a la del adulto, aunque obviamente es de menor talla. Todas
estas especies son filtradoras, consumiendo una diversidad de particulas
que incluyen diferentes especies de microalgas, asi como materia organica
en suspension, por lo que se les considera componentes importantes en los
ecosistemas acudticos al permitir el flujo energético entre los productores
primarios y 6rdenes superiores de consumidores, en las tramas tréficas de
los sitios donde se distribuyen.

La prueba se realiza con los neonatos de estas especies, que son los juveniles
con edad menor a 24 horas, contada a partir de su expulsion de la camara
incubatriz. La respuesta que se evalda es la inmovilizacién o la mortalidad
de los organismos de prueba, a 24 y 48 horas de exposicion a las soluciones
toxicas ensayadas.

El bioensayo consiste en exponer a los neonatos a diferentes concentra-
ciones de las muestras problema, que pueden ser compuestos quimicos puros
o en mezclas, productos formulados, diluciones porcentuales de efluentes
y muestras de agua de sistemas receptores. Se requiere la preparacion de
al menos cinco concentraciones o diluciones, mds una serie control. Estas
soluciones se preparan después de un ensayo exploratorio para la definicién
del intervalo, siguiéndose una serie geométrica base 2. Para cada solucion se
debe contar con al menos tres réplicas, cada una de las cuales constard de al
menos 10 neonatos.

Esta es una prueba relativamente rapida, que en un lapso de 48 horas pro-
porciona informacion, a partir de la cual es posible determinar la concentracion
letal media (CL,). La talla de los neonatos de todas las especies sugeridas es
adecuada para preparar el bioensayo y hacer normalmente las evaluaciones de
inmovilidad o mortalidad sin necesidad de emplear ningtin equipo dptico.

La prueba es adecuada para la evaluacion de los efectos téxicos agudos
(letales) de efluentes con o sin tratamiento, muestras de agua de cuerpos
de agua receptores de descargas, sustancias puras y en mezclas de compo-
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siciéon conocida o desconocida, principios activos y productos formulados
comerciales. Es util para la clasificacion de la toxicidad de compuestos,
en el monitoreo de la calidad del agua en ecosistemas acuaticos y en la
evaluacion de la eficiencia de los sistemas de tratamiento de las aguas
residuales.

INFRAESTRUCTURA EN EL LABORATORIO

Loslaboratorios que se dediquen a este tipo de evaluaciones toxicologicas de-
beran contar con camaras bioclimaticas o cuartos con fotoperiodo y tempera-
tura controlados. Adicionalmente, tendran que disponer de la infraestructura
minima indispensable para realizar el cultivo controlado de microalgas y el
mantenimiento de la cepa de claddcero que empleara para las evaluaciones
de toxicidad aguda, la cual se detalla en el ensayo correspondiente.

MATERIAL

Los recipientes de cultivo para los reproductores deberan ser de vidrio de
borosilicato, del volumen adecuado, dependiendo del protocolo de produc-
cién que se implemente. Para las pruebas de toxicidad aguda se emplearan
preferentemente recipientes de vidrio de borosilicato, los cuales deberan ser
sometidos a la rutina de limpieza adecuada para garantizar su uso libre de
factores que pudieran modificar la toxicidad de las muestras analizadas.

Para la realizacion de las evaluaciones se empleara la cristaleria y equipos
menores adecuados y suficientes para garantizar procedimientos seguros y
repetibles, tales como propipetas, pipetas automaticas calibradas, matraces
aforados de la capacidad necesaria, pesamuestras desechables, espatulas de
acero inoxidable, etc.

EqQuiro

Los equipos requeridos son los bésicos de cualquier laboratorio de analisis
bioldgicos, los cuales incluyen: balanza analitica, microscopio dptico, este-
reomicroscopio, autoclave (de gas o eléctrica), campana de flujo laminar o
area esterilizada para trabajo microbiolégico, potencidmetro, oximetro, sali-
németro/conductivimetro, camara bioclimatica (con control de temperatura,
iluminacion y control de fotoperiodo y espectrofotémetro.
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REACTIVOS

Se debera contar con los reactivos necesarios para la preparacion del agua de
dilucién y de los medios de cultivo, tanto para los claddceros como las mi-
croalgas. Los compuestos deberan ser grado analitico y libres de impurezas,
tales como metales pesados. Se sugieren las marcas J. T. Baker®, Aldrich® y
Sigma Chemical®.

En todos los casos se recomienda la preparacion de soluciones concentradas
(patrén o “stock”) a partir de las cuales se puedan elaborar los medios de cultivo
y el agua de dilucién. Se deberd tener un control sobre los procedimientos
para la preparacion de soluciones patrén y medios de cultivo y poner especial
atencion sobre la conservacion de sustancias que pudieran degradarse o con-
taminarse (como las soluciones de vitaminas); en todos los casos se deberan
aplicar las condiciones de mantenimiento que eviten la modificacion de la
concentracion o alteraciéon quimica de las soluciones.

ORGANISMOS DE PRUEBA

De las especies que se pueden emplear para este bioensayo, D. magna es un
organismo que no se distribuye naturalmente en el territorio nacional, pues
aunque su distribucion geografica abarca el Continente Americano, sélo se le
puede encontrar en cuerpos dulceacuicolas templados de los Estados Unidos
de Norteamérica y Canadad. Las otras especies de claddceros aqui mencionadas,
son de amplia distribucidn, incluyendo multiples localidades de México. Los
organismos que se utilicen para llevar a cabo esta evaluaciéon deben ser obte-
nidos de laboratorios que cuenten con cepas controladas. Se pueden obtener
mediante compra en distribuidores de material cientifico que garanticen la
identidad especifica y calidad del material bioldgico. Es posible obtenerlos
mediante colecta, aunque en este caso se debera desarrollar el cultivo hasta
una F2, ademas de conseguir un certificado de identidad expedido por alguna
institucion acreditada, en la que se deberd depositar una muestra fijada o viva
para que le sea asignada una clave de catalogo o coleccién. No es permitida la
utilizacién de organismos comprados como alimento en tiendas de mascotas,
pues no se conoce la procedencia ni historia quimica, y la calidad del material
con frecuencia no garantiza una adecuada repetibilidad, lo que hace poco
confiables los resultados obtenidos.

Los laboratorios que realicen este tipo de bioensayos deberan contar con la
cepa adecuada, como ya se menciond anteriormente, y lograr su estabilizacion
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siguiendo las instrucciones especificas de mantenimiento que se detallan como
parte de este documento. Los lotes de reproductores deberan ser monitoreados
continuamente, poniendo especial énfasis en cualquier indicio que denote
la reproduccion sexual (deteccion de machos, efipios o hembras efipiadas),
pues esto es reflejo de un cultivo inadecuado en el que se estan presentando
condiciones ambientales adversas que pueden afectar la calidad de respuesta
de los organismos de prueba.

Todos los cultivos de reproductores deben ser iniciados con hembras par-
tenogenéticas de edad conocida, con alimentacién controlada. Los neonatos
para los bioensayos deberan proceder de lotes estabilizados y con control en
la alimentacién y en el mantenimiento, para los cuales se establecera una du-
racién maxima (dependiendo de la especie, 25 dias para las especies pequeiias
y 40 dias para los claddceros de mayor talla).

CULTIVO Y MANTENIMIENTO DE LOS ORGANISMOS

El cultivo se divide en dos fases: el mantenimiento de la cepa y el lote de
reproductores para la obtencion de organismos de prueba. En el primer caso
se empleardn los recipientes que resulten adecuados para la conservacién de
la cepa, pudiendo ser acuarios de volumen pequefio (menor a 5 L) o vasos
de precipitados de 1, 2 6 3 L, preferentemente de vidrio de borosilicato o de
pléstico Nalgene®. En todos los casos, como medio de cultivo se debera uti-
lizar agua reconstituida de la dureza adecuada (dependiendo de la especie),
preparada segun se detalla en el ensayo correspondiente. La temperatura
para ambos tipos de cultivo debera ser de 20 + 2 °C, y el fotoperiodo de 16:8
(luz:obscuridad); la iluminacion sera la ambiental de laboratorio (aproxima-
damente 1,000 luxes). Como alimento se emplearan microalgas cloroficeas,
preferentemente las especies Ankistrodesmus falcatus, Pseudokirchneriella
subcapitata (antes Selenastrum capricornutum o Raphidocelis subcapitata) o
Scenedesmus spp; en cualquier caso se debera especificar cual fue la especie
empleada. Los detalles adicionales para el cultivo del alimento, asi como su
separacion (“cosecha”), conservacion, viabilidad, etc., se detallan més ade-
lante. Debido a la diferencia en dimensiones de las especies de microalgas
susceptibles de ser empleadas como alimento, se sugiere suministrar como
concentracion alimentaria adecuada 8 mg/L en peso seco.

La calidad de respuesta de los neonatos se debera evaluar periédicamente
mediante bioensayos con compuestos toxicos de referencia (controles posi-
tivos), preferentemente con cromo hexavalente. Invariablemente se debera
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contar con cartas control que permitan realizar el seguimiento del lote de
reproductores, asi como del cultivo “stock” Los valores de control serdn los
establecidos en las publicaciones cientificas existentes.

PROCEDIMIENTO DE PRUEBA
PREPARACION DEL MATERIAL ANTES DE LA PRUEBA

Se deberan seguir los lineamientos minimos basicos para garantizar la calidad de
larespuesta de los organismos de prueba, evitando cualquier posible interaccién o
alteracion por probables residuos de compuestos toxicos remantes en el material
(cristaleria) empleado para la realizacién de los bioensayos.

Es fundamental controlar y estandarizar las condiciones de mantenimiento
de la cepa y el desarrollo del cultivo de los reproductores para la produccién
de organismos de prueba (neonatos) de las especies de claddceros propuestas
para la evaluacion de la toxicidad aguda en ambientes dulceacuicolas.

En todos los casos se deberan aplicar las siguientes condiciones:

 Alimentos suministrados. A base de microalgas cloroficeas de las especies
A. falcatus, P. subcapitata o Scenedesmus sp.

o Procedimientos para la preparacion/obtencion del alimento. Estas mi-
croalgas se obtendran mediante cultivo en condiciones controladas de
laboratorio. Se debera mencionar la cepa utilizada (nimero de catalogo y
origen) y detallar cualquier modificacién en el proceso de cultivo.

» Medio de cultivo para microalgas. Se sugiere el Basal de Bold (tabla 6.2
del ensayo con microalgas cloroficeas), aunque es posible utilizar otros;
si este tltimo fuera el caso, se debera incluir la formulacién empleada y
explicar las razones para utilizarlo. Invariablemente el medio de cultivo
debera ser esterilizado en autoclave (15 libras/pulgada® por 15 minutos)
y todo el procedimiento del cultivo de microalgas se hara en condiciones
asépticas.

« Recipientes de cultivo para microalgas. Se sugiere que los cultivos se reali-
cen en matraces de 2,000 mL, aunque esto dependeré de los requerimientos
de cada laboratorio.

« Condiciones de iluminacién para el cultivo de microalgas. Los cultivos
de microalgas deberan ser incubados con iluminacién artificial continua
y controlada de 4,500 luxes, proporcionada con lamparas fluorescentes
“luz de dia”.



ENSAYO DE TOXICIDAD AGUDA CON CLADOCEROS DE LA FAMILIA DAPHNIDAE 107

Temperatura para el cultivo de microalgas. Debera ubicarse en el intervalo
de 25a 28 °C.

Aireacién durante el cultivo de microalgas. Se debera suministrar aire
comprimido como fuente de carbono y para evitar la sedimentacion. El
medio de cultivo sugerido carece de bicarbonato de sodio, que funcionaria
como el aporte de carbono para la fotosintesis, por lo que es absolutamente
indispensable la aireacion. En este caso se debera tener cuidado en que
el aire se encuentre filtrado para evitar introducir polvo o contaminantes
bioldgicos al medio de cultivo, siendo preferentemente el empleo de com-
presoras libres de aceite.

Indculos de microalgas. Los indculos deberan ser renovados periodi-
camente y deberan partir de muestras mantenidas en medio de cultivo
solidificado con agar bacteriolégico al 1.5%. Su manejo, al igual que
en la fase de produccion, se realizara en condiciones asépticas. No se
requiere de cepas axénicas, aunque si es necesario evitar una carga bac-
teriana excesiva que pudiera influir sobre la calidad del alimento para
los claddceros. Para la fase de produccién de las microalgas (produccion
de alimento para las especies de cladoceros consumidoras), se utilizardn
indculos liquidos en proporcidn porcentual del 10 al 20% del volumen
de medio de cultivo.

Tiempos de cosecha de los cultivos de microalgas. Los cultivos seran “co-
sechados” en la fase de crecimiento exponencial, la cual se presenta en un
lapso de 7 a 10 dias, cuando se parte de un indculo del 5%. Es conveniente
que, al menos en una fase preliminar, sea determinada la curva de creci-
miento poblacional algal, mediante lecturas diarias de la densidad algal, lo
cual se puede realizar mediante determinaciones indirectas de la biomasa,
como es a través del incremento en la densidad dptica, determinada en un
espectrofotometro a 600-670 nm de longitud de onda. En una grafica de
incremento poblacional es posible identificar los tiempos de crecimiento
exponencial y cuando la poblacién se estabiliza, informacién que permitiria
contar con datos sustentados para establecer estos tiempos de “cosecha”
Forma de cosecha de las microalgas. La biomasa sera separada por
centrifugacién en centrifuga clinica o por filtracién con membranas de
nitrocelulosa de 2 pm de apertura de poro. También se puede lograr una
separacion adecuada por sedimentacion, preferentemente en condiciones
de oscuridad y a baja temperatura (refrigeracion a 4-5 °C).

Forma y tiempo de conservacion de las microalgas. La biomasa “cosechada”
se debe conservar en refrigeracion y utilizarse por un periodo no mayor a
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10 dias después de haber sido separada (“cosechada”). Para instrucciones
mds amplias, se sugiere revisar Andersen (2005).

« Mantenimiento de cultivos “stock” o de reserva de claddceros. Estos cultivos
tienen como propdsito la conservacion de la cepa y funcionan como reservo-
rio para la separacion de juveniles o adultos a partir de los cuales se pueden
implementar los cultivos para la obtencion de organismos de prueba.

» Medio de cultivo para claddceros. Se empleara agua semidura reconsti-
tuida (tabla 7.1)

o Recipientes de cultivo (tipo, volumen) para claddceros. Se utilizardn de
manera principal cristalizadores, vasos de precipitados o pequefos acuarios
de entre uno y 5 L, seguin las necesidades y de acuerdo a la infraestructura
disponible. Es conveniente que los recipientes sean preferentemente de
vidrio de borosilicato.

« Alimento y cantidad. Como son cultivos de reserva, se alimentan al menos
una vez por semana (preferentemente dos veces), con la suficiente cantidad
de alimento.

« Condiciones generales de mantenimiento. Se recambiard aproximadamente
el 50% del medio de cultivo cada 10 dias. Se deberd vigilar que la densi-
dad poblacional no se incremente excesivamente, pues esto propiciaria la
aparicién de machos y la reproduccion sexual; para evitar esta situacion,
periddicamente se realizara una “cosecha” de claddceros. Tampoco es
deseable la acumulacion de metabolitos ni la proliferacion de organismos
saprobios en estos cultivos, por lo que, cuando los tiempos de manteni-
miento y recambio se extiendan a los tiempos maximos, se deberan hacer
determinaciones de la concentracién de amonio (N-NH,), cuya concen-
tracion nunca debera exceder de 1.5 mg/L.

o Produccién de neonatos. Este sistema de cultivo es el que permite la pro-
duccion controlada de los neonatos (las crias con edad menor a 24 horas)
que se emplearan para las pruebas de toxicidad, por lo que es importante
que se implemente una rutina detallada que garantice la cantidad adecuada
para satisfacer los requerimientos en los tiempos programados, asi como
la calidad de la respuesta de estos organismos de prueba.

o Medio de cultivo para neonatos. Se empleara también agua semidura
reconstituida.

o Recipientes de cultivo (tipo, volumen) para neonatos. Preferentemente
vasos de precipitados de vidrio, de 150 mL de volumen total.

o Volumen de cultivo para neonatos. Se recomienda de 80 a 100 mL como
volumen de cultivo.
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Alimento y densidad. Preferentemente se empleard A. falcatus en con-
centracion de 400,000 células/ mL. Si se utilizan otras especies de las aqui
sugeridas, la concentraciéon de alimento sera la equivalente a 8-10 mg/L
en peso seco.

Densidad de reproductores. En los recipientes de cultivo sugeridos se
dispondran individualmente a los organismos con que se iniciaran estos
sistemas de produccion de neonatos.

Periodicidad de recambio de alimento y medio de cultivo. El medio de
cultivo y el alimento deberan ser restituidos completamente tres veces por
semana, en dias alternos (lunes, miércoles y viernes).

Temperatura. Debera mantenerse controlada en un valor de 20-22 °C.
Intensidad luminosa y fotoperiodo. La iluminacion deberd ser la ambiental
de laboratorio, proporcionada por lamparas fluorescentes “luz de dia”. Si
se prefiere iluminacién natural, ésta nunca deberd ser directa sobre los
cultivos. El fotoperiodo sera de 16:8 (luz: oscuridad).

Duracioén (vigencia) de los lotes de reproductores. Estos lotes se iniciardn
a partir de neonatos obtenidos de reproductores previamente separados
de los lotes de mantenimiento. A partir de su implementacion, la dura-
ci6n maxima en condiciones de produccién efectiva de neonatos serd de
35 dias para D. exilis y para D. pulex. En el caso de C. dubia, la duracién
sera de 25 dias y para M. macrocopa de 20 dias. Después de tales plazos
de vigencia, el lote debera ser desechado. Es necesario que se establezca
un programa desfasado de inicio y finalizacion de los lotes a fin de que en
todo momento se pueda contar con organismos de prueba de las carac-
teristicas deseables.

Frecuencia y forma de separaciéon (manejo) de la progenie. La progenie
debera ser separada todos los dias en el periodo habil (lunes a viernes).
Esto evita efectos de sobrepoblacion en los recipientes de produccion y
permite que se puedan iniciar pruebas toxicologicas todos los dias en ese
periodo hébil.

Con las condiciones antes descritas, es posible garantizar la calidad del
material biolégico y reducir significativamente la variabilidad en los re-
sultados. De cualquier forma, con una periodicidad no menor a 3 meses,
se deberan realizar ensayos de sensibilidad con el compuesto toxico de
referencia cromo hexavalente (a partir de dicromato de potasio). Detalles
adicionales sobre el mantenimiento de cultivos de reserva y de la imple-
mentacion de cultivos para la produccion de organismos de prueba pueden
encontrarse en el listado bibliografico que se anexa a este ensayo.
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Tabla 7.1. Composicion del agua semidura reconstituida utilizada como medio de cultivo

y para la obtencién de neonatos de claddceros, asi como agua de dilucién para bioensayos

de toxicidad aguda

Reactivos grado analitico (mg/L)

Caracteristicas finales

en agua destilada o deionizada

Tipo de agua NaHCO, CaSO4-2H,0 MgSO, KCl

Semidura 96 60

Alcalinidad
60-70

Dureza®
80-100

pHa

60 4 7478

* Valor de equilibrio después de 24 horas de aireacién

® expresado como mg/L de CaCO,

Tabla 7.2. Condiciones recomendadas para las pruebas de toxicidad aguda con claddceros

Tipo de prueba

Duracién

Intensidad luminosa

Fotoperiodo

Temperatura

Aireacion

Suministro de alimento

Volumen de los recipientes de prueba
Volumen de prueba

Edad de los organismos
Concentraciones o diluciones ensayadas
Replicas por concentracion
Organismos por réplica

Agua de dilucién

Efecto medido

Criterio de aceptacion de la prueba

Estatica, sin renovacion de la solucion de prueba
48 horas (prueba definitiva)

600-1,000 luxes (ambiental de laboratorio)

16 hora luz : 8 horas obscuridad

20+ 1°C

No

No

100 mL

80 mL

Neonatos (edad < 24 horas)

Minimo 5, mas testigo

Minimo 3

10

Reconstituida semidura (80-100 mg/L como
CaCoO,)

Mortalidad o inmovilidad a 48 horas, con
observaciones a 24 horas

Inmovilidad o mortalidad en los testigos menor
o maximo de 10 % al término de la prueba

DESARROLLO DE LA PRUEBA

Este bioensayo es de tipo estatico, sin renovacion de la solucion de prueba, con
una duracion total de 48 horas, aunque es recomendable realizar observaciones
preliminares a las 3, 6 y 24 horas de inicio de la prueba. Se deberan evaluar
la concentracion de oxigeno disuelto, el pH, la conductividad y salinidad al
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inicio y término de la prueba definitiva. Como agua de dilucion se empleara
agua reconstituida de tipo semidura (80 a 100 mg/L como CaCO,) (USEPA,
2002), ya que con excepcion de D. magna, que prospera mejor en agua dura,
las otras tres especies recomendadas se desarrollan satisfactoriamente en este
tipo de agua. La formulacion de esta agua de dilucion se muestra en la tabla
7.1. En el caso de sustancias de baja hidrosolubilidad, se podran dispersar en
el agua de dilucién mediante sonicacion, o bien se utilizaran disolventes de
baja toxicidad, como la acetona, etanol, metanol o dimetil sulféxido. Como ya
fue mencionado, la evaluacion toxicoldgica se realizara con los neonatos de la
especie seleccionada, los cuales seran obtenidos siguiendo el procedimiento
aqui propuesto. Durante los bioensayos no se debera suministrar alimento a
los organismos de prueba. El resumen de las condiciones de ensayo se muestra
en la tabla 7.2.

La evaluacion de la toxicidad aguda de un efluente, muestra de cuerpo
acudtico receptor de descargas contaminantes o producto quimico (simple o
formulado), sigue la siguiente secuencia de analisis toxicologicos:

o Prueba de clasificacion. Evaluacion preliminar que permite determinar si
la muestra analizada genera toxicidad aguda en los organismos de prueba,
sobre la base de que la intoxicacion aguda es una respuesta que se expresa
en tiempos de exposicidon cortos (48 horas o menos, para invertebrados
menores), y que conduce a la muerte o inmovilizaciéon de los individuos.
De acuerdo a esta prueba, en el caso de productos quimicos se puede con-
cluir a priori si el o los presuntos agentes toxicos presentes en la muestra
problema producen o no producen efectos toxicos agudos, ya que varios
protocolos internacionales consideran un limite de prueba maximo de
100 mg/L para determinar que un producto o sustancia produce efectos
toxicos agudos.

o Prueba para determinacion de intervalo. Si la muestra ensayada genera
respuesta de intoxicacion aguda, esto es, si el andlisis anterior resulta po-
sitivo (con mas del 10% de mortalidad en la muestra de agua o efluente
sin diluir a 24 horas, o en la exposicién a 100 mg/L al producto puro o
formulado), entonces esta parte del estudio tiene como propésito definir
el intervalo de concentraciones o diluciones entre los que se puede ubicar
la CL,,, que se define como la concentracion (o dilucion, en el caso de
efluentes y muestras de agua) que produce el 50 % de mortalidad en los
organismos de prueba, en el periodo de observacion establecido (48 horas
para neonatos de claddceros).
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 Prueba definitiva. De acuerdo al analisis anterior, este bioensayo permite
establecer el cuadro de mortalidades a 48 horas de observacién, que con-
duce al cdlculo de la CL, y su correspondiente intervalo de confianza.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Con los valores de inmovilidad o mortalidad a 48 horas se debera construir
la tabla resumen de mortalidades, con los valores acumulados registrados en
todos los tiempos en que se hicieron observaciones o al menos para 24 y 48
horas, a partir de la cual se hara la estimacién de la CL,,. Existen diversos
programas de computo que permiten hacer este calculo de manera sencilla,
incluyendo la determinacion del intervalo de confianza. El método para hacer
esta determinacion puede ser cualquiera de los siguientes: Probit, Logit, Bi-
nomial, Semilog y Angulos Méviles Promedio. En cualquier caso se requiere
proporcionar la referencia del método y del software empleado. Tratandose
de sustancias puras o en mezclas, principios activos y productos formulados,
se debera clasificar el grado de toxicidad de acuerdo al valor de mortalidad
que se produce y segun las tablas disponibles para este proposito (United
Nations, 2005.)

Este método de prueba es semejante a los protocolos de la Agencia para
la Proteccion Ambiental de los Estados Unidos de Norteamérica (USEPA,
2002), y la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico
(OECD, 2004).
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ENSAYO DE TOXICIDAD AGUDA
CON LARVAS Y JUVENILES DE
LOS PECES BRACHYDANIO RERIO
Y POECILIA RETICULATA

Felipe Fernando Martinez-Jeronimo
y Félix Espinosa Chdvez

CLASIFICACION DEL ENSAYO: AE
PRINCIPIO DE LA PRUEBA

La prueba se basa en la determinacion de efectos de intoxicacion aguda
(inmovilizaciéon o mortalidad), observados en un tiempo de exposicion
de 96 horas, en larvas de Brachydanio rerio (pez cebra) (figura 8.1) o
en juveniles de Poecilia reticulata (“gupy”) (figura 8.2), ambas especies
de peces dulceacuicolas. Durante este ensayo se expone al organismo
seleccionado a diferentes concentraciones de muestras problema que
pueden ser compuestos (puros o combinados) o productos formulados,
que deben ser solubilizados y estar biodisponibles en el agua de dilucion.
Este ensayo también es utilizado para determinar efectos téxicos agudos
ocasionados por efluentes con o sin tratamiento, asi como muestras de
aguas de sistemas acudticos diversos, que pueden recibir descargas de
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aguas contaminadas, asi como aguas subterraneas que reciban influencias
contaminantes (lixiviados).

Figura 8.1. Organismos adultos de Poecilia reticulata. A) macho y B) hembra

Figura 8.2. Organismo adulto de Brachidanio rerio

Para realizar este bioensayo se debe garantizar la calidad del material de
prueba, teniendo control sobre el linaje y la forma de produccién de los orga-
nismos de ensayo, siendo importante indicar el origen del lote utilizado.
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La relevancia del empleo de peces como organismos de prueba radica en
su ubicacién y funcién en los sistemas acudticos, ya que ademas de ocupar
diferentes posiciones tréficas en los ecosistemas, al tratarse de organismos
vertebrados, son normalmente considerados como buenos representantes de
organismos de mayor complejidad y por lo tanto los efectos téxicos observados
en ellos son mas faciles de comprender e interpretar, pues ademds muchas
especies de peces representan pesquerias de importancia comercial o son sujeto
de cultivo para la produccidn de alimentos o como especies ornamentales.

En el caso de B. rerio, la prueba se realiza con las larvas recién eclosionadas
del huevo con edad menor a 24 horas, que cuentan con reserva de vitelo. En el
caso de los juveniles de P, reticulata, los organismos de prueba son los juveniles
recién avivados de la hembra vivipara (edad menor a 24 horas).

El bioensayo consiste en exponer a los organismos de prueba a diferentes
concentraciones de los compuestos problema o diluciones porcentuales de
efluentes y muestras de agua problema. Se requiere la preparacién de al menos
cinco concentraciones o diluciones, mds una serie control. Estas soluciones
se preparan después de un ensayo exploratorio para la determinacion del in-
tervalo, siguiéndose preferentemente una serie geométrica base 2. Para cada
solucion se debe contar con al menos tres réplicas, cada una de las cuales
constara de 10 individuos de las caracteristicas antes descritas.

Se evalta la mortalidad cada 24 horas y hasta el término del bioensayo
(96 horas), haciendo anotaciones sobre el nimero de organismos afectados
(que se observan con movilidad o desplazamientos anormales). Los datos de
mortalidad acumulada al término de la prueba permiten construir la grafica
concentracion-efecto, que es la base para la determinacion de la Concentra-
cién Letal Media (CL, ).

La prueba es adecuada para la evaluacion de los efectos toxicos agudos
(letales) de efluentes con o sin tratamiento, muestras de agua de cuerpos de
agua receptores de descargas, compuestos puros y en mezclas de composicion
conocida o desconocida, principios activos y productos formulados comercia-
les. Es ademds adecuada para la clasificacion de la toxicidad de compuestos,
en el monitoreo de ecosistemas acudticos y en la evaluacion de la eficiencia
de los sistemas de tratamiento de las aguas residuales.

INFRAESTRUCTURA EN EL LABORATORIO

Los laboratorios que se dediquen a este tipo de evaluaciones toxicoldgicas de-
beran contar con camaras bioclimaticas o cuartos con fotoperiodo y tempera-
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tura controlados. Adicionalmente, tendrédn que disponer de la infraestructura
suficiente para realizar el cultivo controlado de alimento y para propiciar las
condiciones de mantenimiento y reproduccion que se detallan en el apartado
correspondiente de este ensayo.

MATERIAL

Los recipientes para el cultivo y mantenimiento de los reproductores deberan
ser preferentemente de vidrio de borosilicato, del volumen adecuado para ga-
rantizar no se rebase la carga maxima que puede tolerar el sistema en funcioén
de la cantidad de oxigeno disuelto (1 g/L de biomasa en peso fresco). Para
las pruebas de toxicidad aguda se emplearan preferentemente recipientes de
vidrio de borosilicato de volumen no menor a 250 mL (para B. rerio) o 500
mL (para P, reticulata), los cuales deberan ser sometidos a la rutina de lavado
adecuada para garantizar su uso libre de compuestos que pudieran modificar
la toxicidad de los productos o las muestras problema.

Para la preparacion de los bioensayos se empleara la cristaleria y materiales
adecuados y suficientes para garantizar procedimientos seguros y repetibles,
tales como pipetas automaticas calibradas de diferentes volimenes, matraces
aforados de la capacidad necesaria, pesamuestras desechables, espatulas de
acero inoxidable, etc.

EqQuiro

Los equipos requeridos son los basicos de cualquier laboratorio de analisis
bioldgicos y de manera general incluye el siguiente equipamiento: balanza
analitica, estereomicroscopio, potenciometro, oximetro, salinémetro o
conductivimetro, cimara bioclimatica (con control de temperatura, ilumi-
nacion y de fotoperiodo), espectrofotometro, compresor de aire y bombas
sumergibles.

REeACTIVOS

Se deberd contar con los reactivos necesarios para la preparacion del agua
de dilucién y de los medios de cultivo, tanto para los peces como para la
produccién de alimento para los reproductores. Los reactivos deberan ser
grado analitico y libres de trazas de metales pesados. Se sugieren las marcas
J. T. Baker®, Aldrich® o Sigma Chemical®.
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En todos los casos se recomienda la preparacion de soluciones concentradas
(“stock”), a partir de las cuales se pueden preparar de manera mas sencilla los
medios de cultivo y el agua de dilucién. Se debera tener un control sobre los
procedimientos para la preparacion de soluciones concentradas y medios de
cultivo, y poner especial atencion en la conservacion de los compuestos que
pudieran degradarse o contaminarse; en todos los casos se deberan aplicar las
condiciones de mantenimiento que eviten la modificacién de la concentracion
o alteracién quimica de las soluciones.

ORGANISMOS DE PRUEBAS

Los organismos que se utilicen como organismos de prueba para este
ensayo deben ser obtenidos a partir de cultivos controlados de laborato-
rio; también se pueden obtener mediante adquisicién con distribuidores
de material biologico que garanticen la identidad especifica y la calidad
del material bioldgico, aunque no es lo mas recomendado. Lo que no es
permitido y debera evitarse; por lo tanto, es la utilizacion de organismos
comprados en tiendas de mascotas, pues en este caso no se conoce la
procedencia, linaje, ni la historia quimica, que son factores que pueden
modificar significativamente la respuesta bioldgica durante su exposicién
a la muestra problema.

Los laboratorios que realicen este tipo de bioensayos deberan contar
con la cepa adecuada, como ya se mencion6 anteriormente, y lograr su es-
tabilizacion siguiendo las instrucciones especificas de mantenimiento que
se detallan como parte de este ensayo. Los lotes de reproductores deberan
ser monitoreados continuamente, poniendo especial énfasis en cualquier
indicio que denote alteracidn en el desarrollo normal de la especie, pues
esto es sintoma de un cultivo inadecuado en el que se manifiestan factores
ambientales y de manejo del sistema de produccién que pueden afectar la
calidad del material biologico y por lo tanto su respuesta durante la reali-
zacién del bioensayo.

Todos los cultivos deben ser iniciados con hembras y machos sanos, con
alimentacion controlada. Los organismos de prueba para los bioensayos debe-
ran proceder de lotes estabilizados y controlados, para los cuales se establecera
una vigencia maxima del lote para la produccion de crias (dependiendo de
la especie elegida).
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CULTIVO Y MANTENIMIENTO DE LOS ORGANISMOS DE PRUEBA

La obtencidén de los organismos de prueba depende del lote de reproductores.
En particular, B. rerio es una especie de relativo facil mantenimiento y propa-
gacion en condiciones de cautiverio, aunque se deben propiciar condiciones
especiales a los reproductores para que se pueda consumar exitosamente el
proceso reproductivo, debiendo considerar que este pez es oviparo, con fecun-
dacidén externa y que el tamano del huevo es relativamente pequefio. Para un
adecuado cultivo es indispensable contar con el abasto suficiente y oportuno de
alimento, que debe ser vivo y obtenido en condiciones controladas, al menos
para las primeras fases de desarrollo larvario (después de que se ha absorbido
el saco vitelino) y hasta que los organismos tienen la capacidad de ingerir
alimento balanceado en hojuelas. Para lo anterior, es deseable implementar
sendos cultivos de protozoarios (Paramecium sp.) y de Ceriodaphnia dubia;
ésta ultima podria sustituirse con nauplios de Artemia franciscana obtenidos
a partir de la eclosion de quistes.

Para el cultivo de reproductores se emplearan los recipientes que resulten
adecuados para el desarrollo de los adultos, preferentemente acuarios de
vidrio de 20 L de volumen total. La densidad de organismos por recipiente
nunca debera rebasar el maximo recomendado de 1 g/L de biomasa (peso
himedo). Como medio de cultivo se debera utilizar agua reconstituida
semidura, preparada segun se detalla mas adelante. La temperatura para
el cultivo debe ser entre 25 y 27 °C, y el fotoperiodo de 16:8 (horas luz:
horas obscuridad); la iluminacion serd la ambiental de laboratorio (1,000
luxes). Los reproductores se pueden alimentar exclusivamente con alimen-
to balanceado en hojuelas, pero se obtienen mejores resultados cuando se
complementa con alimento vivo producido en laboratorio (nunca debera
suministrarse alimento vivo comprado en tiendas de mascotas o en acuarios,
tales como “pulgas de agua” o el oligoqueto acuatico Tubifex). Los cultivos
de alimento vivo (protozoarios y C. dubia) deberan realizarse siguiendo
recomendaciones que pueden encontrarse en multiples manuales y en pu-
blicaciones cientificas, algunas de las cuales se incluyen en las referencias
bibliograficas para este ensayo.

Se debera contar con bitacoras de control que permitan realizar el segui-
miento del lote de reproductores, en las que se incluya la edad de los repro-
ductores, el régimen de alimentacion (frecuencia, cantidad), la mortalidad
(si ocurriera), asi como algunas caracteristicas basicas de la calidad del agua
(temperatura, pH, concentracién de oxigeno disuelto y concentracién de



ENSAYO DE TOXICIDAD AGUDA CON LARVAS Y JUVENILES DE PECES 121

amonio), a fin de identificar posibles causas de variaciéon o de error durante
las pruebas.

En el caso de P. reticulata, su condicidon de pez viviparo, que ademas
presenta un marcado dimorfismo sexual, facilita considerablemente el man-
tenimiento de los reproductores y la produccion de crias como organismos
de prueba. Con esta especie es factible tener buenos resultados alimentando
exclusivamente con alimento balanceado en hojuelas, aunque un complemen-
to periddico de alimento vivo (en este caso el cladécero Moina macrocopa),
contribuye a tener mejores resultados reproductivos. Los recipientes para
el cultivo y los procedimientos que se deberdn aplicar son semejantes a los
sugeridos para B. rerio, con excepcion de lo relativo a la alimentacién, como
ya fue indicado.

De manera sintética a continuacion se presentan las condiciones de mante-
nimiento y de cultivo de los reproductores para la produccion de organismos
de prueba (larvas) de B. rerio y P. reticulata (juveniles):

o Alimentos suministrados. Para los adultos, alimento balanceado en ho-
juelas, complementado, durante el proceso reproductivo, con claddceros
obtenidos mediante cultivo. Para la alimentacion de las larvas de B. rerio
se utilizaran protozoarios grandes, como Paramecium sp., suministrados
ad libitum a partir del dia 5 y hasta los 12 dias de edad; posteriormente
se suministran rotiferos o cladéceros pequenos (C. dubia). Desde las 6-8
semanas, los juveniles pueden consumir exclusivamente hojuelas de ali-
mento balanceado. Como fue indicado antes, para P. reticulata se ahorra
el mantenimiento de la fase larvaria, pues como es una especie vivipara, de
las hembras avivan las crias en la fase de juveniles, que son de talla mayor y
pueden consumir directamente alimento balanceado en hojuelas (molido
en pequenas fracciones).

o Procedimientos para la preparacion/obtencion del alimento. Aunque no se
pueden sugerir marcas, existen alimentos balanceados en hojuelas de marcas
reconocidas, con formulacion adecuada para peces tropicales. Los claddceros
(M. macrocopa o C. dubia) se deben obtener mediante cultivos controlados
de pequenia escala, empleando para su alimentaciéon microalgas clorofi-
ceas (también cultivadas) como Ankistrodesmus falcatus, Scenedesmus sp.,
Chlorella vulgaris o Pseukirchneriella subcapitata (anteriormente conocida
como Selenastrum capricornutum), en las concentraciones suficientes para
lograr una adecuada produccién de biomasa, considerando que es necesario
suministrar por recipiente de cultivo no menos del 4% del peso humedo dia-
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riamente. Las microalgas sugeridas también se obtendran mediante cultivo
en condiciones controladas de laboratorio, empleando medios de cultivos
sintéticos y completos.

« Obtencion de los reproductores. En el caso de B. rerio, la generaciéon de un
lote de reproductores se logra en aproximadamente 90 dias a partir de una
muestra de huevos fecundados, cuando el mantenimiento se realiza en un
sistema de cultivo cerrado, con recirculacion del agua y con sistema de fil-
tracion bioldgica para evitar la acumulacion de productos del metabolismo
nitrogenado, como el amonio, que es de elevada toxicidad para los peces.
Las condiciones de calidad del agua que se deben mantener son las que
se muestran en la tabla 8.1. La incubacién de los huevos se realiza en un
receptaculo rectangular construido con red, aproximadamente un litro de
volumen y 500 micras de luz de malla. Este sistema incubador se sumerge
directamente en el agua de un contenedor del sistema de recirculacién, y en
su interior se colocan talos de la macrofita Miriophyllum sp., como soporte
para los huevos en desarrollo. Debido a que esta macrofita se emplea tini-
camente como superficie para la distribucion de los huevos fecundados, se
puede colectar directamente en la naturaleza (en muchos cuerpos de agua
es abundante, principalmente en la zona litoral), o bien se puede adquirir
en acuarios comerciales; en cualquier caso se deberd desinfectar para eli-
minar posibles depredadores o la presencia de saprobiontes, que afecten
la viabilidad de los huevos o que alteren la calidad del agua. El método de
desinfeccién mas efectivo y menos agresivo consiste en sumergir los talos
en una soluciéon de KOH a pH 10, durante 30 minutos, después de lo cual
se deben lavar con abundante agua limpia. Dentro de la red, un difusor de
aire permite la correcta oxigenacién e impide que los huevos se aglutinen.
Bajo estas condiciones, la eclosién culmina aproximadamente a las 48-72
horas, si la temperatura es mantenida aproximadamente a 25 °C. Después
de esta etapa, los alevines sobreviven sin consumir alimento hasta diez
dias si la temperatura es de 20 °C. A partir de los 5 dias aproximadamente
se puede iniciar la alimentacién exdgena suministrando células de Para-
mecium sp. (racion a saciedad) durante una semana, ofreciendo entonces
a C. dubia (racion a saciedad) como dieta. La alimentacion del pez cebra
puede continuar hasta la etapa reproductiva con alimento balanceado en
hojuelas suministrando también ad libitum.

» Obtencion de las larvas. Una vez que se logra la diferenciacién y la madurez
sexual (las hembras son mas grandes, mas robustas y el abdomen es promi-
nente por el crecimiento de las génadas), se separan machos y hembras y se
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colocan por parejas (proporcion 1:1) en el interior de una red incubadora de
2.5mm de luz de malla, en una densidad de 5 parejas por litro; esta operacion
induce la expulsién de gametos masculinos y femeninos y permite la fecun-
dacién externa, los huevos fecundados pueden atravesar la red incubadora y
depositarse en el fondo del contenedor, de donde son recogidos por sifoneo.
Se debe resaltar que de no separar los huevos fecundados de los progenitores,
éstos los devorarian casi de inmediato. Cabe agregar que durante este proceso
se debe detener la recirculacion del agua, para evitar el arrastre y por lo tanto
la pérdida delos huevecillos, los cuales pueden ser colectados y reunidos para
ser incubados en un sistema como el descrito previamente.

En el caso de P, reticulata, se aplican en general las mismas condiciones antes
descritas, aunque se obvia todo el proceso de colecta de huevecillos, incubacion
y alevinaje. El marcado dimorfismo sexual ayuda a que sea muy sencillo colocar
en los contendores de reproduccion una proporcion 1:1 de machos y hembras.
Las hembras fecundadas, que son de mayor talla y cuyo abdomen empieza a
crecer marcadamente conforme transcurre la gestacion, son cuidadosamente
separadas y colocadas en redes incubadoras, que tienen una malla dela abertura
adecuada para permitir la salida de las crias, cuando son liberadas, reteniendo a
las hembras adultas para evitar la posible depredacién de los juveniles. También
en este caso se recomienda que tanto el mantenimiento como la fase reproductiva
sea llevada a cabo en un sistema de cultivo cerrado con recirculacion del agua,
manteniendo las condiciones descritas en la tabla 8.1.

Tabla 8.1. Condiciones generales de calidad de agua para el crecimiento y reproduccion de

Brachidanio rerio y Poecilia reticulata

Amonio* Nitrito* Nitrato*  pH  Temperatura Oxigeno* % saturacion Oxigeno
<0.002 n. d. 20 7.5- 8.0 25%1°C >5.0 >77

* valores promedio en mg/L.

Con las condiciones antes descritas, es posible garantizar la calidad del
material bioldgico y reducir significativamente la variabilidad en los resulta-
dos. De cualquier forma, con una periodicidad no menor a 3 meses, se deben
realizar ensayos con el compuesto téxico de referencia, cromo hexavalente (a
partir de dicromato de potasio).
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PROCEDIEMIENTO DE LA PRUEBA
PREPARACION DEL MATERIAL ANTES DE LA PRUEBA

Se deberan seguir los lineamientos minimos basicos para garantizar la calidad
de la respuesta de los organismos de prueba, evitando cualquier posible inte-
raccion o alteracion con probables residuos de compuestos toxicos remantes
o persistentes en el material (cristaleria) empleado para la realizacion de los
bioensayos.

DESARROLLO DE LA PRUEBA

Este bioensayo es de tipo estatico, sin renovacién de la solucion de prueba,
con una duracion total de 96 horas. Dependiendo del tipo de compuestos o
muestras de agua problema que se estén analizando, en algunos casos podria
ser necesario hacer recambio total de la solucion de prueba a las 48 horas
(principalmente cuando se trata de materiales volatiles, inestables, de facil
degradacion o efluentes con alta demanda bioquimica de oxigeno). De cual-
quier forma se deberan hacer registros de mortalidad o de efectos visibles a
las 1, 3, 6, 24, 48, 72 y 96 horas, anotando esta informacién en una bitacora
disefiada para este proposito. Como parte del seguimiento del bioensayo, se
deberdn evaluar la concentracion de oxigeno disuelto, el pH, la conductividad
y la salinidad del agua, al inicio y al término de la prueba definitiva; se sugiere
también registrar la concentracién de amonio al inicio y término del bioensayo.
Como agua de dilucién se empleara agua reconstituida de tipo semidura (80 a
100 mg/L como CaCO,) (USEPA, 2002), ya que las dos especies recomendadas
se desarrollan satisfactoriamente en este tipo de agua. La forma de preparar
esta agua de dilucion se muestra en la tabla 8.2.

Para la determinacion de la toxicidad de compuestos de baja hidrosolubi-
lidad, éstos se podran dispersar en el agua de dilucién mediante sonicacion,
o bien mediante el empleo de disolventes de baja toxicidad como dimetil sul-
foxido, etanol o acetona. Como ya fue mencionado, la evaluacion toxicoldgica
se realizara con las larvas o juveniles de la especie seleccionada, que seran
obtenidos siguiendo las instrucciones para la producciéon que se detallan en
el apartado correspondiente. En ningun caso se deberd suministrar alimento
a los organismos de prueba durante todo el bioensayo. El resumen de las
condiciones de prueba se muestra en la tabla 8.3.
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Tabla 8.2. Composicion del agua semidura reconstituida utilizada como medio de
mantenimiento para reproductores y de produccién de crias de Brachidanio rerio y Poecilia
reticulata, para el cultivo de claddceros (alimento vivo), asi como agua de dilucion para

bioensayos de toxicidad aguda

Reactivos grado analitico (mg/L) Caracteristicas finales

en agua destilada o deionizada

Dureza® Alcalinidad
80-100 60-70

Tipo de agua NaHCO, CaSO42H,0 MgSO, KCI pH*
Semidura 96 60 60 4 7478

@ Valor de equilibrio después de 24 horas de aireacion.

® Expresado como mg/L de CaCO.,.

Tabla 8.3. Condiciones recomendadas para las pruebas de toxicidad aguda

con larvas y juveniles de Brachydanio rerio y Poecilia reticulata

Tipo de prueba

Duracién
Intensidad luminosa
Fotoperiodo
Temperatura
Aireacién

Suministro de alimento

Volumen de los recipientes de prueba
Volumen de prueba

Edad de los organismos

Concentraciones o diluciones ensayadas
Replicas por concentracion

Organismos por réplica

Agua de dilucién

Efecto medido

Criterio de aceptacion de la prueba

Estética, sin renovacion de la solucion de
prueba o con renovacion total a las 48 horas
96 horas (prueba definitiva)

600-1,000 luxes (ambiental de laboratorio)
16 horas luz :8 horas obscuridad

25+1°C

No (a menos que la concentracién de oxigeno
disuelto sea menor de 2.5 mg/L)

No

250 mL

150 mL

Larvas (edad < 24 horas) para B. rerio, o
juveniles de P. reticulata recién avivados
(edad< 24

horas)

Minimo 5, mds testigo

Minimo 3

10

Reconstituida semidura (80-100 mg/L
como CaCO,)

Mortalidad o inmovilidad a 96 horas, con
observaciones a 24, 48 y 72 horas.
Inmovilidad o mortalidad en los testigos
menor o maximo del 10 % a 96 horas
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EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Con los valores de mortalidad o inmovilidad a 96 horas de debera construir la
tabla de mortalidades acumuladas a todos los tiempos en que se hayan hecho
determinaciones; con los datos de 96 horas se hard la estimacidn de la CL,,.
Existen diversos programas de computo que permiten hacer este calculo de
manera sencilla, incluyendo la determinacion del intervalo de confianza. El mé-
todo para obtener este valor puede ser cualquiera de los siguientes: Probit, Logit,
Binomial, Semilog y Angulos Méviles Promedio. En cualquier caso se requiere
proporcionar la referencia del método y del software empleado. Tratandose de
compuestos puros o en mezclas, principios activos y productos formulados, se
debera clasificar el grado de toxicidad segun el valor de la CL, y de acuerdo a
las tablas disponibles para este propdsito (United Nations, 2005).

Este método de prueba es semejante alos protocolos de la Agencia parala Pro-
teccidn Ambiental de los Estados Unidos de Norteamérica (USEPA, 2002) y dela
Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OECD, 1992).
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ENSAYO DE TOXICIDAD AGUDA
CON EL PEZ XIPHOPHORUS
MONTEZUMAE

Guillermina Alcaraz Zubeldia,
Maribel Badillo Aleman
y Cecilia Vanegas Pérez

CLASIFICACION DEL ENSAYO: AE
PRINCIPIO DE LA PRUEBA

Los lineamientos que se presentan se centran en la evaluacion de la toxicidad
aguda de compuestos toxicos en juveniles de peces poecilidos de Xiphopho-
rus montezumae. La especie se propone como organismo de prueba para la
evaluacion del efecto toxico agudo de contaminantes en cuerpos de agua
dulceacuicolas. En los ensayos agudos, la respuesta final a evaluar es la mor-
talidad de los organismos, al cabo de un tiempo determinado de exposicién a
compuestos toxicos. La sensibilidad de los organismos se determina a través
de la estimacion de la concentracion letal media durante el tiempo (x) de la
exposicion (CL, -x h).

El pez cola de espada de Moctezuma, X. montezumae, es una especie en-
démica de México que se distribuye en el noroeste de México en las cuencas
del rio Tamesi en Tamaulipas, al norte de Veracruz y en los afluentes del rio
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Panuco en San Luis Potosi. Sin embargo, su localidad tipo es en el manan-
tial Capuchinas y Rio Verde, cerca de Rascén en San Luis Potosi (Espinoza,
1993).

X. montezumae es un organismo bentopelagico de agua dulce, con forma
corporal alargada, comprimida y con un pedunculo caudal muy ancho. Las
hembras miden en promedio 6.5 cm de longitud y los machos 5 cm. Su colo-
racion es amarilla en todo el cuerpo, con escamas marginadas en negro en la
region dorsal. Son organismos con dimorfismo sexual externo; los machos
presentan una elongacion en la parte baja de la aleta caudal con forma de pin-
cho o espada y su aleta anal se transforma en gonopodio al llegar a la madurez
sexual (figura 9.1). El gonopodio empieza a distinguirse alrededor de los 4
meses de edad y se caracteriza por un ensanchamiento del tercer radio anal,
con una segmentaciéon mas evidente. De tal manera, los machos juveniles no
se distinguen de las hembras hasta que empiezan a desarrollar el gonopodio
y la espada (Espinoza, 1993).

Figura 9.1. Dimorfismo sexual en organismos adultos de Xiphophorus montezumae
A) hembra y B) macho

MATERIAL

Acuarios de vidrio para el mantenimiento de los organismos de 40 L (26 x 30
x50 cm) y 80 L (60 x 40 x 37 cm). Acuarios de vidrio de 20 L (41 x 26 x 20
cm) para los bioensayos. Cristaleria: vasos de precipitados, matraces Erlen-
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meyer, probetas, etc. Espatulas. Accesorios de acuario: mangueras, piedras de
aireacion, redes de mano, etc. Alimento en hojuelas (45% proteina); alimento
vivo (Artemia sp.).

EqQuiro

Pipetas automaticas de diferentes volumenes (5uL -50uL, 50uL-100uL,
100pL-1000uL), balanza analitica, oximetro, potenciometro, termometro, sa-
linémetro, sistema de filtraciéon mecanica, uv y bioldgica, sistema de aireacion
continua, sistema para el control del fotoperiodo, equipo parala determinacion
de amonio total y nitrito (por ejemplo espectrofotémetro, electrodos, etc).

REAcCTIVOS

Sal de acuario, tiosulfato de sodio y reactivos para las técnicas de determi-
nacién de amonio total y nitrito (por ejemplo azul de indofenol y sulfanila-
mida).

ORGANISMOS DE PRUEBA
ORIGEN DE LOS ORGANISMOS

Los organismos juveniles de X. montenzumae que se utilicen en las pruebas
de toxicidad deben ser capturados en alguna de las localidades tipo de San
Luis Potosi (Manantial Capuchinas y Rio Verde) o bien ser descendientes
directos de organismos silvestres reproducidos y criados en el laboratorio o
en algin acuario comercial.

Se recomienda la reproduccién de estos organismos en condiciones contro-
ladas debido a su facil cultivo y al gran nimero de descendientes que se pue-
den obtener. Para garantizar la calidad de los reproductores se deben utilizar
organismos adultos sanos. Durante su traslado al laboratorio, desde el sitio de
captura en el medio natural o desde un ambiente de cultivo, los organismos
deben ser manipulados lo menos posible para disminuir el estrés.

Para la reproduccion de X. montezumae se colocan parejas de un macho y
una hembra en un acuario de 40 L de capacidad durante una semana, a una
temperatura de 25°C. Posteriormente, se retira al macho dejando ala hembra
sola hasta el parto. Una vez que hayan nacido las crias, éstas se transfieren a
un acuario de crianza de 20 L de capacidad, no excediendo mas de 30 crias
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por acuario. Al cabo de un mes de nacidas, las crias deben ser trasladadas
a un acuario de 40 L hasta que alcancen la talla deseada. La aireacién del
acuario que contiene a las crias debe ser minima para que toda la energia
de los recién nacidos se traduzca en un excelente crecimiento. El acuario de
cria debe carecer de grava en el fondo, ya que la grava provoca que las crias
queden atrapadas en el fondo hasta que mueren.

En condiciones controladas de laboratorio, las hembras de X. montezumae
llegan a tener entre 30 y 100 crias por parto y hasta 3 partos con un solo apa-
reamiento. El tiempo de gestacion es de 30 dias aproximadamente. Inmedia-
tamente después del nacimiento las crias deben ser alimentadas. Estas pueden
alcanzar en un lapso de 2.5 a 3 meses la talla de 30 mm de longitud estdndar,
talla recomendada para realizar las pruebas de toxicidad.

Para los ensayos de toxicidad se recomienda utilizar descendientes de
diferentes padres, (siempre y cuando sean de la misma edad) para considerar
la variabilidad biolégica normal de la especie. De tal manera, las crias descen-
dientes de diferentes padres pueden ser agrupadas para su mantenimiento.

ACLIMATACION Y MANTENIMIENTO DE LOS ORGANISMOS

Las condiciones fisicas y quimicas del agua en que se mantienen los organismos
en el laboratorio dependen del origen y del estadio de los mismos. Los repro-
ductores capturados del medio natural o transferidos de un ambiente de cultivo
se mantienen durante los primeros cinco dias en las condiciones de captura o
cultivo. Posteriormente, la temperatura se ajusta a una tasa de 1 °C/dia, hasta
alcanzar las condiciones de evaluacion requeridas (siempre dentro de los inter-
valos adecuados parala especie). Una vez alcanzadas las condiciones requeridas,
los adultos de X. montezumae deben ser mantenidos en éstas al menos durante
siete dias antes de dar inicio a la etapa de reproduccion.

Durante el periodo de aclimatacién y mantenimiento de los organismos
los pardmetros fisicoquimicos deben mantenerse en condiciones adecuadas
para la especie y los diferentes estadios (reproductores, crias y juveniles)
(tabla 9.1).

El control de la concentraciéon de amonio, nitrito y nitrato en el agua se
mantiene a través de recambios parciales de agua. El volumen y frecuencia
del recambio de agua debe permitir mantener bajos los niveles de los com-
puestos nitrogenados para evitar su acumulacién y accién toxica sobre los
organismos (Lewis y Morris, 1986; Randall y Tsui, 2002). Durante la etapa
de mantenimiento y aclimatacion, el fotoperiodo se debe mantener 12 horas
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Tabla 9.1. Pardmetros fisicoquimicos para el mantenimiento adecuado de los diferentes

estadios de Xiphophorus montezumae en condiciones controladas

Temperatura 20a27°C

Dureza 60-80 mg/L CaCO,
Amonio <1.0 ppm

pH 7a8

Oxigeno Disuelto 6.0 mg/L

Salinidad 0.1

luz :12 horas oscuridad (de 3000 a 4000 luxes de luz). Diariamente se deben
registrar y controlar los parametros fisicoquimicos del agua.

El agua utilizada tanto para el mantenimiento de los organismos como
para los bioensayos de toxicidad debe ser previamente filtrada con filtro me-
canico, carbon activado y UV, garantizando asi las condiciones de calidad de
la misma. El agua no debe estar en contacto con bombas o tuberias metalicas
y debe prepararse agregando 14.5 g de sal de acuario (comercial) y 3.5 g de
tiosulfato de sodio por cada 20 L de agua, manteniéndola en oscuridad bajo
aireacidn intensa, al menos 48 horas antes de su uso.

Los peces se mantienen en tanques medianos o grandes (40 a 80 L de
capacidad) equipados con sistemas de filtro bioldgico o filtros de cascada,
considerando una densidad de 1 g de peso huimedo (PH) de organismo por
cada 2 L de agua. Debe cuidarse que el sistema de filtracion genere poca
corriente.

Para la alimentacion de los reproductores y juveniles se recomienda una
dieta combinada de alimento comercial en hojuelas y de tipo congelado o
vivo (Artemia sp). Para las crias, se recomienda el suministro ad libitum de
alimento vivo (nauplios de Artemia sp). El patron de alimentacion diario
consiste en el suministro de alimento vivo o congelado por las mafianas y de
hojuelas comerciales por las tardes (tabla 9.2); las hojuelas comerciales deben
tener un minimo de 45% de contenido proteico (tabla 9.3).

Durante el periodo de aclimatacién y mantenimiento, los organismos de-
ben ser revisados constantemente. Si se presenta mas del 10% de mortalidad
en el grupo, se observan indicadores de enfermedad o se detecta algtn tipo
de condicién funcional o conductual inadecuada, el lote debe ser descartado
para experimentacion.
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Tabla 9.2. Patron de alimentacidn para el mantenimiento de diferentes

estadios de Xiphophorus montezumae en condiciones de laboratorio

Estadio Alimento comercial en hojuelas, Suministro Suministro de
% proteina de alimento comercial alimento vivo
(Artemia sp)

Crias 45 No ad libitum
Juveniles 45 Ad libitum 10 % PHc*
Reproductores 45 10% PHc 10 % PHc*

*PHc: Peso humedo corporal

Tabla 9.3. Valor nutricional de las hojuelas comerciales suministrados como alimento a los

diferentes estadios de X. montezumae

Composiciéon Porcentaje %
Proteina cruda 46

Grasa cruda 8.0

Fibra cruda 2.0
Humedad 6.0
Fésforo 1.3
Vitamina C 3 mg/kg

COMPUESTOS TOXICOS DE PRUEBA

Para evaluar la toxicidad aguda de compuestos aislados, éstos deben tener un
elevado grado de pureza (grado reactivo). Si el compuesto téxico de prueba
(compuesto aislado; extracto) es soluble en agua, la solucién madre debe ser
preparada en agua deionizada. Si el compuesto téxico de prueba es estable en
solucion, debe prepararse una solucién madre tinica al inicio de las pruebas. Si
el compuesto toxico de prueba no es estable en solucién (por ejemplo sujeto a
oxidacion u otras transformaciones quimicas o bioldgicas) una nueva solucién
debe prepararse previo a su uso. Si el compuesto toxico de prueba no es soluble
en agua, una solucion acuosa madre debe ser obtenida por la solucién inicial
del compuesto en un disolvente acarreador (por ejemplo acetona, etanol, pro-
pilenglicol, etc.). En este caso, en las pruebas experimentales se debe considerar
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un grupo testigo del disolvente, evaluando el volumen méximo adicionado.
Si se evaltian mezclas complejas (por ejemplo efluentes, lodos, etc.), la mezcla
inicial serd considera como la “solucion madre” (100%) a partir de la cual se
efectuaran las diluciones experimentales correspondientes.

El volumen maximo de la solucién madre que se adiciona a los acuarios
experimentales debe ser el menor volumen posible que no modifique las
caracteristicas del medio experimental (por ejemplo volumen y pH), prefe-
rentemente no mayor del 0.5% respecto al volumen total. La concentracion
del compuesto problema debe ser determinada analiticamente en submuestras
del medio al menos al inicio y al término de los bioensayos. Sin embargo,
si se presumen transformaciones o cambios en las concentraciones de los
compuestos toxicos se deben evaluar las concentraciones reales durante el
transcurso de las pruebas. Si se efectiian recambios del medio, se deben evaluar
las concentraciones reales antes y después del recambio.

PROCEDIMIENTO DE PRUEBA
CAMARAS EXPERIMENTALES

Los bioensayos deben ser de tipo estatico o semi-estatico. El agua que se
utiliza en las pruebas debe ser previamente preparada como se sefiald con
anterioridad.

Los acuarios experimentales deben ser de vidrio, preferentemente de 20
L de capacidad. Los acuarios deben ser lavados previamente con detergente
libre de fosfatos y disolventes; posteriormente deben ser enjuagados con HCI
al 10% y en seguida con agua corriente y destilada antes de su uso (UNEP/
FAO/IAEA, 1986).

Para las pruebas, se recomienda, por cada gramo de tejido humedo de
animal (g PH), utilizar un minimo de 1 L de agua (1 g PH/L), y de manera
ideal una relacién de 2 L/ g PH.

PARAMETROS FISICOQUIMICOS

En el transcurso de las pruebas deben registrarse y mantenerse constantes el
pH, la temperatura, la dureza y el oxigeno disuelto (la aireacion debe ser de
burbujeo fino y constante durante el tiempo de exposicion). El fotoperiodo
se mantiene en 12 horas luz: 12 horas oscuridad (entre 3,000 y 4,000 luxes
de luz).
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ALIMENTACION

La alimentacion de los animales se debe suspender 24 horas antes iniciar las
pruebas y durante el desarrollo de las mismas (96 horas), con el fin de evitar
interferencia por los procesos digestivos. Para periodos de exposicién ma-
yores, se recomienda alimentar a los organismos; el suministro del alimento
debe ser de manera ideal una vez al dia (s6lo de hojuelas comerciales; 10%
PHc) retirando el alimento remanente después del periodo de alimentacion
(2 horas) y posteriormente retirando las heces producidas. En este caso, el
agua de los acuarios debe ser recambiada diariamente, preferentemente el 75%
del volumen total, y las soluciones y concentracion de los compuestos toxicos
deben ser ajustadas apropiadamente. En el caso del 100% de recambio se re-
comienda contar con series adicionales de acuarios, con las concentraciones
respectivas de los compuestos problema para transferir cuidadosamente a
los organismos.

ORGANISMOS DE PRUEBA

Los organismos experimentales expuestos a los diferentes niveles del(los)
compuesto(s) toxico(s) deben ser similares en talla (longitud estandar) y en
peso. Para ello, una submuestra representativa de los organismos provenien-
tes del mantenimiento (minimo 30 organismos) debe ser pesada y medida
para garantizar la evaluacion de peces de pesos homogéneos. Se recomienda
que los bioensayos se realicen con juveniles de X. montezumae de 0.8a1.1g
PH. Los organismos que mueran durante el transcurso de las pruebas o que
sobrevivan a la misma deben ser pesados y medidos al final de la prueba.
Durante el transcurso del procedimiento experimental, los organismos deben
manipularse lo menos posible para evitar la posible influencia del estrés sobre
la respuesta toxica.

DURACION DE LAS PRUEBAS Y RECAMBIO

El periodo de exposicion depende de los objetivos que se persigan. Las pruebas
de toxicidad aguda deben realizarse por un periodo de 96 horas. En caso de
que sea necesario prolongar las pruebas por periodos mayores a 96 horas, los
organismos deberdn ser alimentados durante este tiempo para evitar altera-
ciones nutricionales. Cuando se requiera alimentar a los animales, se deben
realizar recambios de agua después del retiro de las heces.
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Las soluciones del compuesto problema deben ser renovadas al menos
una vez cada 24 horas. En todos los casos en que se realicen recambios se
deben tomar muestras de las soluciones de exposicion antes y después de los
recambios para determinar analiticamente las concentraciones del compuesto
toxico problema.

PRUEBAS DE INTERVALO DE TOXICIDAD

Para estimar la toxicidad de un compuesto se deben efectuar pruebas del in-
tervalo de toxicidad. Cuando se carece de informacion relativa a la toxicidad
de la muestra problema se deben utilizar progresiones de las concentraciones
en escala logaritmica; cuando existe informacién disponible, por ejemplo en
otras especies de Xiphophorus, se pueden utilizar progresiones de las concen-
traciones en escala aritmética. En el caso de mezclas complejas (por ejemplo,
efluentes, lodos, etc.) se efecttian las diluciones correspondientes (por ejemplo,
10, 20, 40, 60 y 80%) a partir de la mezcla original (100%).

Se considera un minimo de seis concentraciones experimentales y un grupo
testigo sin adiciéon del compuesto problema; en el caso de que el compuesto
problema se haya disuelto en algtin disolvente, se debe considerar un testigo
del disolvente utilizado. Por cada concentracién se considera al menos una
réplica. En cada camara experimental y para cada concentracion se exponen
un minimo de 10 organismos. Los peces se eligen de los sistemas de mante-
nimiento y se colocan al azar en los acuarios experimentales de exposicion.
Previo ala adicion de los compuestos en estudio, los organismos se mantienen
un minimo de 24 horas en aclimatacion en los acuarios de exposicion, sin
proporcionar alimento. La adicion de la solucion de prueba debe efectuarse de
manera muy lenta, con una agitacioén suave para evitar una posible exposicion
de los organismos a la elevada concentracion de la solucion madre, garanti-
zando la completa mezcla del compuesto toxico en el medio y cuidando de
no estresar a los organismos expuestos.

La mortalidad se registra alo largo del tiempo de exposicién, con obser-
vaciones a las 0, 2, 4, 8, 12 y cada 12 horas posteriores hasta el término del
ensayo. Los organismos muertos durante el periodo de exposiciéon deben
ser removidos lo antes posible para evitar el deterioro de la calidad del agua.
Ademas de la mortalidad, se registran cambios en el comportamiento de
los peces (por ejemplo alteraciones del equilibrio, nado erratico, cambios
en la actividad locomotora y en la conducta alimentaria, etc.). La falta de
respuesta de los organismos cuando sean tocados suavemente con una varilla
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de vidrio se considera como criterio de mortalidad. Si en el transcurso de
las pruebas, la mortalidad de los grupos testigo excede el 10%, la prueba se
invalida; el uso de factores de correccion por la mortalidad de los testigos
no es valido.

PRUEBA DEFINITIVA

A partir de los resultados de la prueba de intervalo de toxicidad, se establecen
las concentraciones adecuadas para evaluar la toxicidad aguda del compuesto
toxico. Se sigue el mismo procedimiento sefialado previamente, si bien se re-
comienda en este caso evaluar un minimo de dos réplicas por concentracion
experimental. Aligual que en la prueba de intervalo de toxicidad, la mortalidad
se registra a lo largo del tiempo de exposicion, con observaciones a las 0, 2,
4, 8, 12 y cada 12 horas posteriores hasta el término del ensayo. En la tabla
9.4 se integran las condiciones de prueba recomendadas para los ensayos de
toxicidad con juveniles de X. montezumae.

Tabla 9.4. Condiciones recomendadas para las pruebas de toxicidad aguda
con juveniles de Xiphophorus montezumae

Tipo de ensayo Estatico o semi-estatico
Temperatura 25+1°C

Calidad de luz Blanca-fria

Fotoperiodo 12 horas luz :12 horas oscuridad
Volumen del acuario 20L

Volumen de la soluciéon de prueba 18L

Agua de dilucién Filtrada, reposada y fuertemente aireada
Edad de los organismos Juveniles de 0.1a 1.1 g PH
Numero de peces por réplica 10

Numero de réplicas 2

Duracién de la prueba 96 horas

Efectos medidos Respuesta final: mortalidad

Respuestas adicionales: alteracion en la
actividad y la conducta alimentaria.
Resultado final CL,yTL,,
Aceptabilidad de los resultados Sobrevivencia en el grupo testigo > 90%
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EXPRESION DE RESULTADOS

A partir de los resultados de mortalidad obtenidos de las pruebas de toxicidad
aguda se determina la concentracion letal media (CL,)) o el tiempo medio
de muerte (TL, ). Para el andlisis no se consideran los datos de los grupos
testigos, las concentraciones o tiempos en que la sobrevivencia sea 100% o
bien las concentraciones con 100% de mortalidad.

Parala determinacion dela CL, o TL,, se utilizan los programas especificos
de computo disefiados para este fin. Preferentemente se utilizan modelos tipo
Probit : X, Probit : log X o arcoseno: X, seleccionando el modelo de mejor
ajuste. La validez de los modelos se determina a través de la prueba de X2
En cada caso se obtienen los valores de CL_-t £ I.C. y TL_-x £ L.C. (L.C. =
intervalo de confianza; o = 0.05).

VALIDACION DE LAS PRUEBAS DEFINITIVAS

Los bioensayos se consideran validos siempre y cuando cumplan con las
siguientes especificaciones:

a) La mortalidad del grupo testigo no sea mayor del 10%.

b) La concentracidn real de los compuestos no exceda el 20% de la concen-
tracion nominal de los mismos.

c) La variabilidad entre las réplicas no exceda el 20%.

d) Los célculos (CL, -t £ I.C. y TL, -x £ I.C.) se deben realizar con las con-
centraciones del compuesto toxico determinadas analiticamente.

e) Elvalor calculado de la CL,, debe estar incluido dentro del intervalo de
concentraciones experimentales y el modelo Probit debe ser significativo
para asegurar la confiabilidad de los resultados.
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ENSAYO DE TOXICIDAD
CON EL NEMATODO
PANAGRELLUS REDIVIVUS

Yolanda Pica Granados

CLASIFICACION DEL ENSAYO: AE

PRINCIPIO DE LA PRUEBA

Panagrellus redivivus es una especie dioica y ovovivipara. El primer estadio
de desarrollo ocurre en el ttero de las hembras y es denominado como J1,
en el que se desarrolla la embriogénesis con una duracion aproximada de 20
horas. Cuando el estadio J1 muda da lugar a los juveniles o ]2, que emergen
del huevo y son expulsados por la vulva de la hembra como libres nadadores
(figura 10.1).

Los recién nacidos (J2) contintan su crecimiento pasando por otros dos
estadios juveniles, J3 y J4, hasta alcanzar el estado adulto a las 96 horas de su
nacimiento. Cada estadio se caracteriza por lalongitud del organismo (Burke
y Samoiloff, 1980; Samoiloff et. al. 1980; Samoiloft, 1980), ambito que esta
bien definido para P. redivivus (tabla 10.2). Sin embargo, bajo condiciones
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Figura 10.1. Microfotografia de Panagrellus redivivus

Panagrellus redivivus

Hembra

Macho

adversas del medio de vida, los organismos responden ya sea muriendo o
mostrando alteraciones en su periodo de desarrollo. Estas manifestaciones de
efecto se determinan por el monitoreo del crecimiento de una poblacion de
100 organismos en estadio J2 a lo largo de un periodo de 96 horas. A partir
de su seguimiento es posible determinar efectos letales, a través del nimero
de organismos muertos. Asimismo, se pueden observar efectos subletales
crénicos y de genotoxicidad, a través del nimero de organismos estancados
en etapas retardadas de desarrollo (]2, J3 y J4) o, en caso de alcanzar etapas
adultas, también se pueden evaluar efectos de mayor escala temporal por el
nimero de hembras gravidas y el numero de sus huevos.

El nematodo de la especie P. redivivus es un organismo de prueba apli-
cable al biomonitoreo de aguas y sedimentos. Se ha usado para la deteccion
de toxicidad de muestras ambientales complejas como son aguas residuales,
suelos, sedimentos y lodos contaminados, ya sea a través del andlisis de frac-
ciones quimicas obtenidas a partir del pretratamiento de muestras o de la
obtencion de elutriados o extractos (Samoiloff et al., 1983, Samoiloff, 1987;
Ongley et al., 1988).

MATERIAL
« Pipetas seroldgicas de vidrio graduadas de 1 y 10 mL

o Pipeta automatica de 100 pL, con puntas estériles
 Pipeta automatica de 100-1,000 pL, con puntas estériles



ENSAYO DE TOXICIDAD CON EL NEMATODO PANAGRELLUS REDIVIVUS 141

 Pipeta automdtica para tubo capilar de 25 pL (por ejemplo Drummond
serie 200 dialamatic)

o Pipetas Pasteur

o Puntas Geloader para pipeta Eppendorf

 Viales de vidrio de borosilicato de 2.5 mL de fondo plano

o Bases para viales de 2.5 mL, pueden emplearse microplacas de 16 pozos
sin tapa

o Recipientes para preparacion de diluciones, pueden emplearse tubos de
cultivo de 20 mL.

o Aro de soporte para mini tamiz y malla de nylon poliamida de 12 um

o Aro de soporte para mini tamiz de 2 a 2.36 mm de malla (8 mallas) para se-
paracion de material solido (sedimento o suelos) en la lectura de pruebas

o 6 cajas Petri de vidrio de 100 mm

o 6 cajas Petri de vidrio de 35 x 10 mm

o Pipetas volumétricas de vidrio clase A de 1 a 100 mL

o Matraces volumétricos de vidrio clase A de 10 a 1 000 mL

o 2 frascos de vidrio de 1 L de boca ancha

« 4 botellas de dilucién de 250 mL

« 1 matraz Erlenmeyer de 1 L esterilizable en autoclave

« Gasayalgodon

o Bulbos para pipetas

« Pincel de pelo natural con mango de madera (esterilizable en autoclave)

o Tubos de centrifuga de vidrio de 50 mL con tapa.

EqQuiro

o Microscopio estereoscopico con resolucion de 10X

o Reticula para lente ocular de 100 x 1 mm?

» Balanza analitica capaz de medir 0.001 g y calibrada

» Autoclave o similar

o Sistema de filtracion

o Mechero o campana de flujo laminar

» Base de agitacion o vortex (opcional)

o Controlador de temperatura ambiental o incubadora (20 £ 2 °C)
o Centrifuga con capacidad de 700 g
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REACTIVOS Y SOLUCIONES

Todos los reactivos utilizados deben tener calidad ACS o al menos de 99%
de pureza. Para su preparacion se emplea agua Tipo II destilada o deionizada
(APHA, 1998).

BUFFER Mg
Es una solucién buffer no nutritiva empleada durante la transferencia o inocu-
lacién de P, redivivus a medios de cultivo masivo o de aislamiento y produccion
de organismos J2. Provee s6lo condiciones estandar del ambiente de vida

adecuado para los nematodos. Su composicion se muestra en la tabla 10.1.

Tabla 10.1. Composicion de la solucién buffer M9 para el ensayo con Panagrellus redivivus

Compuesto Férmula Masa en gramos (g) o
volumen (mL) de
solucién stock

1  Fosfato de sodio dibésico Na,HPO4-7H,0 6.00
2 Fosfato de potasio monobasico KH,PO, 3.00
3 Cloruro de sodio NaCl 5.00
4 Agua destilada tipo II H,0 1000
5  Esterilizar en autoclave la mezcla anterior ~ MgSO, 1.00

y después agregar solucion de sulfato de
magnesio 1M (12.034 g/100mL)

Para preparar esta solucion se deben mezclar los compuestos mencionados
uno a uno en el orden sefialado, disolver y esterilizar en autoclave a 121 °C
durante 15 minutos. El buffer M9 es un liquido no nutritivo usado para lavar
los animales, limitando su crecimiento y dando un medio ambiente estandar.
En caso de que se observe precipitacion de las sales después de la esterilizacion
en autoclave, es preferible esterilizar por filtracion utilizando una membrana
de 0.22 pm.

SOLUCION DE COLESTEROL

P, redivivus requiere esteroles para lograr su maduracion. Esta solucion provee
la cantidad necesaria para todos los medios relacionados con su crecimiento.
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La solucion se prepara mezclando 1 g de colesterol en 10 mL de etanol. Se debe
calentar suavemente, mezclando hasta que el colesterol se disuelva.

MEDIO HARINA-AGUA PARA CULTIVO MASIVO

Este medio se emplea para mantener los cultivos en stock. Su elaboracion
consiste en mezclar 100 g de harina, preferentemente de trigo, de produccion
organica y poco refinada, en 100 mL de agua destilada. La mezcla se vacia en
un frasco de boca ancha, evitando ensuciar sus paredes y se cubre con un plato
de caja Petri. Esta mezcla se esteriliza en autoclave a 121 °C por 15 minutos.

MEDIO AGAR-AGUA

Este medio es util para mantener los cultivos stock, para la reproduccion de
hembras gravidas y la posterior obtencién de organismos en estadio J2. En
1000 mL de agua destilada se mezclan 17 g de agar bacterioldgico (Oxoid No.3
o Bioxon). Una vez disuelto el agar, se esteriliza la mezcla en autoclave por 15
minutos a 121°C. Después se agregan 0.5 mL de la solucién de colesterol al
agar caliente y se agita para evaporar el etanol. Se dejan entibiar y se vacian

Figura 10.2. Cultivo masivo de Panagrellus redivivus
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aproximadamente 20 mL en cajas Petri de 100 mm. Las placas pueden man-
tenerse en refrigeracion hasta su inoculacién con los nematodos.

SUSPENSION DE LEVADURA
Esta solucion se prepara disolviendo 50 mg de levadura en 100 mL de agua
destilada. Después de distribuyen 4 mL en una serie de viales o tubos de 7 mL
y se esterilizan en autoclave durante 15 minutos a 121°C. Esta suspension es
usada como una fuente de comida para cultivos en crecimiento.

MEDIO DE CRECIMIENTO MgY
Es un medio limitado en nutrientes que se emplea como medio de dilucion

durante la preparacion del sistema de prueba. Se elabora mezclando 99 mL
de buffer M9 y 1 mL de suspension de levadura. La solucion se esteriliza en

Figura 10.3. Medio agar-agua para la reproduccion de hembras gravidas

de Panagrellus redivivus y aislamiento posterior de organismos J2
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autoclave por 15 minutos a 121°C. Posteriormente y antes de que se enfrie, se
agregan 0.05 mL de la solucion de colesterol y se agita el agar para evaporar
el etanol de dicha solucién.

Todas las soluciones y medios escritos pueden conservarse en refrigeracion
a4 £ 2 °C hasta por dos meses.

ORGANISMOS DE PRUEBA
CULTIVO MASIVO DE ORGANISMOS

El cultivo de P, redivivus se mantiene en frascos con medio de harina-agua,
el cual se inocula con una pequeiia poblacion (varios cientos de individuos
en buffer M9) utilizando una pipeta Pasteur. Después de algunos dias los
enjambres de nematodos pueden ser observados en las paredes del frasco.
Grandes poblaciones pueden ser mantenidas por varios dias en este cultivo,
pero deberan ser preparados nuevos cultivos por lo menos una vez al mes.
Cuando se tienen programadas una serie de pruebas es conveniente prepa-
rar una semana antes el medio de cultivo en cajas Petri, las cuales se inoculan
con el nematodo de la forma mencionada. Estos organismos al reproducirse

Figura 10.4. Separacién de organismos J2 de Panagrellus redivivus

y colocacion en viales con muestras
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empezaran a hacerse visibles en la tapa de la caja Petri de donde pueden la-
varse con buffer M9 para obtener las hembras, sin arrastrar restos de harina
que interfieran en la prueba.

CULTIVOS DE ORGANISMOS PARA LOS ENSAYOS DE TOXICIDAD

La prueba se inicia con organismos en estado de desarrollo J2, por ello un dia
antes de cada prueba se separan las hembras y se inoculan en placas de cultivo
con medio agar-agua que contiene también colesterol, para tener un adecuado
suministro de animales J2 en un estado fisiolégico similar (figura 10.5).

Los nematodos de un cultivo stock en caja Petri son inundados con
buffer M9 y son pasados a través de un tamiz, en la malla de éste quedan
los organismos de mayor tamano, los cudles se recuperan mediante un
enjuague con buffer M9 sobre una placa fresca de agar a una profundidad
no mayor de 2 a 4 mm de buffer.

Dentro de estos adultos separados habrd muchas hembras gravidas. Estas
hembras produciran de 10 a 20 organismos J2 en un periodo de 12 horas. Al
dia siguiente, se tamizan nuevamente los organismos y se lavan con medio
MO, pero ahora los organismos que se utilizan son los que pasan por el tamiz.
Esta progenie definida en estado ]2 serd usada en el bioensayo. Se recomienda
lavar perfectamente a las hembras y a los J2 con buffer M9, a temperatura
ambiente para remover los residuos de harina que pudieran tener.

CONTROL DEL CULTIVO

El cumplimiento de las etapas de desarrollo de P. redivivus es una forma
practica de controlar el estado de salud de su cultivo. Para llevarlo a cabo se
recomienda dar seguimiento colocando 10 sistemas de prueba preparados con
500 pL de medio M9Y, el cual es una solucion amortiguadora adicionada con
1% de suspension de levadura de 5 mg/mL. En cada uno de ellos se colocaron
10 nematodos en estadio ]2, previamente aislados del cultivo masivo. Después
de 96 horas el 100% de los organismos J2, con tallas de 250 a 350 um, deberan
haber alcanzado su talla adulta de 750 a 2000 um.
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PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA
PREPARACION DE DILUCIONES DE MUESTRAS PROBLEMA

Paralos bioensayos con muestras problema liquidas (agua, extractos organicos
y elutriados) se preparan alicuotas de 10 mL diluidas en medio M9Y. Con este
fin pueden ser empleadas las siguientes condiciones:

Para muestras acuosas (concentracion méaxima de la muestra 10%) se
adiciona: 1.0 mL de muestra + 9.0 mL de medio M9Y.

Parar extracto organico en metanol (concentracién maximo del disolven-
te 3%) se adiciona: 0.3 mL de extracto organico de la muestra en 9.7 mL de
medio MIY.

Para extracto organico en dimetilsulféxido (contenido maximo del disol-
vente 1%) se adiciona: 0.1 mL de extracto organico de la muestra + 9.9 mL
de medio MIY.

DESARROLLO DE LA PRUEBA

Cada una de las diluciones preparadas se distribuye en volimenes de 0.5 mL
en 10 recipientes de prueba, lo cuales pueden ser, para el caso de muestras
liquidas, vasos pequenos de vidrio o materiales plasticos no toxicos, de fondo
plano, de aproximadamente 1 cm de diametro y capacidad de 2.5 mL, dispo-
nibles en el mercado local (figura 10.4).

Bajo el microscopio y con la ayuda de una micropipeta Drummond con
capilar y punta (Eppenor geloader tips) se toman 10 nemétodos J2 y se colocan
dentro de los recipientes sobre las soluciones de prueba. Es importante que
la gota en que se tomen a los diez nematodos sea lo mas pequefa posible a
fin de que la concentracion de la dilucion de la muestra problema se afecte
lo menos posible.

Cada serie de pruebas se debe acompanar del blanco de procedimiento del
método aplicado en el manejo de las muestras o de las soluciones involucradas
en el mismo (agua, metanol, dimetilsulféxido). Dicho blanco se debe diluir en
medio M9Y en la misma relacion (v/v) empleada en la preparacion de las mues-
tras problema (véase el procedimiento de aseguramiento y control de calidad
de los ensayos de toxicidad al final de este documento).

En paralelo, se debe preparar un control negativo con medio M9Y y un
control positivo con soluciones del compuesto téxico de referencia (Zn(II)
preparadas a partir de sulfato de zinc).
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Figura 10.5. Procedimiento de prueba para el ensayo con Panagrellus redivivus
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Para el control negativo se emplean 5 viales conteniendo s6lo 500 pL el medio
MO9Y, en los cuales se colocan 10 organismos en estadio ]2, en espera de que al
término de las 96 horas de exposicion alcancen su talla adulta (tabla 10.2).

El control positivo se prepara empleando soluciones de Zn (II) en medio
MO9Y, cuyas concentraciones sugeridas son 1.0, 2.5, 5.0, 7.5 y 10 mg/L. Para
ello, se distribuyen en 5 recipientes 500 uL de cada dilucién y 10 organismos
en estadio J2.

Los animales se dejan crecer en los recipientes bien tapados durante 96
horas con control de temperatura a 20 + 2 °C.

Después de 96 horas, los recipientes se abren y se registra el nimero de
sobrevivientes en cada vaso. Posteriormente, se tapan de nuevo y se colocan
en agua caliente a 60 °C por unos minutos, el calor mata a los nematodos
y provoca su estiramiento para una mejor apreciacion de su tamafio. La
revision y medicion de cada organismo puede efectuarse en este momento
u optar también por aplicar tincién, preferentemente con una gota de rosa
de bengala (0.5 g/L) o con otros colorantes como azul-algoddén-lactofenol o
azul de metileno.

Lalongitud debe determinarse de forma inmediata midiendo a través
de un microscopio con reglilla ocular. Se recomienda hacer la medicién
aun aumento de 1.6X. De esta manera se registra el nimero de animales
en cada estadio de acuerdo al rango sefalado en la tabla 10.2.

Tabla 10.2. Longitud corporal de Panagrellus redivivus en las distintas etapas de su desarrollo

Etapas Talla

J2 250 a 350 um
J3 350 a 550 um
J4 550 a 750 um
Adulto 750 a 2000 pm

EXPRESION DE RESULTADOS

Los efectos sobre la sobrevivencia, el crecimiento y la maduracién de la po-
blacién expuesta a muestras problema son expresados como porcentajes, en
relacion a los valores obtenidos para estos mismos parametros en la poblacion
del control.
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SOBREVIVENCIA

Es el porcentaje de sobrevivientes en la poblacion expuesta a una muestra que
se sospecha tdxica, en relacion a los sobrevivientes de la poblacién control.
Este parametro se estima a partir de la siguiente ecuacion:

ST
§S=100*——
SC

donde:
S = sobreviencia
ST = nuimero de sobrevivientes de la prueba
SC = numero de sobrevivientes del control

Para determinar si la diferencia de la sobrevivencia observada para la
muestra problema es significativamente distinta respecto a la del control se
calcula el valor de x* de la siguiente forma:

(ST -SC)?
sC

X

Si x* es mayor a 5 indica que la letalidad es significativa.
CRECIMIENTO

El segundo parametro empleado es la inhibicién del crecimiento, término
que se aplica cuando un numero significativo de animales en la prueba no
alcanza el estadio J4 o el estado adulto. Este parametro se obtiene a partir de
la ecuacion:

(J4T + AT) / ST
(J4C+ AC)/ SC

C=100*

donde:
C = crecimiento
JAT = ntimero de organismos J4 en la poblacion de prueba
AT = numero de organismos adultos en la poblacién prueba
ST = nuimero de sobrevivientes de la prueba
J4C ntimero de organismos J4 en la poblacién control
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AC = niimero de organismos adultos en la poblacién control
SC = numero de sobrevivientes del control

La significancia estadistica de las diferencias entre el crecimiento en el
control y el observado en la muestra problema también se calcula a través del
andlisis por x?, a partir de la siguiente formula:

((J4T + AT)- (J4C + AC))?
(J4C + AC)

C=100*

Con estos datos es posible establecer si se presento una inhibicién o esti-
mulacion del crecimiento.

MADURACION

La maduracion resulta de un desarrollo normal hasta el estadio de J4; sin
embargo, los nemétodos no logran la maduracién gonadica que les permite
convertirse en adultos y avanzar su reproduccion. La evolucién del estadio
J4 a adulto requiere de la accién de esteroides y de la actividad genética. La
inhibicién especifica de esta muda sugiere la accion de agentes genotoxicos.
Para el calculo de este parametro se emplea la siguiente ecuacion:

(AT) / (J4T+ AT)
(4C + J4C + AC)

C=100*

donde:
M = maduracién
AT = numero de organismos adultos en la poblacién prueba
J4T = nimero de organismos J4 en la poblacién de prueba
AC = numero de organismos adultos en la poblacién control
J4C ntimero de organismos J4 en la poblacién control

La significancia estadistica de las diferencias entre la maduracion en el
control y la muestra problema también se calcula a través del analisis por x?,
a partir de la siguiente férmula:
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(AT -ACY)
AC

x*=100*

Si x* es mayor a 5 indica un efecto significativo en la maduracion.
ESTADO GENERAL DE SALUD

Es un valor sumario que relaciona los diversos parametros medidos y pone
énfasis en la comparacion del crecimiento y de la maduracion. Para ello, se
da a los diferentes pardmetros un valor de peso ponderado, que para la so-
brevivencia es de 4, para el crecimiento de 2 y para la maduracion de 1. Para
su célculo se emplea la siguiente ecuacion:

4*S)+2*C)+M
7

E=100*

donde
E = estado general de salud
S= sobreviencia
C = crecimiento
M = maduracién

ACEPTABILIDAD DE LOS RESULTADOS

Los resultados de la prueba deben ser ignorados y la prueba repetida si alguno
de los siguientes puntos es observado:

« Simenos que el 90 % de la poblacién control alcanza el estado adulto
o Simas del 10 % de la poblacién control muere
« Sihay crecimiento microbiano excesivo en el sistema de prueba
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ENSAYO DE TOXICIDAD AGUDA
CON LARVAS Y JUVENILES DE
LOS PECES TILAPIA, CARPA

Y CcICLIDOS

Omar Zapata-Pérez y Juan Manuel Pedrero Rios

CLASIFICACION DEL ENSAYO: E

PRINCIPIO DE LA PRUEBA

Esta prueba se basa en exponer a los peces a compuestos téxicos por un periodo
de hasta 96 horas. Durante este tiempo es necesario registrar la mortalidad
de los peces a las 24, 48, 72 y 96 horas, para calcular la concentracion del
compuesto toxico que causa una mortalidad de 50 % de la poblacion expues-
ta. A esta concentracion capaz de matar a la mitad de los organismos, se le
denomina concentracion letal media (CL,)).

Parala realizacion de la prueba es util conocer la solubilidad del compuesto
a probar en el agua, asi como, evaluar el método analitico para determinar
la concentraciéon del compuesto téxico en el agua. La férmula estructural
quimica, la pureza del compuesto, la estabilidad en agua y luz (pK, P_ )y
la presion de vapor son datos adicionales que deben ser conocidos para un
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mejor entendimiento y desarrollo de la prueba. El método desarrollado en
esta seccion puede ser utilizado con diferentes especies de peces como: ti-
lapias (Oreochromis niloticus, Oreochromis mosambicus o tilapias hibridas),
carpas (Ciprinus carpio) y diferentes ciclidos como las mojarras (Cichlasoma
urophthalmus y Cichlasoma synspilum).

Las tilapias, las carpas y los ciclidos son organismos muy conocidos por su
gran capacidad de adaptacion y de diversificacién de ambientes en funcién de
la alimentacion. Por otro lado, son peces que habitan en diferentes regiones
tropicales del mundo, donde las condiciones de temperatura son favorables
para su reproduccion y crecimiento.

Aun cuando estas especies presentan una gran resistencia fisica a diferentes
condiciones ambientales, son buenos organismos para trabajos toxicoldgicos
y adicionalmente, cuentan con diferentes caracteristicas que son ideales para
evaluar los efectos de los compuestos toxicos. Entre estas caracteristicas po-
demos mencionar las siguientes:

« Tasa de crecimiento acelerado. Permite evaluar los efectos causados por
los contaminantes a corto, mediano y largo plazo.

 Periodos reproductivos continuos y alta tasa de fecundidad. Caracteristicas
ideales para poder evaluar los efectos generacionales, lo que es ideal en
estudios de carcinogénesis y teratogénesis.

o Adaptacion al cautiverio. Aspecto que nos permite realizar diferentes prue-
bas toxicoldgicas sin estresar a los organismos y, por lo tanto, disminuir
la variabilidad de los resultados. Adicionalmente, nos ayuda a no perder
ejemplares durante el periodo de experimentacion, evitando asi retrasos
y pérdidas econdmicas.

« Alto valor proteinico. Estos organismos tienen una amplia aceptacion en
el consumo humano y, adicionalmente, estan descritas como especies con
un alto valor proteinico y una excelente calidad en la carne.

 Distribucién en aguas semicalidas y calidas. Esto permite encontrar a
estas especies en diferentes estados del pais y asi poder desarrollar los
ensayos toxicoldgicos en diferentes regiones, cuyos resultados pueden ser
extrapolados y comparados.

o Facil cultivo. Esta caracteristica ha permitido seleccionar a estos organis-
mos en las granjas acuicolas por su facil cultivo, el cual esta asociado a la
resistencia a vivir tanto en aguas dulces como salobres, e incluso pueden
acostumbrarse a las aguas poco oxigenadas. Pueden ser cultivadas en es-
tanques o en jaulas y soportan altas densidades poblacionales.
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Este ensayo es ttil para evaluar la toxicidad aguda de cualquier compuesto
organico e inorganico; también puede ser utilizado para evaluar descargas de
aguas, conteniendo diferentes contaminantes.

Los resultados de esta prueba, pueden ser empleados para predecir la toxi-
cidad potencial de los diferentes compuestos que se encuentran en el ambiente.
Estas pruebas tienen una gran relevancia en los programas de monitoreo
ambiental, donde estos experimentos son empleados por diferentes agencias
de vigilancia ambiental, para determinar las fuentes, los efectos y la toxicidad
de los compuestos provenientes en las descargas industriales y urbanas.

DEFINICIONES

Concentracion letal media (CL,): es la concentracién de una sustancia que
causa el 50 % de la mortalidad a un grupo de organismos durante un periodo
de experimentacion.

Muerte: un pez es considerado muerto si no se observa algiin movimien-
to en sus opérculos, branquias y si no responde cuando la aleta caudal es
tocada.

Prueba estdtica: es la prueba efectuada para evaluar la CL, en donde la
solucién en donde se encuentran los peces (agua) no es cambiada durante el
experimento.

Sustancia estandar: sustancia que es utilizada para comprobar y confirmar
las condiciones de la prueba (verificar si hay reproducibilidad).

INFRAESTRUCTURA EN EL LABORATORIO

La infraestructura de laboratorio recomendada e indispensable para llevar
acabo estas pruebas de toxicidad es la siguiente: cuarto himedo, zona de es-
tanqueria, area estéril y campana de extraccion para trabajar con seguridad
los compuestos toxicos.

MATERIAL

Los materiales utilizados para realizar esta prueba de toxicidad estatica son
muy sencillos y faciles de conseguir. Algunos ejemplos del material emplea-
do son: cristaleria, guantes, bata y anteojos, instrumentos menores, como
pipetas automaticas, espatulas, frascos, viales, papel aluminio, mangueras y
piedras aireadoras, hielera, hielo, bolsas de desechos, etc., depdsito para los
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desechos toxicos, depdsito para el material biologico empleado, redes para
peces, alimento balanceado de acuerdo a la talla del pez y caretas, guantes y
demas equipo de seguridad.

EqQuiro

Atn cuando esta prueba se considera de bajo costo, existen algunos equipos
que son necesarios para garantizar la reproducibilidad y el éxito de los ex-
perimentos. Dentro de los equipos indispensables podemos mencionar a los
siguientes: oximetro, potenciometro, termémetro de precision, bano ultrasé-
nico, refrigerador, balanza analitica, microjeringas y micropipetas, acuarios o
tanques, hechos con materiales inertes o de vidrio para evitar la adsorcion de
los contaminantes, bombas de aireacion y balanza granataria.

REeACTIVOS

Los compuestos y reactivos que se deben emplear son de alta calidad y de
preferencia con una pureza del 100%. Esto para evitar que los compuestos
problema contengan alguna impureza que pueda interferir con los resultados.
Existen diferentes proveedores de reactivos que tienen en sus catdlogos reac-
tivos de alta calidad o totalmente puros. Este es el caso de compaiifas como:
Sigma, Aldrich, Merck, J.T. Baker, etc.

PREPARACION DE SOLUCIONES

Para la preparacion de las soluciones de trabajo y las stock es indispensable
disolver las sustancias de prueba en agua deionizada. En el caso de los com-
puestos que tienen una baja solubilidad en el agua, éstos deben ser disueltos
de preferencia por medio de un ultrasonido o por otros medios fisicos. El pH
de las soluciones stock debe ser ajustado antes de iniciar la prueba.

El ensayo se debe realizar sin ajustar el pH en el agua de los tanques, en
el caso de encontrarse con algin cambio en el pH, el experimento debe ser
repetido nuevamente. Por otro lado, también es de suma importancia con-
siderar la cantidad de compuesto problema a evaluar, ya que se debe tener
mucha atencion para que este compuesto no reaccione quimicamente con el
aguay se precipite.



ENSAYO DE TOXICIDAD AGUDA CON LARVAS Y JUVENILES DE PECES 159

CONSERVACION DE LAS SOLUCIONES

Es recomendable preparar las soluciones antes de iniciar los experimentos.
De preferencia, deben ser almacenadas y refrigeradas en frascos o tubos es-
peciales de color ambar para almacenar estdndares quimicos para evitar asi
la evaporacién y degradacion de los compuestos.

TIEMPO MAXIMO DE CONSERVACION

El tiempo maximo de conservacion de una solucion de trabajo depende del
tipo de compuesto problema que se esté evaluando, asi como del medio en
el que se encuentre. Sin embargo, como ya se menciond anteriormente, es
recomendable prepararlo al momento de iniciar la prueba.

ORGANISMOS DE PRUEBA
ORIGEN DEL MATERIAL BIOLéGICO

Los organismos que se utilizan para estas pruebas toxicoldgicas pueden ser
obtenidos de granjas acuicolas privadas o gubernamentales, de centros edu-
cativos, centros de investigacion y, dependiendo del objetivo del proyecto,
podran ser colectados en el campo, siempre y cuando en esa zona no exista
algin contaminante o el compuesto problema que se pretende evaluar.

Para este caso, es muy recomendable colectar los organismos de sitios
libres de contaminacion, como es el caso de lugares que son refugios prote-
gidos o en sitios donde haya poca actividad antropogénica. Por otro lado,
para realizar estas pruebas toxicologicas es muy recomendable obtener y
utilizar crias de peces de una misma camada, para disminuir la variabilidad
de las respuestas bioldgicas de los organismos expuestos a los compuestos
problema.

CARACTERISTICAS DE LOS ORGANISMOS PARA INICIAR EL
CULTIVO O LA PRUEBA

Para iniciar las pruebas de toxicidad, los organismos deben ser selecciona-
dos de acuerdo a su talla (3 a 5 cm de longitud total) y, en algunos casos,
dependiendo de los objetivos del ensayo, deben seleccionarse s6lo macho
o hembras.
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Por otro lado, se debe asegurar que los organismos utilizados para la ex-
perimentacion estén libres de enfermedades y pardsitos y que, bajo ninguna
circunstancia, sean empleados para un segundo experimento.

CULTIVO Y MANTENIMIENTO DE LOS ORGANISMOS

Una vez que las hembras han desovado a sus crias, éstas deben separarse lo
antes posible con la ayuda de una malla, para evitar que sean consumidas por
los peces mas grandes. Los alevines se pueden colocar en estanques de 100
a 500 L con agua sin cloro y de preferencia es recomendable alimentarlos a
libre demanda con alimento fino balanceado segun su talla.

Cuando los alevines han adquirido un tamano de aproximadamente 2 cm,
éstos se pueden transportar a otros estanques con temperatura y luz controlada
y con un sistema de circulacién de agua y aireacién continua. De la misma
manera, es indispensable que los organismos se alimenten tres veces al dia.

Las condiciones dptimas de luz y temperatura para la experimentacioén con
tilapias, carpasy ciclidos son de 12 a 14 horas de luz, con una temperatura cons-
tante entre 21 y 25 °C. El oxigeno disuelto en el agua, es uno de los principales
parametros que debe ser monitoreado para garantizar el buen desarrollo del
experimento. Para garantizar un buen resultado con este tipo de pruebas toxi-
colégicas, la concentracion de oxigeno disuelto debe oscilar entre 5y 6 mg/L.

Ademas, la concentracion de nutrientes, el pH, la dureza y la alcalinidad son
parametros que también deben ser vigilados antes de iniciar el experimento. Los
valores ideales para la aclimatacion de los peces, se muestran en la tabla 11.1.

Cabe destacar que la dureza y la alcalinidad, indicadas en tabla 11.1, son
altas debido a las condiciones hidroldgicas que prevalecen en la Peninsula de
Yucatdn. Por tal razon, estos parametros tendran que ajustarse dependiendo
de la region donde se realice el experimento. Dado que estos pardmetros
también pueden variar constantemente, dependiendo de la calidad del agua
de cada lugar, es indispensable realizar un estudio previo al experimento para
conocer las condiciones generales de la calidad del agua.

Tabla 11.1. Condiciones recomendadas para la aclimatacion de tilapias,

carpas y ciclidos de la Peninsula de Yucatdn

Amonio Nitrito  Nitrato  Fosfato  Silicato =~ pH  Alcalinidad Dureza
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)  (mg/L) (mg CaCO,/L) (mg CaCO,/L)

0.097 0.008 2.523 1.113 16.321 8.03 339 442
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LiMPIEZA

Todos los dias, por la manana, se deben sifonear los acuarios con una manguera
delgada para eliminar los residuos orgénicos provenientes de los desechos del
metabolismo de los peces. El agua que se recupere debe ser filtrada con una
malla, para retener el material de desecho, y el agua filtrada se debe colocar
en un envase de vidrio previamente lavado. Posteriormente, el agua del envase
debe regresarse al acuario de donde fue extraida, ese procedimiento evita
hacer recambios de agua durante el experimento.

PROCEDIMIENTO DE PRUEBA
PREPARACION DEL MATERIAL ANTES DE LA PRUEBA

Antes de iniciar el experimento, se debe lavar perfectamente toda la cristaleria
y materiales con agua destilada y deionizada. En el caso de los acuarios, éstos
deben ser lavados solamente con agua potable y posteriormente se llenan con
agua, se tapan y se les adiciona un flujo continuo de aire. Por ningin motivo los
estanques deben ser lavados con disolventes, detergentes u otros compuestos
abrasivos que puedan interferir con los resultados del ensayo.

Es importante considerar que los acuarios que son empleados para el grupo
control deben tener, sin excepcion alguna, el mismo manejo que los acuarios
que son utilizados para los tratamientos.

CALIBRACION DE EQUIPOS

El buen mantenimiento y una buena calibracién de los equipos (balanzas,
oximetros, potenciometros y sistemas de aireacion) garantizan la obtencion
de buenos resultados. Por tal razén, es recomendable mantener siempre
calibrados los equipos y verificar su funcionamiento antes de iniciar el
ensayo.

ACLIMATACION DE LOS ORGANISMOS
El periodo de aclimatacion debe ser de al menos 12 dias antes de iniciar la

prueba toxicologica. Los peces deben estar sanos, libres de parasitos y, como
se menciono, no deben haber sido utilizados antes.
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Es indispensable que los peces que se encuentran en el proceso de aclima-
taciéon se mantengan en las mismas condiciones ambientales (temperatura,
calidad de agua, flujo de aire, etc.) durante el periodo de experimentacién.

Los peces deben ser alimentados al menos una vez por dia; sin embargo, la
alimentacion se debe suspender 24 horas antes del inicio del experimento. Durante
el experimento no debe suministrarse a los peces ningun tipo de alimento.

Por otro lado, es importante registrar el nimero de peces que mueren
durante el proceso de aclimatacion. En caso de que la mortalidad de los peces
exceda el 10 % del total de los organismos, es necesario volver a iniciar este
proceso, pues es muy probable que durante la fase de experimentacion también
se presente una tasa de mortalidad alta, no asociada a los tratamientos.

DESARROLLO DE LA PRUEBA

Tanto en los controles como en los tratamientos se utilizan acuarios de vidrio
de 60 x 40 x 40 cm con un volumen total de agua de 70 a 80 L. En cada acuario
se colocan 12 crias de peces de entre 3 y 5 cm de longitud total.

Las condiciones de temperatura, régimen de iluminacion y calidad del
agua son las mismas descritas para la aclimatacion, excepto los niveles de
oxigeno disuelto en el agua, los cuales deben mantenerse por encima del 60
% de la saturacion.

Para la prueba se deben utilizar al menos cinco concentraciones geomé-
tricas, un control positivo y otro negativo, y en algunos casos, también es
necesario contar con un control que lleve el mismo vehiculo en el cual fue
preparado el compuesto problema anadido a los tratamientos. Todo lo anterior
se prepara por triplicado.

Los peces no deben ser alimentados durante el proceso de experimentacion.
Asimismo, es necesario evitar el estrés en los organismos, ya que en la literatura
se describe que el estrés puede interferir y cambiar el comportamiento de los
peces, influyendo de esta manera en los resultados de los ensayos.

La prueba tiene una duracién de hasta 96 horas, y es deseable que al iniciar
el experimento los investigadores verifiquen el estado de salud de los peces
cada tres horas, anotando los cambios fisioldgicos y de comportamiento que
sean visibles, como: falta de movimiento, consumo de oxigeno, pigmentacion,
pérdida de equilibrio, etc.

Todas las mafanas se deben sifonear los acuarios, ayudandose con una
manguera delgada para eliminar los residuos organicos, de la misma manera
descrita en la aclimatacion.
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CRITERIO PARA EVALUAR LA RESPUESTA

Los peces deben ser observados durante todo el tiempo de experimentacion.
El criterio utilizado para considerar a un pez muerto es cuando se observa la
carencia de movimiento, especialmente si no existe movimiento en el opér-
culo branquial. También puede ser detectado si al tocarle la aleta caudal, no
existe respuesta alguna.

Los peces considerados como muertos, se deben retirar inmediatamente
del acuario y se deben depositar en una bolsa especial de material de desecho
bioldgico y toxico, Por ninguna razén se debe dejar o desechar estas bolsas
en un deposito de basura tradicional doméstica.

EXPRESION DE RESULTADOS

Los registros de la mortalidad para cada periodo de exposicion son expresados
en porcentaje y pueden ser graficados contra la concentracion de la sustancia,
en una hoja de papel con escala logaritmica. También se pueden utilizar los
procedimientos estadisticos para calcular las CL, de cada periodo de expo-
sicién. Los limites de confianza (p = 0.95) para los valores de las CL, son
determinados usando diferentes programas estadisticos como Statistica.

REPORTE DE LA PRUEBA
El reporte de la prueba toxicoldgica debe incluir la siguiente informacion:

Compuesto toxico evaluado

Propiedades fisicas

Propiedades quimicas

Propiedades naturales

Datos de identificacion.

Especie de pez utilizado

Nombre cientifico

Tamafio

Sexo

Condiciones del experimento

Procedimiento utilizado (por ejemplo estético, semiestatico o con flujo)
Caracteristicas de la calidad del agua
Concentraciones de oxigeno, temperatura y pH
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Métodos de preparacion de las soluciones

Concentracion empleada

Numero de peces tratados en cada acuario

Expresion de los resultados

Resultados con valores de las maximas concentraciones que no causaron
mortalidad.

Resultados con las minimas concentraciones que causaron 100 % de mor-
talidad.

Mortalidad acumulativa.

Valores de las CL50.

Graficas con las curvas de concentracion-mortalidad.

Procedimientos estadisticos para obtener los valores de las CL50.
Mortalidad en los controles

Incidentes u observaciones durante el experimento

Anormalidades o afectaciéon en los peces por la exposicion a las sustancias
evaluadas

VALIDACION DEL METODO

Para que el experimento sea validado, la mortalidad de los peces control no
debe exceder el 10%, en caso de que este porcentaje de mortalidad sea mayor,
se debe suspender el experimento.

También, se deben tener evidencias de que la concentracion de la sustancia
que se esta evaluando se ha mantenido al menos en un 80 % de la concen-
tracion nominal durante el desarrollo de la experimentacion. En caso de que
la concentraciéon nominal sea menor de un 80 %, los resultados deberan ser
ajustados a las concentraciones medidas en el experimento.

Tabla 11.2. Condiciones recomendadas para las pruebas de toxicidad aguda con crias

y juveniles de tilapia, carpa y ciclidos

Tipo de ensayo Estatico

Aclimatacién 12 dias antes de iniciar el experimento
Recambios de agua Ninguno

Temperatura 23+2°C

Fotoperiodo 12 a 14 horas luz : 10 a 12 horas oscuridad
Volumen de los acuarios 70a80L

Ntimero de peces por acuario 12

Tamario de los peces 3a5cm

(Contintia)
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Tabla 11.2. Condiciones recomendadas para las pruebas de toxicidad aguda con crias

y juveniles de tilapia, carpa y ciclidos (continiia)

Numero de réplicas 3

Duracioén de la prueba 96 horas

Efecto medido CL,;, mortalidad (%) o sobrevivencia (%)
Validacion del método Control positivo y negativo de acuerdo a los

valores admitidos en las cartas control
Mortalidad de peces control (menor al 10%)
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CON CAMARONES PENEIDOS
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CLASIFICACION DEL ENSAYO: AE
PRINCIPIO DE LA PRUEBA

Este ensayo se centra en la evaluacion de la toxicidad aguda de compuestos en
agua en postlarvas (PL) (figura 12.1A) y juveniles de los camarones peneidos,
haciendo énfasis en los camarones blancos Litopenaeus setiferus'y Litopenaeus
vannamei (figura 12.1 B y C). Estos estadios se proponen como organismos
de prueba para evaluar el efecto téxico de contaminantes en ambientes lagu-
nares-estuarinos.

Los camarones L. setiferus y L. vannamei se distribuyen en el Golfo de
México y en el Pacifico mexicano, respectivamente. Pérez-Farfante y Kensley
(1997) reclasificaron estas especies dentro del género Litopenaeus por presen-
tar telicum abierto en el caso de las hembras, y petasma con una costa ventral
corta en el caso de los machos. Ambas especies presentan una reconocida
importancia comercial, a la vez que desempefian un papel ecolégico relevante
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en el ecosistema marino y en los ambientes lagunares-estuarinos. L. vannamei
ha sido ampliamente cultivado a nivel mundial, mientras que estudios recien-
tes demuestran el elevado potencial de L. setiferus como especie cultivable en
México. La reproduccion de ambas especies bajo condiciones de laboratorio ha
sido exitosa en el pais, lo cual garantiza el suministro constante de especimenes.
Numerosa literatura ha sido reportada para L. vannamei en contraste con la ge-
nerada para L. setiferus; no obstante, estudios recientes han abordado la fisiologia,
nutricion, reproduccion y ecologia de esta tiltima especie (Gaxiola, 1994; Rosas
et al., 1995a'y 1995b; Brito, et al., 2000; Brito, 2001; Gallardo, 2005). Evidencia
directa demuestra que las postlarvas y juveniles de las especies son sensibles al
efecto toxico de compuestos nitrogenados (Alcaraz et al., 1997, 1999a y 1999b;
Robles, 1997; Frias-Espericueta et al, 2000), a los metales pesados (Zuiiga,
2002; Vanegas, 1996; Frias-Espericueta et al., 2001), a plaguicidas y bifenilos
policlorinados (Galindo et al., 1996; Reyes et al., 2002 y 2003; Comoglio et al.,
2005; Roque et al., 2005; Betancourt et al., 2006; Garcia de la Parra et al., 2006)
y a fluidos de perforacion del petréleo (Nuiez, 2002).

Figura 12.1. Morfologia de Litopenaeus setiferus y Litopenaeus vannamei. A) Primera

postlarva de camarones peneidos (esquema reproducido de Dobkin, 1970), B) camarones

adultos de Litopenaeus setiferus y C) camarones adultos de Litopenaus vannamei (esquemas
reproducidos de Dore y Frimodt, 1987 y Williams, 1984)

En los ensayos agudos, la respuesta final a evaluar es la mortalidad de los
organismos, al cabo de un tiempo determinado de exposicion a compuestos
toxicos. La importancia de estos bioensayos obedece a que permiten evaluar
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la sensibilidad de los organismos a la muestra o compuesto problema en estu-
dio en un tiempo relativamente corto, en relacién con la duracion del estadio
de vida de los organismos. La sensibilidad de los organismos se determina a
través de la estimacion de la concentracion letal media durante el tiempo (x)
de la exposicién (CL, -xh).

MATERIAL

Acuarios de vidrio de 4,40y 60 L. Cristaleria: vasos de precipitados, matraces
Erlenmeyer, probetas, etc. Espatulas. Accesorios de acuario: mangueras, pie-
dras aireacion, redes, etc. Alimento para los organismos: Alimento formulado
particulado con porcentaje de proteina del 40%.

EqQuiro

Balanza analitica; pipetas de diferentes volumenes (por ejemplo pipetas
automaticas de 5 pL-50 pL, 50 uL-100 pL, 100 pL-1000 pL); oximetro; po-
tencidometro; termometros; refractometro-salindmetro; sistema de filtracidon
mecanica, UV y bioldgica; sistema de aireacién continua; sistema para el
control del fotoperiodo; sistema de acuarios para el mantenimiento de los
organismos, y equipo para la determinacién de amonio total y nitrito (por
ejemplo espectrofotometro, electrodos, etc.)

ReEAcCTIVOS

Compuesto toxico de referencia: dodecil sulfato de sodio, cloruro de cadmio
o sulfato de cobre. Sal para preparaciéon de agua de mar artificial. Reactivos
paralas técnicas de determinacion de amonio total y nitrito (por ejemplo azul
de indofenol y sulfanilamida)

ORGANISMOS DE PRUEBA

ORIGEN DE LOS ORGANISMOS
Los organismos para las pruebas, en etapa de larva o postlarva, deben de
provenir de laboratorios de produccion de postlarvas de reconocida cali-

dad. Para garantizar la calidad de los organismos debe conocerse el manejo
previo de los reproductores, el mantenimiento previo de los organismos a
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ser utilizados en los bioensayos (patrén y dinamica de alimentacion, pa-
rametros fisicoquimicos, densidad, pruebas de calidad, etc.), asi como las
condiciones de su transporte (parametros fisicoquimicos, densidad, edad,
tamaiio, peso, etc.) al laboratorio donde se efectuardn las evaluaciones. Los
lineamientos que se senalan a continuacion se circunscriben a los estadios
de postlarva y juvenil.

ACLIMATACION Y MANTENIMIENTO DE LOS ORGANISMOS

A su llegada al laboratorio, los organismos deben ser mantenidos al menos
durante los primeros cinco dias en las condiciones de recepcion. Los pardme-
tros fisicoquimicos de temperatura y salinidad deben ser ajustados, respec-
tivamente, a una tasa de 1 °C y 1 ups por dia, hasta alcanzar las condiciones
de evaluacion requeridas, siempre dentro de los intervalos 6ptimos para cada
estadio y para cada especie (tablal2. 1). Una vez alcanzadas las condiciones
adecuadas, los organismos deben ser mantenidos en éstas al menos durante
cinco dias antes de los ensayos.

Tabla 12.1. Pardmetros fisicoquimicos para el mantenimiento de diferentes estadios
de Litopenaeus setiferus y Litopenaeus vannamei en condiciones de laboratorio

a
= o~ S <
S 3 J— =
Especie Estadio T S PH A w % o % ?D S = %
(°C)  (ups) cE zE 28 &% &
O = (5]
ne ~
L. setiferus PL9 25 30-35 84 >5.0 <0.2 <5 2 1,2,3,4,5
PL20-30 28 25-28 8.4 >5.0 <0.2 <5 21,2,56,7,8
Juveniles

>30 dias 28 25-28 8.4 >50 <02 <5 11,2,56,7,8
L. vannamei  PL20-30 28 25-28 8.4 >50 <02 <5 28

Juveniles

>30 dias 28 25-28 8.4 >50 <02 <5 18

Juveniles

1.6 £0.1 g PH 28 30-35 8.1 >5.0 <02 <51 6

1Alcaraz et al., 1999a. 2Alcaraz et al., 1999b. 3 Brito et al., 2000. 4 Brito, 2001. 5 Gaxiola, 1994. 6 Nuiiez,
2002. 7 Pascual et al., 2004. 8 Pifia, 2001. 9 Robles, 1997.

T: temperatura, S: salinidad, O.D.: oxigeno disuelto, PL-x: dias después de la tltima metamorfosis de
larva a postlarva, PH: peso humedo.
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De preferencia los organismos deben ser mantenidos en sistemas con
filtro bioldgico y agua de mar artificial (o reconstituida), o bien en sistemas
de flujo de agua marina natural proveniente de areas no contaminadas, pre-
viamente filtrada con filtro mecanico, carbon activado y UV, y garantizando
las condiciones de calidad de la misma. El agua utilizada no debe estar en
contacto con bombas o tuberia metalica. El agua de mar debe mantenerse
en aireacion intensa al menos 24 horas antes de su uso, de tal manera que
se garantice la completa solubilidad de las sales, en el caso de agua de mar
reconstituida, y de los niveles de oxigeno disuelto a saturacién (>5.0 mg/L).
Las condiciones anteriores deben ser tanto para el mantenimiento de los
organismos, como para las pruebas experimentales. Durante la etapa de
mantenimiento y aclimatacion, el fotoperiodo se debe mantener en 12 horas
luz :12 horas oscuridad. Diariamente se deben registrar, controlar y regular
los parametros fisicoquimicos.

Los esquemas de alimentacion para estadios tempranos de L. setiferus y
L. vannamei (misis a PL7-10) han sido establecidos por Brito et al. (2000) y
Brito (2001), incluyendo en la dieta nauplios de Artemia, Chaetoceros gra-
cilis, Tetraselmis chuii y alimento microparticulado formulado, de acuerdo
a las necesidades especificas proteicas de los diferentes estadios tempranos.
Asimismo, se han establecido los patrones de alimentacién para postlarvas
y juveniles tempranos de L. setiferus y L. vannamei, de acuerdo a los reque-
rimientos nutricionales de los estadios de cada especie, que garantizan una
condicion fisiologica dptima (tabla 12.2).

Estudios recientes demuestran el desarrollo y crecimiento exitoso desde
postlarvas tempranas (a partir de PL 5) hasta juveniles de L. setiferusy L.
vannamei, mantenidos bajo condiciones controladas de laboratorio con
alimento particulado formulado comercial (40% proteina) (Gaxiola, 2006;
datos no publicados). Por tal motivo, se recomienda para la alimentacién de
las postlarvas y los juveniles de ambas especies, el suministro de alimento
comercial de reconocida calidad, garantizando un aporte proteico minimo
constante del 40% (por ejemplo Malta Cleyton; Purina), considerando los
tamarfios de particula y la frecuencia de alimentacion especificas para cada
estadio (tabla 12.3).

Durante las etapas de aclimatacion y de mantenimiento, la evaluacion de los
niveles de nitrégeno del amoniaco (N-NH,; mg/L) y del nitrégeno de nitrito
(N-NOZ; mg/L) debe efectuarse de manera rutinaria, para definir el nivel y
frecuencia de recambio de agua y evitar la accién téxica de estos compuestos
sobre los organismos, debido a su acumulacién (Robles, 1997; Alcaraz et al.,
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Tabla 12.2. Patrones de alimentacion para diferentes estadios del camaro6n blanco

Especie Estadio Alimento  Suministro Complemento Referencia
formulado
y particulado,
% proteina

L. setiferus PL9 60 Ad libitum Nauplios 1,2,3,4,5
Artemia sp.;
40 n/d/org
PL 20-25 40 Ad libitum Nauplios 1,2,5,6,7,9
10.0£0.7 2-3veces/d  Artemia sp.;
mg PH 10 n/d/org
Juveniles 40 10% PHc No 1,2,5,6,7,9
30 a 40 dias 2-3 veces/d
43.844.8
mg PH
L. vannamei PL 20-25 40 Ad libitum Nauplios 8
16.840.8 2-3 veces/d Artemia sp;
mg PH 40 10 n/d/org
PL 40-45 0 10% PHc No 8
80.5+4.0 2-3 veces/d
mg PH 4
Juveniles 35-40 10% PHc No 6
1.6+0.1g 2-3 veces/d
PH

PH: peso himedo; PHc: peso humedo corporal.
1Alcaraz et al., 1999a. 2Alcaraz et al., 1999b. 3 Brito et al., 2000. 4 Brito, 2001. 5 Gaxiola, 1994. 6 Nuiiez,
2002. 7 Pascual et al., 2004. 8 Pifia, 2001. 9 Robles, 1997.

1999a). La evaluacién de los niveles del nitrégeno del amonio total (N-AT;
mg/L) y del nitrito puede realizarse a través de los métodos de azul de indofenol
y de sulfanilamida, respectivamente (Rodier, 1981). La determinacién de las
concentraciones de N-NH, se obtiene a través de las ecuaciones sefialadas por
Bower y Bidwell (1978) (anexo 12.1, ecuacion 1), considerando la salinidad,
la temperatura y el pH de la solucion experimental.

Los organismos deben ser revisados constantemente a lo largo de los
periodos de aclimatacién y mantenimiento, y en caso de que se observe una
mortalidad mayor al 20%, sefiales de enfermedad o comportamiento alterado,
el lote debera ser descartado para experimentacion.
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Tabla 12.3. Patron de alimentacion para postlarvas y juveniles de Litopenaeus setiferus

y Litopenaues setiferus (Gaxiola, 2006; datos no publicados)

Estadio Alimento formulado ~ Tamano de particula Suminsitro
y particulado, % proteina (nm)
PL5aPL 30 40 250 - 350 Ad libitum
PL30aPL 40 500 Ad libitum
50* 2-3 veces/d
> PL 50* 40 0.5a1.0cm 10% PHc
2-3 veces/d

PHc: peso hiimedo corporal.
*PL 50: juveniles de 50 dias de edad después de la tltima metamorfosis de larva a postlarva.

COMPUESTOS TOXICOS DE PRUEBA

Para evaluar la toxicidad aguda de compuestos aislados, éstos deben tener un
elevado grado de pureza (grado reactivo). Si el compuesto toxico de prueba
(compuesto aislado o extracto) es soluble en agua, la soluciéon madre debe ser
preparada en agua deionizada. Si el compuesto téxico es estable en solucidn,
debe prepararse una soluciéon madre tinica al inicio de las pruebas. Si el com-
puesto toxico no es estable en solucion (sujeto a oxidacion u otras transfor-
maciones quimicas o bioldgicas) una nueva solucién debe prepararse previo
a su uso. Si el compuesto toxico no es soluble en agua, una solucién acuosa
madre debe ser obtenida por la solucién inicial del compuesto en un disolvente
acarreador (por ejemplo acetona, etanol, propilen-glicol, etc.). En este caso,
se debe considerar un testigo del disolvente en las pruebas experimentales,
evaluando la cantidad maxima adicionada. Si se evalian mezclas complejas
(por ejemplo efluentes, lodos, etc.), la mezcla inicial serd considerada como
la “solucion madre” (100%), a partir de la cual se efectuaran las diluciones
experimentales correspondientes.

El volumen maximo que se adiciona de la solucién madre a los acuarios
experimentales debe ser el menor posible, de modo que no modifique las
caracteristicas del medio experimental (por ejemplo volumen, salinidad,
pH), preferentemente no mayor del 0.5% respecto al volumen total. La con-
centracion de los compuestos toxicos debe ser determinada analiticamente en
submuestras del medio al menos al inicio y al término de los bioensayos. Sin
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embargo, si se presumen transformaciones o cambios en las concentraciones
de los compuestos toxicos se deben evaluar las concentraciones reales durante
el transcurso de las pruebas. Si se efectiian recambios del medio, se deben
evaluar las concentraciones reales antes y después del recambio.

PROCEDIMIENTO DE PRUEBA
CAMARAS EXPERIMENTALES

Los bioensayos deben ser de tipo estatico o semi-estatico dependiendo del
suministro, la calidad del agua, de la estabilidad del compuesto en estudio y de
los estadios de los organismos en evaluacion. Si el agua de mar es natural, ésta
debe proceder preferentemente de un sistema continuo de bombeo de agua de
mar y ser previamente filtrada (filtracion mecanica, quimica y UV), fuertemente
aireada y mantenida en oscuridad al menos 48 h antes de su uso. Alternativa-
mente, se utiliza agua de mar artificial preparada segun ensayos convencionales,
fuertemente aireada y decantada en oscuridad al menos 24 horas antes de su
utilizacién. Los acuarios experimentales deben ser preferentemente de vidrio,
lavados previamente con detergente libre de fosfatos y disolventes, posterior-
mente con HCl al 10% y enjuagados perfectamente bien con agua corriente y
con agua de mar antes de su uso (UNEP, 1986). La forma de las cimaras depende
de los estadios bajo analisis; en el caso de los juveniles de los camarones, el area
es un aspecto de importancia dado el habito benténico de los organismos. El
volumen de las cimaras debe considerar la edad y el peso de los organismos. Se
recomienda utilizar de 1 a 2 L de solucién por gramo de tejido animal.

PARAMETROS FISICOQUIMICOS

En el transcurso de las pruebas deberdn registrarse y mantenerse constantes
la salinidad, el pH, la temperatura y el oxigeno disuelto (la aireacién debe ser
constante, con burbujeo fino); los niveles de amonio y de nitrito no deberan
exceder los sefialados en las tablas 12.5 a 12.7. El fotoperiodo se mantendra
en 12 horas luz: 12 horas oscuridad.

ALIMENTACION

Los organismos no deben ser alimentados 24 horas antes del desarrollo de
las pruebas, a fin de evitar interferencia de los procesos digestivos (Alcaraz et
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al., 1999a y 1999b; Frias-Espericueta et al., 2000). Dependiendo del tiempo
de exposicion y de los objetivos de las pruebas, los organismos serdn o no ali-
mentados durante el transcurso de éstas. Silos organismos son alimentados,
el suministro debe ser de manera ideal una vez al dia, retirando el alimento
remanente después de periodo de alimentacion adecuado para cada estadio
y retirando posteriormente las heces producidas. En este caso, el agua de
los acuarios debe ser recambiada diariamente, preferentemente el 75% del
volumen total y las soluciones y concentracion de los compuestos téxicos
deben ser ajustadas apropiadamente. En el caso del 100% de recambio se
recomienda contar con series adicionales de acuarios, con las concentra-
ciones respectivas de los compuestos toxicos experimentales adicionados,
para transferir cuidadosamente a los organismos.

ORGANISMOS DE PRUEBA

Para el inicio de las pruebas de toxicidad aguda, tanto las postlarvas como
los juveniles deben presentar estadios y pesos similares y estar en etapa de
intermuda. En los juveniles, el estadio de intermuda puede ser establecido
a partir de la revision al microscopio 6ptico del telson de los organismos
(Drach y Tchernigovtzeff, 1967). Se recomienda que las pruebas se realicen
con postlarvas de 20 dias de edad (PL20) y con juveniles de 50 dias de edad
(dias después de la ultima metamorfosis de larva a postlarva); en este ultimo
estadio el sistema digestivo estd completamente desarrollado (Lovett y Felder,
1989; Lovett y Felder, 1990a, 1990b).

Los organismos deben ser pesados y medidos al final de la prueba para
garantizar la homogeneidad de los grupos experimentales. Alternativamente,
una sub-muestra representativa (minimo 30 organismos) debe ser pesada
y medida. Los organismos deben manipularse lo menos posible durante la
totalidad del procedimiento experimental para evitar la posible influencia del
estrés sobre la respuesta toxica.

DURACION DE LAS PRUEBAS Y RECAMBIO

El periodo de exposicion depende de los objetivos que se persigan. De pre-
ferencia las pruebas se realizan durante 72 horas para postlarvas y 96 horas
para juveniles. Para periodos mayores, los organismos deben ser alimenta-
dos para evitar alteraciones nutricionales o de inanicion. Las soluciones de
prueba deben ser renovadas al menos una vez cada 24 horas. Se deben tomar
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muestras de las soluciones antes y después de los recambios para determinar
analiticamente la concentracién del compuesto tdxico de prueba.

PRUEBAS DE INTERVALO DE TOXICIDAD

Para estimar la toxicidad de un compuesto se deben efectuar pruebas del in-
tervalo de toxicidad. Cuando se carece de la informacion relativa a la toxicidad
del producto se deben utilizar progresiones de las concentraciones en escala
logaritmica; cuando existe informacion disponible, por ejemplo en otras especies
de peneidos de estadios y habitats similares, se pueden utilizar progresiones de
las concentraciones en escala aritmética. En el caso de mezclas complejas (por
ejemplo efluentes, lodos, etc.) se efectdan las diluciones correspondientes (por
ejemplo 10, 20, 40, 60 y 80%) a partir de la mezcla original (100%).

Se considera un minimo de seis concentraciones experimentales y un grupo
testigo sin adicion del compuesto toxico; en el caso de que el compuesto toxico se
requiera disolver, se considera un testigo del disolvente utilizado. Se considera al
menos una réplica por cada concentracion. En cada cdmara experimental y para
cada concentracion se exponen un minimo de 10 organismos. Los camarones
se eligen de los sistemas de mantenimiento y se colocan al azar en los acuarios
experimentales de exposicion. Previo a la adicién de los compuestos en estudio,
los organismos se mantienen minimo 24 horas en aclimatacion en los acuarios
de exposicion, sin proporcionar alimento. La adicién de la soluciéon de prueba
debera efectuarse de manera muy lenta con una agitacion suave (para evitar una
posible exposicion de los organismos a la elevada concentracion de la solucion
madre), garantizando la completa mezcla del compuesto toxico en el medio y
cuidando de no estresar a los organismos expuestos.

La mortalidad se registra a lo largo del tiempo de exposicién, con obser-
vaciones a las 0, 2, 4, 8, 12 y cada 12 horas posteriores hasta el término de la
exposicion. Los organismos muertos durante el periodo de exposicion deben
ser removidos lo antes posible para evitar el deterioro de la calidad del agua.
Ademids de mortalidad, se registran cambios en el comportamiento de los
camarones (por ejemplo alteraciones del equilibrio, nado erratico, cambios
en la actividad locomotora y en la conducta alimentaria, etc.), asi como las
mudas producidas. La falta de respuesta de los organismos cuando sean to-
cados suavemente con una varilla de vidrio se considerard como criterio de
mortalidad. Si en el transcurso de las pruebas, la mortalidad de los grupos
testigo excede el 10%, la prueba se invalida; el uso de factores de correccion
por la mortalidad de los testigos no es vélido.
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PRUEBA DEFINITIVA

A partir de los resultados de las pruebas de intervalo de toxicidad, se establece
el intervalo de concentraciones adecuadas para evaluar la toxicidad aguda del
producto o compuesto. Se sigue el mismo procedimiento seiialado previa-
mente, si bien en este caso se debe considerar un minimo de dos réplicas por
concentracién experimental. Asimismo, la mortalidad se registra a lo largo
del tiempo de exposicion, con observaciones alas 0, 2,4, 8,12 y cada 12 horas
posteriores hasta el término de la exposicion, la cual puede prolongarse hasta
144 h o mas dependiendo de los objetivos que se persigan.

En la tabla 12.4 se integran las condiciones de prueba recomendadas para
los ensayos de toxicidad con postlarvas y juveniles de Litopenaeus setiferusy
L. vannamei.

EXPRESION DE RESULTADOS

A partir de los resultados de mortalidad obtenidos se determina la concentracion
letal media (CL,-t), esto es la concentracién (X) a la cual muere el 50% de la
poblacion en un tiempo determinado (t, horas), o el tiempo mediano de muerte
(TL,), esto es el tiempo (¢, horas) en el cual muere el 50% de la poblacién en
una concentracion determinada (X). En ambos casos no se consideran en los
analisis el grupo testigo (sin adicion del compuesto toxico; mortalidad < 10%)
o las concentraciones en las cuales se obtuvo el 100% de mortalidad.

Para la determinacién de la CL_ o el TL_ se utilizan los programas de
computo diseniados para ello, utilizando preferentemente modelos Probit:
X o Probit: log X, seleccionando el modelo de mejor ajuste y estableciendo
la significatividad de los modelos a través de la prueba de X*. En cada caso
se obtendran los valores de CL, -t £ I.C. y TL_-x + I.C. (I.C. = intervalo de
conflanza; o = 0.05).

VALIDACION DE LAS PRUEBAS DEFINITIVAS

Los ensayos seran validos siempre y cuando cumplan con las siguientes es-
pecificaciones:

a) La mortalidad del grupo testigo no es mayor del 10%.
b) La concentracion real de los compuestos no excede el 20% de la concen-
tracion nominal de los mismos.
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c) La variabilidad entre las réplicas no excede el 20%.

d) Los célculos (CL, -t £ 1.C. y TL, -x £ I.C.) se deben realizar con las con-
centraciones del compuesto toxico determinadas analiticamente.

e) El valor calculado de la CL, debe estar incluido dentro del intervalo de
concentraciones experimentales y el modelo Probit debe ser significativo
para asegurar la confiabilidad de los resultados.

Tabla 12.4. Condiciones recomendadas para los ensayos de toxicidad con postlarvas

y juveniles de Litopenaeus setiferusy Litopenaeus. vannamei

Tipo de bioensayo
Duracién del bioensayo

Fotoperiodo
Temperatura
Salinidad

Oxigeno disuelto
Amonio y nitrito
Edad de los organismos

Volumen de los recipientes de prueba

Numero de concentraciones
experimentales (excluidos los testigos)
Numero de réplicas

Ntmero de organismos por recipiente
de prueba

Efecto final medido

Efectos adicionales medidos

Aceptabilidad de los resultados
Control positivo

Estatico o semi-estatico (con recambio)
Postlarvas: minimo 72 horas

Juveniles: minimo 96 horas

12 horas luz :12 horas oscuridad

28 +1°C

Postlarvas: 30 £ 1 ups

Juveniles: 28 + 1 ups

>5.0mg O,/L

< 0.2 mg N-NH,/L; < 5.0 mg N-NO_-/L
Postlarvas: PL 20 (20 dias de edad)
Juveniles: 50 dias de edad

Postlarvas: 10 L

Juveniles: 20 L

6

Minimo 2
10

Mortalidad: CL, o TL,,

Alteracién en la actividad locomotora y en la
conducta alimentaria

Mortalidad en el grupo testigo: <10%
Dodecil sulfato de sodio; CL,-96h + 1.C.
Litopenaeus setiferus

Postlarvas (PL20): 23.9 + 2.97 mg/L
Juveniles (45 d): 20.1 + 8.05 mg/L
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Ecuacion 1
% NH, =100 [1 + antilog (Pk* (T) - pH]

donde:
pK,, = constante de disociacion 4cida
pK _(T) = pK* (T = 298 °K) + 0.0324(298 - T °K)



ENSAYO DE TOXICIDAD AGUDA
Y CRONICA CON LA ALMEJA CATARINA
ARGOPECTEN VENTRICOSUS

Alma Socorro Sobrino Figueroa

CLASIFICACION DEL ENSAYO: E
PRINCIPIO DE LA PRUEBA

La almeja catarina (figura 13.1) es un recurso pesquero importante en el estado
de Baja California Sur, ya que en esta entidad se pesca el 95% de la produccién
nacional (SAGARPA, 2003). Argopecten ventricosus se distribuye desde Isla
de Cedros, Baja California y Golfo de California hasta el norte de Pert (Keen,
1971). Generalmente habita en aguas someras de lagunas, ensenadas y bahias
protegidas, sobre fondos lodosos o arenosos; en ocasiones esta asociada a ma-
croalgas o pastos marinos y se alimenta de particulas que atrapa por filtraciéon
en la interfase sedimento-agua. Ambas condiciones hacen que estos moluscos
sean idoneos para considerarlos como posibles “centinelas” o bioindicadores en
estudios de monitoreo ambiental. Estos organismos alcanzan el estado adulto
entre los 6 y 8 meses de edad y su ciclo de vida dura de manera natural 2 afios
(Félix-Pico, 1978; Secretaria de Pesca, 1984; Monsalvo, 1998).
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Esta especie es mucho mds sensible a los efectos de contaminantes que
otras especies de bivalvos, como ostiones (Crassostrea gigas, C. virginica) y
mejillones (Chromomytilus chorus) (Sobrino-Figueroa, 2001), asimismo al
someterlos a algun estresor no permanecen con las valvas cerradas durante
mucho tiempo (15-20 min), si se compara con lo que ocurre con los ostiones
los cuales pueden permanecer cerrados del9 a 22 horas.

Figura 13.1. Organismos adultos de Argopecten ventricosus

El método de prueba con la almeja A. ventricosus presentado en este do-
cumento es una propuesta para realizar pruebas de toxicidad aguda o subletal
con compuestos quimicos o sedimentos contaminados, utilizando larvas “D”
(90.5 £ 7.7 um) o juveniles (4 + 1 mm) de esta especie, en bioensayos con
recambio de agua de 48 y 96 horas de duracion (agudos) o de semanas o meses
de exposicidn (pruebas subletales). El costo de estas pruebas es moderado si se
dispone de instalaciones que cuenten con tomas de aire, temperatura y foto-
periodo controlado, suministro de agua marina de buena calidad y materiales
como tinas de cultivo de fibra de vidrio o plastico de diferentes volimenes,
acuarios de 20 a 60 L, equipo para control de parametros, cristaleria, balanzas
de precision y microscopios de diseccion.

INFRAESTRUCTURA EN EL LABORATORIO
Para la realizacion de los ensayos se requiere la siguiente infraestructura:

o Area de laboratorio himedo (figura 13.2) con control de temperatura y
fotoperiodo. Tomas de aire. Tanques de aclimatacion y cuarentena de 50
a 100 L, elaborados con fibra de vidrio o plasticos, inertes y resistentes a
la corrosion.

 Para el mantenimiento de los organismos se debe usar agua marina (36 a
37°/  desalinidad) de buena calidad (sin contaminantes), filtrada por una
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serie de cartuchos de diferentes diametros (15, 10, 5y 1 pm) para eliminar
el material particulado, esterilizada con luz UV y aireacién continua.

Figura 13.2. Sistema de mantenimiento de organismos juveniles de almeja catarina

MATERIAL

Tinas de fibra de vidrio o plastico de 10, 50, 150 y 1,500 L de capacidad;
acuarios de 60; cubetas de 20 L; cribas con malla de 50 um de abertura; vasos
de precipitados de 50, 500 y 1,000 ml; matraces aforados de 100 y 1000 ml;
cristalizadores de vidrio Pyrex o vasos de precipitados con capacidad de 400
y 600 mL; pipetas de vidrio graduadas (5 y 10 mL); varillas de vidrio; pipetas
automaticas de 10 a 100 uL y 100 a 1,000 pL con puntas estériles; pipetas Pas-
teur; papel (Parafilm) transparente; manguera de acuario; hemocitémetro o
camara Neubauer; cimara Sedgwick-Rafter; termémetro y placas multipozos
de 36 pozos (marca NUNC).

EqQuiro

Microscopio de diseccion; microscopio 6ptico; medidor de oxigeno disuelto;
refractometro o salindmetro; potenciometro; balanza analitica; bombas de
acuario; lampara de luz UV (para esterilizacion); sistema de filtracién de agua
con cartuchos de 15, 10, 5 y 1 um; sistema purificador de agua (deionizador,
sistema Milli-q) o una fuente de abastecimiento de agua destilada; homogeni-
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zador de tejidos; parrilla de calentamiento con temperatura controlada; cimara
de electroforesis; fuente para electroforesis; espectrofotdmetro; procesador de
tejidos y micrétomo.

REACTIVOS

Todos los reactivos deben tener calidad analitica o al menos un 99% de pureza.
Para la preparacién de soluciones se utiliza agua destilada o deionizada (Mi-
llipore Super Q). Los compuestos toxicos se suministran en los experimentos
por medio de soluciones patrén, que se elaboran con reactivos grado analitico
(99% de pureza) y agua deionizada, siguiendo las recomendaciones de APHA
(1994) y FAO, (1982, 1986). Las concentraciones de las soluciones patrén
deben ser comprobadas por algin método validado (espectrofotometria de
absorcién atomica, cromatografia de gases o HPLC), segun la sustancia de
la que se trate.

Nitrato de sodio (NaNO,); fosfato de sodio monobdsico (NaH,PO,-H,0);
cloruro de amonio (NH,Cl); silicato de sodio (Na,SIO,-9H,0); sulfato de
cobre (CuSO,-5H,0); sulfato de zinc (ZnSO,-7H,0); cloruro de zinc (ZnCl,);
cloruro de cobalto (CoCL-6H,0); cloruro de manganeso (MnCl,-4H,0);
manganato de sédio Na,MnO,-2H,O; cloruro de hierro (FeCl-6H,0); dcido
etilendiaminotetracético disédico (EDTA Na,); biotina; cyanocobalamina
U.S. de 1000 mg/mL (solucién inyectable); tiamina HCI; hidréxico de
sodio (NaOH); tris-HCI; bromuro de etidio; cloruro de potasio (KCl); cloruro
de sodio (NaCl); fosfato de potasio monobasico (KH,PO,); agarosa (de bajo
punto de fusién); triton X; dimetil sulféxido (DMSO); acido tricloroacético;

4cido tiobarbiturico y acido clorhidrico
ORGANISMOS DE PRUEBA

Los organismos que se utilizan para realizar los bioensayos se pueden obte-
ner por colecta manual con los pescadores, en los sitios donde se ubican los
bancos naturales de almejas, localizados en Bahia Concepcién y Bahia Mag-
dalena B.C.S., o se pueden comprar en las granjas de produccién de semilla
(Laboratorio de Cultivo de Moluscos, de la Universidad Auténoma de Baja
California Sur; Planta productora de moluscos UNISON, unidad Guaymas;
CIBNOR, granja experimental de cultivos de moluscos ubicada en Rancho
Nuevo, B.C.S.).
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OBTENCION DE LARVAS

En el laboratorio se pueden obtener larvas “D” de almeja catarina con el
siguiente procedimiento (Caceres-Martinez, 1998 com. per.; Cortés, 1998
comunicacion personal):

Se realiza una inspeccién visual de los organismos adultos de A. ventricosus
(5+ 1 cm), provenientes de los bancos de explotacion o cultivo, para seleccionar
alosindividuos “maduros’, que son aquellos que muestran una génada evidente
de color anaranjado y blanco (estos organismos desarrollan gametos femeninos
y masculinos). Los adultos maduros se someten a estimulacion térmica para
inducir el desove, este proceso denominado por Loosanoft y Davis (1963) como
“choque térmico’, consiste en someter a los organismos a cambios de tempera-
tura, pasandolos de agua a 18 °C, donde se mantienen por 20 o 30 minutos, a
agua a 29 °C, (el procedimiento se repite 2 veces). Después de la induccién, 14
+ 2 organismos se colocan en canastas de plastico (canastas Nestier), mismas
que se sumergen en tanques de fibra de vidrio con capacidad de 1500 L, con
agua marina filtrada (15, 10, 5y 1 um) e irradiada con luz UV. Después de 12
+ 2 horas la estimulacion se retiran los reproductores de los tanques de cultivo.
Los procesos de desove, fecundacion y desarrollo del primer estadio larval
(trocofora) y del segundo (larvas veliger “D”) ocurren después de las 18 horas
del choque térmico.

Otro método para obtener las larvas es colocar a las almejas individualmen-
te en acuarios o recipientes de vidrio de 5 L de capacidad, con agua marina
filtrada e irradiada, con una temperatura de 18 °C, donde se les deja durante
25 a 35 minutos. Posteriormente, los organismos se pasan a otro recipiente
que contenga agua a 29 °C, donde permanecen otros 25 a 35 minutos. Este
procedimiento se repite 2 o 3 veces.

Cuando las almejas desovan la primera expulsion es de évulos, y la segun-
da, que generalmente ocurre de 10 a 15 minutos después de la primera, es de
espermatozoides. Entonces, para obtener por separado los gametos, se debe
retirar al adulto del recipiente donde se recibi6 a los dvulos, para pasarlo a
un segundo recipiente donde se pueden obtener los espermatozoides; una
vez obtenidos estos ultimos retirar inmediatamente al adulto y observar al
microscopio los gametos.

La fecundacion se realiza mezclando 6vulos y espermatozoides en una
relacion 1:5, moviéndolos suavemente. Después de efectuada la fecundacion,
los 6vulos fecundados se colocan en contenedores de 20 a 50 L de volumen
con agua de mar filtrada e irradiada y con aireaciéon moderada.
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Figura 13.3. Larvas “D” de Argopecten ventricosus

0 50 um
|

Entre 18 a 24 horas después de haber efectuado la fecundacion, las larvas
en estadios veliger “D” (85 a 96 pm de altura) (figura 13.3), se concentran
por medio de una malla de 50 micras a un volumen de 1 L. Se toma 1 mL
de esta suspension para realizar un conteo por quintuplicado en una camara
Sedgwick-Rafter, para determinar el numero de larvas obtenidas.

CULTIVO Y MANTENIMIENTO DE LOS ORGANISMOS

Las larvas “D” se colocan en estanques de fibra de vidrio o plastico con
agua marina filtrada e irradiada con luz UV, a una densidad de 5 larvas/mL
(Cortés, 1998 com. per.), bajo las siguientes condiciones: 36 °/., de salinidad,
20 + 2 °C de temperatura, fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas oscuridad
y con suministro diario de alimento. Este tltimo consiste en una mezcla de
microalgas: Isocrysis galbana y Chaetoceros calcitrans, cultivadas con medio
F/2 Guillard (Stein, 1973), a densidades de 80,000 a 120,000 células/mL. Las
larvas deben permanecer de 2 a 4 dias en aclimatacién (APHA, 1994) antes
de ser utilizadas en los ensayos.

Los juveniles se deben mantener en acuarios de 20 L (20 a 25 organismos
por acuario) con agua de mar filtrada y estéril, con salinidad de 36 +1 %o, a 20
+1°C de temperatura, fotoperiodo de 12 horas deluz y 12 horas de oscuridad
y con alimentacién consistente una mezcla de las microalgas Tetraselmis sp. y
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Chaetoceros sp., a una densidad de 700,000 a 900,000 células/mL. Diariamente
se deben aspirar los residuos de comida del fondo de los acuarios y se deben
realizar recambios de por lo menos el 40% del volumen de agua cada 48 horas
(tabla 13.1). El periodo de aclimatacién puede durar de 4 a 5 dias (APHA,
1994; FAO, 1982, 1986). Veinticuatro horas antes del inicio de los ensayos se
suspende la alimentacion.

Tabla 13.1. Condiciones para el mantenimiento de los juveniles de almeja catarina

Temperatura 20+£2°C

Calidad de luz Fluorescente, blanco-frio

Intensidad luminosa 600-1000 lux en la superficie del liquido
Fotoperiodo 12 horas luz :12 horas oscuridad
Recipientes de mantenimiento Acuarios con 20 L de agua marina filtrada e

irradiada con luz UV

Nuamero de organismos por recipiente De 20 a 25 organismos por acuario

Alimentacién Mezcla de Isocrysis galbana y Chaetoceros
calcitrans a densidades de 80,000 a 120,000 células/mL
El alimento es suministrado diariamente

Limpieza Diariamente se deben retirar los residuos de
alimentos y excretas del fondo de los acuarios.
Cada 48 horas se debe realizar recambios de por lo
menos el 40% del volumen de agua.

PROCEDIMIENTO DE PRUEBA
PREPARACION DEL MATERIAL PARA LOS BIOENSAYOS

Para los ensayos con juveniles se utilizan recipientes de vidrio de borosilicato,
como vasos de precipitado o cristalizadores de 400 a 600 mL de capacidad.

PRUEBAS AGUDAS CON LARVAS “D” DE ALMEJA CATARINA

Para evaluar el efecto toxico de sustancias quimicas, agua intersticial o elu-
triados de sedimentos marinos en la supervivencia de las larvas veliger “D”
se efectiian microbioensayos, siguiendo las recomendaciones de Hunt et al.,
(1998). Se recomienda usar placas multipozos (36 pozos) de policarbonato
y colocar 10 larvas en cada pozo en un volumen de 3 mL. Se deben probar 5
concentraciones del compuesto con 5 a 10 replicas por concentracion, ademas
de un control negativo.
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Cada 24 horas se evaltia el niimero de organismos vivos y muertos por medio
de observaciones directas, con la ayuda de un microscopio de diseccion.

Con los datos obtenidos, se calcula la CL_ (Concentracién Letal Media) a
24 y 48 horas, por medio del método grafico (APHA, 1994) o por el método
Probit (Finney, 1971).

ENSAYOS EXPLORATORIOS

Se debe realizar una prueba exploratoria con duracién de 24 horas y por lo
menos 5 concentraciones del contaminante en escala logaritmica, para de-
terminar el orden de magnitud del intervalo de las concentraciones entre las
cuales se debe realizar el ensayo definitivo (Rodriguez y Esclapés, 1995).

PRUEBAS AGUDAS CON JUVENILES DE ALMEJA CATARINA

Estos ensayos se llevan a cabo utilizando 5 juveniles de 4 + 1 mm de altura
por contenedor. Se recomienda el uso de cristalizadores de vidrio Pyrex con
capacidad de 500 mL para los ensayos de agua y vasos de precipitado de 600
mL para los ensayos con sedimentos. En éstos ultimos se colocan los sedi-
mentos y el agua marina en una relacion 1:4 (Burton, 1992; ASTM, 1994). Los
contenedores deben permanecer cerrados (con Parafilm transparente) durante
el desarrollo del experimento para evitar la evaporacion del agua y efectuar
recambios de agua cada 48 horas (FAO, 1982; 1986; APHA, 1994).

Se prueban un minimo de 5 concentraciones de la sustancia toxica y un
control negativo, con un minimo de 4 réplicas. El tiempo de duracién de las
pruebas es de 96 horas o mas, dependiendo de los objetivos de la investigacion.
El agua marina que se utilizard en todos los bioensayos, se debe de filtrar (5
y 1 um) e irradiar con luz UV. Los parametros durante los bioensayos deben
ser similares a los registrados en el periodo de aclimatacion (tabla 13.2).

Cada 24 horas se registra el nimero de organismos vivos y muertos en cada
contenedor. La muerte se reconoce por la carencia de movilidad en los cilios
localizados en la parte externa del manto o por la ausencia de ritmo cardiaco.

Expresion de resultados
Con los datos de sobrevivencia y mortalidad se determina la CL a 24, 48,

72y 96 horas, por el método grafico (APHA, 1994) 6 por el método Probit
(Finney, 1971).
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Tabla 13.2. Condiciones recomendadas para las pruebas de toxicidad aguda

con juveniles de Argopecten ventricosus

Tipo de bioensayo
Temperatura

Calidad de luz
Intensidad luminosa
Fotoperiodo

Volumen del recipiente

Volumen de la solucién de prueba

Organismos

Densidad de organismos
Numero de réplicas
Duracion de la prueba
Efecto medido

Aceptabilidad de los resultados

Con recambios de agua cada 48 horas

20 +2°C

Fluorescente, blanco-frio

600-1000 lux en la superficie del liquido

12 horas luz :12 horas oscuridad
Cristalizadores de 500 mL Pyrex (muestras
liquidas)

Vasos de precipitado de 600 mL para pruebas
con sedimentos en relacion 1:4 (1 parte de
sedimento por 4 partes de agua marina)

400 mL de agua marina filtrada y esterilizada
con luz UV y saturada de O,

Juveniles de 4 + 1 mm de altura

5 organismos por recipiente

Cuatro a cinco

96 horas

Letalidad. La muerte se reconoce por la carencia
de movilidad en los cilios localizados en la
parte externa del manto o por la ausencia de
ritmo cardiaco

La mortalidad en el control negativo no debe
exceder el 10%

El método de andlisis Probit ajusta los datos de mortalidad a valores de

probabilidad para realizar una estimacién de la CL,  con una distribucién
logaritmica de tolerancias. El porcentaje de mortalidad se transforma a uni-
dades Probit. Esta transformacion permite el ajuste a una relacién lineal, en
la cual la concentracidn perteneciente al Probit 0.5 corresponde a la cantidad
de sustancia capaz de causar efecto letal en la mitad de la poblacién (Finney,
1971, Diaz et al., 2004).

Una de las restricciones del método es que para el cdlculo dela CE, o CL,
deben obtenerse valores intermedios entre 0 y 100% de mortalidad.

Aceptabilidad de los resultados

Esta prueba sera valida cuando: la mortalidad en el control negativo no exceda
el 10%. (FAO, 1982; 1986; APHA, 1994).
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PRUEBAS DE EFECTOS SUBLETALES

Evaluacién de la tasa de crecimiento de juveniles expuestos a
compuestos toxicos

Con juveniles de 3 + 0.5 mm de altura, expuestos a xenobiéticos durante 30
a 40 dias, se evalda el efecto sobre su crecimiento, por medio de bioensayos
con recambio de agua (cada 96 a 120 horas).

Se prueban 5 concentraciones del compuesto tdxico, ademas de un control
negativo, por triplicado, exponiendo 60 organismos en cada concentracion,
los cuales se mantienen en acuarios de 30 L (20 almejas por acuario). Durante
el experimento, las almejas son alimentadas diariamente con una mezcla de
microalgas Tetraselmis sp. y Chaetoceros sp, con una densidad de 600,000 +
750,000 (Avilés-Quevedo, 1990). Las condiciones de los experimentos son
similares a las mantenidas en el periodo de aclimatacion (tabla 13.1).

Al inicio y término del experimento los especimenes se miden para de-
terminar su altura, con un microscopio de diseccion provisto de una reglilla
graduada y calibrada en pm.

La tasa de crecimiento se calcula mediante la relacion propuesta por
Stromgren (1982):

TC = hﬁnal " Winicial
¢
donde:
T.C. = Tasa de crecimiento (mm/dia)
h . . = Altura de los organismos en el tiempo final de observacion (mm)
h . = Altura de los organismos al inicio del experimento (mm)

t = tiempo en dias.

El aumento de la biomasa de los juveniles se determina por la diferencia
del peso seco de los especimenes al inicio y al final del experimento.

Treinta organismos de cada tratamiento se extraen de su concha y se pesan
en una balanza analitica (+ 0.01 mg) para determinar su peso himedo. Poste-
riormente se colocan en una caja Petriy se secan en un horno a 60 -70 °C por
un lapso de 12 horas o hasta alcanzar peso constante. Después las muestras se
colocan en un desecador durante una hora e inmediatamente se pesan para
determinar tanto el peso seco como su porcentaje de humedad.
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Con los datos obtenidos se determina la CE, (concentracion efectiva
cincuenta), que es la concentraciéon de compuesto toxico que produce una
disminucion del 50% en la tasa de crecimiento en comparacion con el testigo
(APHA, 1994).

Evaluacion de la tasa de consumo de oxigeno en juveniles de
A. ventricosus

La tasa de consumo de oxigeno se determina siguiendo las recomendaciones
de Baber y Blake (1985), mediante camaras cerradas (sistemas estaticos) de
volumen conocido (figura 13.4), las cuales contienen en solucién la concen-
tracion de la sustancia tdxica al que se expone a los organismos. Los niveles
de oxigeno al inicio (O,, ) y al final (O, ) del tiempo de permanencia de los
especimenes en estos dispositivos, se determinan mediante un oximetro de
0.1 ppm de lectura minima, con correccién para salinidad.

En los ensayos se colocan 10 organismos en recipientes de 400 mL de ca-
pacidad, con por lo menos tres réplicas, ademas de un control sin compuesto
toxico y otra camara sin organismos. Se realizan 3 mediciones, con un lapso
de 2 horas entre cada medicion.

Para determinar el consumo de oxigeno se aplica la relacién descrita por
Cech (1990):

(10,,)- (0,,)]*V
t

Consumo de O,=

donde:
[O, ] = Concentracién de oxigeno (mg/L) al final del tiempo de ob-
servacion
[0, ] = Concentracion de oxigeno (mg/L) al inicio del tiempo de ob-

servacién
V = Volumen de la cdmara (L)
t = Tiempo transcurrido entre cada medicién (horas).

Los valores de consumo de oxigeno se corrigen con los datos obtenidos
en la cdmara sin organismos.

La tasa de consumo de oxigeno se calcula al normalizar el consumo de oxi-
geno con el peso seco de las almejas y se expresa en mg O,/h/g (peso seco).
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Con los valores obtenidos se calcula la CE,, que es la concentracién de
xenobidtico en la cual disminuye el 50% la tasa de consumo de oxigeno, en
comparacion con lo observado en el testigo (APHA, 1994).

Figura 13.4. Dispositivo construido para realizar las evaluaciones de consumo de oxigeno
en el ensayo con Argopecten ventricosus. 1) caimara hermética, 2) oximetro, 3) agitador

magnético, 4) electrodo para la lectura de oxigeno y 5) cdmara testigo sin organismos

o

Evaluacion de la tasa de excrecion de juveniles de Argopecten
ventricosus expuestos a compuestos téxicos

La tasa de excrecion se evalua paralelamente en los bioensayos donde se
realizan determinaciones de consumo de oxigeno.

En las cdmaras herméticas se cuantifica el contenido de NH,-N en el agua
alinicio y término de los experimentos. Para ello se toman muestras de 50 mL
que se fijan con fenol 5% (0.5 mL) y se almacenan a 5 °C. Posteriormente, se
analizan alicuotas de 10 mL, por triplicado, mediante la microtécnica descrita
por Solérzano, modificada por Lind (1985).

Los valores de excrecion de amonio se corrigen con los datos obtenidos en la
camara control sin organismos y se normalizan con el peso seco de las almejas, para
obtener la tasa de excrecién de NH,-N expresada en ug NH,-N /h/g (peso seco).
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Evaluacion del efecto de los metales y sus mezclas sobre la tasa de
aclaracion

La tasa de aclaramiento (tasa de filtracion) se estima de manera indirecta
por medio de la remocién de particulas (microalgas Chaetoceros sp.) de una
suspension con volumen y densidad conocidas. Se usa un indculo de 498,079
células/mL, mismo que se determiné como el més adecuado, ya que no se
observa la formacion de seudoheces (Griffiths y King, 1979).

Los juveniles se exponen a 5 concentraciones de sustancias téxicas y un
control, por triplicado, ademas de una camara sin organismos, que se utiliza
para determinar el porcentaje de sedimentacion de las microalgas.

Las pruebas se realizan en recipientes de 400 mL de capacidad, con burbu-
jeo constante, donde se colocan 20 organismos. Después de aplicar el inéculo
de microalgas, se toman muestras (10 mL, por triplicado) cada hora hasta
obtener 3 alicuotas, las cuales se fijan con formalina al 5%, para ser analizadas
posteriormente.

En las muestras se cuenta el nimero de células presentes, con la ayuda de
un hemocitémetro. El calculo de la tasa de filtracion se realiza mediante la
ecuacion de Griffiths y King (1979).

_V*(h[Ci] - h[Cf])
t

TA.

donde:
T. A. = Tasa de aclaramiento(L/hora)
V = Volumen de la cdmara (L)
h [C] = Concentracién inicial de células (células/L)
h [C,] = Concentracion final de células (células/L)
t = Tiempo (horas)

Con los datos obtenidos se calcula la CE,, que corresponde a la concen-
traciéon de compuesto téxico que causa una disminucién del 50% en la tasa
de filtracién en comparacion con el testigo (APHA, 1994).
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BIOMARCADORES

Determinacién de niveles de lipoperoxidacion en glandula digestiva
y branquia

La formacion y el efecto de radicales libres, originados por la accién de los
contaminantes, se evaliia por medio de la técnica desarrollada por Buege y
Aust (1978). Este andlisis se basa en la reaccidn del 4cido tiobarbiturico para
identificar la presencia de malondealdehidos (MDA), que son el producto de
la actividad de los radicales libres sobre las membranas.

Se toman alicuotas de 1 mL de homogenizados de la branquia y de la glan-
dula digestiva (los cuales se obtienen previamente macerando completamente
el tejido en frio, en buffer de fosfatos en una relacion 1:5 (w/v) e incubando
a 90 °C con una mezcla de 4cido tiobarbitarico (15%), 4cido tricloroacético
(0.375%) y acido clorhidrico (0.25 M) durante 20 minutos. Posteriormente,
las muestras se centrifugan (150 rpm) y se analizan en un espectrofotometro
a 535 nm.

Para el célculo de la concentracion de MDA presente en la muestra se
utiliza la férmula de Buege y Aust (1978):

A
e*pP

donde:
C = Concentracion de MDA (nM de MDA)
A = Absorbancia de la muestra
&= Coeficiente de extincion 1.56 x 10° moles/cm
P = Grosor de la fotocelda (1 cm)

Los valores obtenidos se expresan en nM de MDA/g (peso seco).
Evaluacién de daiio genético en el tejido de la branquia

El dano genético en las células del tejido de la branquia se evalua con la
técnica de electroforesis unicelular conocida también como ensayo cometa
(Singh et al., 1988).

Este método consiste en la evaluacion de la integridad del material genético
de una muestra de por lo menos 100 células, las cuales se lisan bajo condi-
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ciones alcalinas y con los nucleos se realiza una electroforesis. La migracion
del nucleo forma una cauda similar a la cola de un cometa, con el material
genético dafiado. La longitud de la cauda o cola de cometa es proporcional al
grado de dafio que tiene la célula (figura 13.5).

La branquia de los organismos expuestos a xenobioticos durante 48
horas (como tiempo minimo) se extrae y se pesa en una balanza analitica;
posteriormente, se disgrega en forma manual. Del disgregado se toman 20
pL, colocandolos sobre una capa de agarosa soportada en un portaobjetos
esmerilado.

Los portaobjetos con las muestras (dos por cada organismo) se colocan en
una solucion (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10mM Tris, 1% Triton X100y 10%
DMSO), durante 1 hora, para romper las células y obtener los nicleos. Después
los portaobjetos se colocan en la cdmara de electroforesis y se les agrega buffer
(10 N NaOH, 200 mN NacCl), permaneciendo en etapa de desdoblamiento
durante 20 minutos. Posteriormente, se inicia la electroforesis, la cual tiene
una duracion de 20 minutos, a 25 voltios y 300 amperios. Al término de este
proceso, las laminillas con las muestras se neutralizan con una solucion de
tris-HCI (0.4 M), se tifien con 75 puL de bromuro de etidio y se analizan en
un microscopio de epifluorescencia con un filtro de 560 nm.

Se evalua la frecuencia de nucleos con y sin cauda, asi como el tamaiio de
las caudas en una muestra de 100 ntcleos. Se aplica la prueba estadistica de
“t” de student, para determinar la existencia de diferencia entre los lotes de
células expuestas al compuesto toxico y las no expuestas.

Figura 13.5. Evaluacién de dafio genético con la técnica de electroforesis unicelular
en células de Argopecten ventricosus. A) Nucleo sin dafio y B) Nucleo con daio genético,

se observa el desarrollo de la cauda o cola de cometa
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CLASIFICACION DEL ENSAYO: E
PRINCIPIO DE LA PRUEBA

Los bioensayos con lombrices son ampliamente reconocidos como prueba
para evaluar la toxicidad de suelos contaminados (Dorn et al., 1998; Wilson
et al., 2002).

Lalombriz mas utilizada ha sido Eisenia en sus especies foetida y andrei,
las cuales pertenecen a la familia Lumbricidae. Estas especies de lombriz
son exdgenas en México, pero de amplia distribucion, facil manejo y cultivo
(Fragoso, 2002). Su principal caracteristica morfologica es la presencia de
segmentos externos e internos en su cuerpo, son hermafroditas y cuando
son adultas se observa una protuberancia epidérmica denominada clitelo,
en el que se forman los capullos en los cuales son depositados los huevos
(Santamaria, 1996). Esta especie se desarrolla bien en pH de 5 a 7, a tem-
peraturas de 20 a 28 °C (Kaplan et al., 1980). La lombriz a utilizar es E.
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andrei porque su desarrollo y reproduccion es mayor que el de E. foetida
(Dominguez et al., 2005).

Este ensayo incluye dos clases de pruebas toxicologicas: 1) prueba por
contacto con papel filtro y 2) prueba con suelo artificial y muestras de suelo
contaminado.

La prueba por contacto en papel filtro puede ser utilizada como preliminar
para determinar las concentraciones correspondientes a las que se tiene que
llevar a cabo la prueba con suelo, siendo esta ultima mas detallada. La prueba
de contacto es facil de realizar y da resultados reproducibles. El suelo artificial
y el suelo contaminado son representativos de la exposicion de la lombriz al
compuesto analizado.

El presente ensayo se basa en lo descrito en la guia 207 de la OECD para
la evaluacion de sustancias (OCDE, 1984)y la publicacion 96-327 del Depar-
tamento de Ecologia del Estado de Washington (WSDE, 1996), asi como en
las experiencias obtenidas a nivel laboratorio (Cuevas et al., 2006).

La prueba por contacto en papel filtro involucra la exposicion de las lom-
brices a sustancias prueba sobre un papel filtro himedo con la finalidad de
identificar el potencial del compuesto tdxico presente en el suelo. Esta prueba
tiene una duracién de 48 a 72 horas.

El uso de suelo artificial involucra colocar las lombrices en un suelo arti-
ficial aplicando una serie de concentraciones de la sustancia prueba. Cuando
se desea evaluar la toxicidad del suelo contaminado de un sitio en estudio o
de un suelo restaurado, la prueba se puede realizar directamente con éste; la
mortalidad de las lombrices es evaluada a los 7 y a los 14 dias.

Para la prueba de contacto la sustancia problema se expresa en mg/cm?,
mientras que para suelo artificial y muestras de suelo contaminado se expresa
en mg/kg (base seca).

Para que una prueba sea considerada como valida, la mortalidad en el
control no debe exceder el 10% al final del periodo de exposicién. Asimismo,
es recomendable el uso de un control positivo con un compuesto de referencia
como 2-cloroacetamida, para asegurarse que las condiciones utilizadas en la
prueba fueron adecuadas y no presenta ningun cambio significativo.

Este ensayo se ha realizado utilizando como medio de prueba suelo arti-
ficial, suelo control y suelo contaminado y como sustancias problema a los
hidrocarburos totales de petréleo (TPH), benzo[a]pireno y pireno.
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MATERIAL

Frascos de vidrio de 0.5 L o 1 L; frascos de vidrio (diametro de 4.5 cm y altura
de 7 cm); pipetas volumétricas clase A de 1 a 100 mL; pipetas serologicas de
1 a 10 mL graduadas; micropipeta de 200 a 1000 pL; termoémetro; espatula de
acero inoxidable; pinzas; guantes; papel filtro y

malla 2 a 2.36 mm.

EqQuiro

Potenciémetro; balanza analitica con capacidad para pesar lombrices de 0.1 g;
bBalanza con capacidad para pesar muestras de suelo de 1.0 g; bafo o cuarto
con control de temperatura 20 + 2 °C con intensidad luminosa de 400 a 800
lux y base de agitacién o vortex.

REACTIVOS Y SOLUCIONES

Todos los reactivos utilizados deben tener al menos 99% de pureza. Para la
preparacion de soluciones se emplea agua destilada. Soluciones amortigua-
doras para pH 4, 7 y 10; 2-cloroacetamida (99% pureza) y agua destilada o
desionizada tipo II.

SUELO ARTIFICIAL

El suelo artificial tiene una composicién de: 10% musgo (materia organica),
20% arcilla'y 70% arena. Se utiliza CaCO, para ajustar el pH a 7.0 + 0.5

MUESTRA DE SUELO

Se necesitan cuando menos 1100g de suelo, ya que se prepara un minimo de
4 réplicas de 200 a 250g de suelo contaminado. Los 100 a 200 g del remanente
se utilizan para realizar las determinaciones de pH, humedad y concentracién
del compuesto; pero si se requiere caracterizar la muestra es necesaria la re-
coleccion de mayor cantidad de suelo. Los recipientes deben ser llenados en
su totalidad. Si el anélisis no se realiza de inmediato, las muestras deben ser
selladas, empacadas y almacenadas a 4 °C en la oscuridad, para minimizar la
pérdida de compuestos volatiles. De preferencia, la evaluacion de la toxicidad
se debe realizar en un lapso de 24 horas; de no ser posible se debe procurar
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hacerlo en un plazo no mayor a 14 dias, ya que la toxicidad pudiera no ser
representativa por degradacion o pérdida del contaminante.

ORGANISMOS DE PRUEBA

Se utilizan lombrices adultas de al menos 2 meses de edad (cliteladas) del
mismo cultivo y la misma especie. Estos organismos pueden desarrollarse en
diferentes residuos animales, especialmente en estiércol de caballo, aunque
puede prepararse una mezcla 50:50 de estiércol y residuos vegetales. El pH
debe mantenerse alrededor de 7 + 0.5 y la conductividad debe ser menor de
6.0 miliSiemens. Para asegurar una buena produccion de lombrices se debe
tener 20 kg de residuos por 1 kg de lombrices.

CONTROL DEL CULTIVO

El control con 2 cloroacetamida (control positivo) sirve como una referencia
para determinar la sensibilidad del organismo. Por lo que cada vez que haya un
cultivo nuevo, se debe realizar este control. Esta parte de la prueba debe llevarse
a cabo previo a la exposicion de la lombriz a la sustancia de prueba. Para el
control positivo se requieren cuando menos tres concentraciones diferentes
con cloroacetamida. Se sugiere utilizar las siguientes concentraciones: 19.25,
38.5y 77.0 mg/kg de compuesto toéxico de referencia (WSDE, 1996).

A continuacion se presentan los calculos para determinar la cantidad a
preparar de una solucion patréon de 2-cloroacetamida a adicionar a 600 g de
suelo artificial (200g c/u). Usando la concentracién de 38.5 mg/kg.

T=W*F*C

donde:
T = Cantidad de compuesto tdxico de referencia a adicionar (mg)
W= Peso de la muestra (g)
F = Factor de conversion (1kg/1000g)
C = Concentracion del compuesto toxico de referencia (mg/kg)

Ejemplo:

W =600 g, C = 38.5 mg/kg
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T = (600 g) (1kg/1000g) (38.5 mg/kg) = 23.1 mg

En este caso, 23.1 mg es lo que se necesita para 600 g de suelo, pero
es necesario preparar una solucién patrén usualmente de 22.5 mg de 2-
cloroacetamida/mL de agua (se puede utilizar cualquier concentracion,
tratando de evitar residuos). Si se utiliza la solucién patrén propuesta
22.5mg/mL (pesar 4.5 g y disolver en 200 mL de agua), realizar el si-
guiente calculo:

v R

S
donde:
V = volumen de la solucién patrén a adicionar (mL)
R = cantidad del compuesto de referencia a adicionar (mg)
S = concentracion de la solucién patron (mg/mlL)

Ejemplo

R =23.1mg, S=22.5mg/mL
V =(23.1 mg)/(22.5 mg/mL) = 1.03 mL

Se debe recordar que es necesario hidratar el suelo en 45%, lo que equivale
a adicionar 270 mL de agua. Si se considera que la 2-cloroacetamida de la
solucién patron esta disuelta en agua entonces se tendria 270 -1.03 = 269 mL
de agua por adicionar. Los 269 mL de agua y 1.03 mL de la solucién patrén se
mezclan en un matraz agitando y se adicionan a los 600 g de suelo. Se mide
también el pH y la humedad.

PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE SUELO
DETERMINACION DE HUMEDAD

Se calcula la humedad inicial para adicionar el agua de hidratacién necesaria.
Para determinar la humedad se toma una alicuota de 25 g de la muestra de
suelo, se coloca en una capsula de porcelana, previamente preparada a peso
constante, y se pesa. Se seca a 103-105 °C durante 24 horas y posteriormente
se coloca en un desecador para enfriar. Una vez fria se pesa. La diferencia de
pesos nos da el peso seco final (WSDE, 1996).
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Opcionalmente, se puede utilizar una balanza del tipo de Kern MB-3 con
capacidad de 50 g para determinar humedad, para lo cual se utiliza 1 g de
suelo y 10 minutos mas tarde se tiene el resultado en por ciento.

Para determinar la humedad del suelo se utiliza la siguiente ecuacién:

us-| AP |,
= cam) | 100

donde:
HS = humedad de la muestra en %
A = peso inicial de la muestra + capsula (g)
B = peso seco final de la muestra + capsula (g)
C = peso de la alicuota inicial (g)

Ejemplo:

A=77.168 g, B=76448 g, C=25.078 g

HS = (77.168-76.063)/[25.024-(77.168-76.063)]*100
HS =4.61%

HIDRATACION DE LA MUESTRA DE SUELO

Las muestras se pueden hidratar de 35 a 45%, correspondiente al peso del suelo
utilizado en la prueba (WSDE, 1996). Para ello se utiliza la siguiente formula:

HA =T-HS

donde:
HA = hidratacion necesaria (%)
T = humedad que se quiere obtener (%)
HS = humedad del suelo (%)

Ejemplo

T =45%, HS = 4.6%
HA = 45% - 4.6% = 40.4%
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Para determinar la cantidad de agua a adicionar se utiliza la siguiente
férmula:

| W*HA
100

donde:
V = cantidad de agua a adicionar (mL)
W = peso de la muestra (g)
HA = hidratacién necesaria (%)
F = factor de conversion (1 mL/1g)

Ejemplo:

HA = 40.4%, W = 250 g
V = (250 g * 40.4%/100)*(1 mL/1g) = 101 mL

PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA

PRUEBA DE CONTACTO EN PAPEL FILTRO PRELIMINAR A LA
PRUEBA DE 14 DiAs

Para esta prueba se deben lavar los contenedores de vidrio (didmetro de 4.5
cmyaltura de 7 cm) con agua caliente y detergente, se deben enjuagar y dejar
secar. Cortar papel filtro con 4 cm de ancho por 15 cm de longitud segun el
frasco y depositarlo en él, no debe exceder del borde del frasco.

Se debe realizar una prueba de humedad con papel filtro, para lo cual se
preparan cuando menos 5 viales con diferentes cantidades de agua (1 a 5.5
mL) y se deposita una lombriz en cada uno de ellos. La cantidad de agua a
adicionar, previo a la prueba, sera la correspondiente a la minima cantidad
de agua en donde la mortalidad corresponda a 0.

La sustancia problema se disuelve en agua o en un disolvente organico
(acetona o diclorometano) para dar una concentracion conocida. Se deposita
1 mL de esta solucion problema en el papel filtro (con micropipeta), cuidan-
do que se distribuya homogéneamente, y se seca por rotacion del frasco con
papel filtro (figura 14.1).
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Los controles son: papel filtro con agua deionizada o destilada y papel filtro
impregnado del disolvente seleccionado y secado.

Después de secado el papel filtro, se adiciona en cada vial de 1 a 5.5 mL
de agua deionizada o destilada (de acuerdo a los resultados de humedad del
papel filtro explicado previamente), cada vial es tapado con tela (organza) y
con papel aluminio que se ha perforado para obtener orificios que permitan
preservar la humedad y facilitar el intercambio de aire.

Figura 14.1. Secuencia general de la prueba con papel filtro con lombriz de tierra

Déé/éé/é

Papel filtro  Frasco lavado Adicionar solvente Secar con campana Adicionar agua Depositar la lombriz
¥ seco con el compuesto destilada o lavada, secada
a probar desionizada y pesada
EjempPLO

Concentraciones a utilizar:

Cantidad aplicada Concentracién de la
al papel filtro solucion aplicada
(mg/cm?) (g/mL)
1.0 7 x10-2
0.1 7x10-3
0.01 7x10-4
0.001 7x10-5
0.0001 7 x10-6

En este ejemplo 70 mg /70cm?* = 1.0 mg/ cm?, el area depende del tamario del
papel y del frasco, al igual que la concentracion.

Las concentraciones a emplear no deben ser menos de cinco. Para cada
tratamiento o nivel de concentracion se preparan 10 réplicas. Una lombriz se
coloca en cada frasco, depositandola sobre el papel filtro humedo.

Antes de ser colocadas en los viales, las lombrices son depositadas por tres
horas en papel filtro humedecido, con la finalidad de vaciar sus intestinos;
después son lavadas y secadas. Los viales son colocados en forma horizontal
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en la oscuridad, a una temperatura de 20 + 2 °C, durante un periodo de 48
horas, y opcionalmente hasta 72 horas. Las lombrices se consideran muertas
cuando no responden a ningun estimulo mecanico. Cualquier sintoma pa-
tologico se reporta. Esta prueba es rdpida y nos indica las concentraciones a
utilizar en la prueba de 14 dias.

Para adicionar la sustancia problema al papel filtro, se realiza previamente
una extraccion de la misma del suelo contaminado, determinando su con-
centracion y procediendo a realizar diluciones si es necesario, tomando como
solucién madre a la concentracion inicial del suelo.

PRUEBA CON SUELO CONTAMINADO Y SUELO ARTIFICIAL

Se determina la humedad del suelo contaminado, se pesan 250 g y se
depositan en un frasco de vidrio, ajustando la humedad; se preparan un
total de 4 réplicas. La duracion de la prueba es de 14 dias, realizando una
evaluacion a los 7 dias. La temperatura debe mantenerse a 20 + 2° C, con
luz continua, con la finalidad de asegurarse que las lombrices se encuentran
en todas partes del medio.

La mortalidad se evaltia después de 7 dias, por vaciamiento del medio en
un recipiente de vidrio, separando las lombrices y observando sus reaccio-
nes a los estimulos mecanicos: Posteriormente, se vuelven a depositar en su
contenedor hasta su evaluacion final a los 14 dias. Para cuantificar la morta-
lidad se analiza cada contenedor, contandose las lombrices. Por ejemplo: en
el contenedor de la concentracion 1, réplica 1, se depositan 10 lombrices al
inicio de la prueba, si al final se cuentan 5 lombrices, se anota el resultado;
a continuacidn, se cuentan las 4 réplicas siguientes y para calcular CL,; se
utiliza el siguiente software: www.igv.kvl.dk/download/software. Al término
de la prueba se determina la humedad y el pH.

Control

El control puede consistir en suelo no contaminado de la misma textura que la
muestra, al que se ajusta la humedad de la misma forma en que se procedié para
la muestra. También se puede utilizar como control suelo artificial, previo ajuste
de humedad y pH. En cualquiera de los dos casos se colocan 4 réplicas, cada una
de 250 g. Se adicionan 10 lombrices libres de alimento, para lo cual 3 horas antes
se colocan en un contenedor de vidrio cubierto con papel filtro humedecido con
agua destilada o desionizada. Las lombrices se lavan, se secan y pesan.
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Al igual que a la muestra, a los controles también se les determina la hu-
medad y el pH al finalizar la prueba.

Suelo artificial

La OECD (1984) describe una prueba con suelo artificial de la misma com-
posicién que la proporcionada en el listado de reactivos y soluciones. Este
puede ser utilizado para suelos muy arcillosos en los que el movimiento de
la lombriz se dificulte por la textura del suelo. En este caso se utiliza el ex-
tracto del suelo contaminado. Como controles se tienen, ademads del suelo
humedecido, un suelo al que se le ha adicionado el disolvente utilizado en
la extraccion (acetona, diclorometano, etc.) con la finalidad de corroborar el
efecto del disolvente sobre el organismo prueba.

Prueba de toxicidad directa

La determinacién denominada directa se puede utilizar para suelos con-
taminados y aquellos que se encuentran sujetos a bioremediacién, para lo
cual se pesan 200g de suelo problema, se ajusta con 10% de tierra de hoja
y 15% de arena de rio. Se ajusta la humedad y el pH de la manera descrita
anteriormente (previamente se ha determinado humedad y pH). Se colocan
cuando menos 5 contenedores de vidrio, depositando en cada uno de ellos 10
lombrices cliteladas, con el intestino limpio, lavadas, secadas y pesadas. Las
lombrices se dejan a 20 + 2 °C (también pueden dejarse a una temperatura
de 24 £ 2 °C, sin que se observe efecto por la temperatura). El control puede
ser suelo artificial sin contaminante o suelo cercano al sitio de recoleccion de
la muestra, que no contenga el contaminante. Se revisa al dia 7 y al dia 14, las
lombrices se sacan, cuentan, lavan, secan y pesan.

EXPRESION DE RESULTADOS

Los datos de concentracién/mortalidad se utilizan para calcular la concentra-
cién letal media o CL,, la cual se puede determinar por el método Probit o
Trimmed-Spearman, segun sea el caso. Para ello, se puede utilizar el software
proporcionado por la USEPA.
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REPORTE DE LA PRUEBA

En el reporte del ensayo debe incluirse la siguiente informacién:

o Los datos del compuesto que se probo

o Las caracteristicas del organismo de prueba, incluyendo la edad, condiciones
de cultivo, fuente de alimento, nimero de lombrices utilizadas por réplica

o Las condiciones de la prueba, asi como cualquier variacion de las condi-

ciones de la misma.

o La preparacion del medio. Esto es, si hay alguna variacion en la forma de
preparacion del suelo artificial o de la muestra de suelo contaminado, asi
como si existe variacion en la cantidad de suelo

+ Los resultados del peso promedio de los organismos al inicio y final de
la prueba. Asi como una descripciéon de cambios fisicos o patoldgicos

observados en los organismos

Figura 14.2. Diagrama de flujo del ensayo de toxicidad aguda con Eisenia andrei

Prueba en papel filtro
(48-72 horas)

Suelo (14 dias)

\ Extraccién de la

Suelo contaminado
4 réplicas por concentracion +
10 lombrices en ¢/u

sustancia problema

Suelo artificial
4 réplicas por concentracién
+ 10 lombrices en c/u

Control: suelo sin contaminante + agua
destilada o deionizada; también se puede
utilizar suelo artificial
4 réplicas + 10 lombrices en c/u

Controles:
1) Suelo artificial + agua destilada o deionizada
2) Suelo artificial + disolvente utilizado
4 réplicas + 10 lombrices en cada uno
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o Los valores de humedad y pH del suelo y control, al inicio y final de la

prueba

 Elmétodo usado para calcular la CL, , incluyendo los datos y resultados
de la prueba. Los valores de mortalidad en el control y en las muestras
tratadas con la sustancia de prueba. La concentraciéon mas alta que no
causa mortalidad y la concentracién mas baja que ocasiona 100% de

mortalidad.

Tabla 14.1. Condiciones recomendadas para las pruebas de toxicidad aguda

con Eisenia andrei

Duracién del bioensayo
Temperatura

Fotoperiodo

Contenedores

Cantidad requerida de muestra de suelo
Cantidad requerida por réplica
Humedad del suelo

Organismo prueba

Edad del organismo

Numero de organismos por réplica
Numero de réplicas

pH del suelo

Régimen de alimentacién
Respuesta a medir
Control positivo

Control negativo

14 dias

20£2°C

24 horas, usando luz ambiental(400 luxes)
Frascos de vidrio

1000 g

200-250g

35-45%

Eisenia andrei

> 2 meses (clitelada)

10

4

5 -9, no realizar la prueba si el rango no es
aceptable

No alimentar durante la prueba
Supervivencia, alteraciones morfoldgicas

2-cloroacetamida

Suelo artificial o suelo blanco no contaminado
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ENSAYO DE CITOTOXICIDAD AGUDA
CON CELOMOCITOS DE LA LOMBRIZ
DE TIERRA EISENIA FOETIDA

Raul Uribe Herndndez

CLASIFICACION DEL ENSAYO: E
PRINCIPIO DE LA PRUEBA

Los organismos vivos integran el efecto tdxico causado por la exposicion a
diferentes xenobioticos o contaminantes, y responden de manera integral en
sus diferentes niveles de organizacién (subcelular, celular, tejidos, 6rganos y
sistemas) al efecto adverso de compuestos o mezclas de ellos. Los bioensayos
proveen una medida mas directa de la toxicidad ambiental relevante en los
sitios contaminados que los andlisis quimicos, ya que integran la respuesta
de los factores ambientales y de los compuestos toxicos.

La citotoxicidad de los compuestos puede ser aborada a través de pruebas
cuyo fundamento es la absorcion de colorantes supravitales. Tal es el caso
de la aplicacion de la prueba de citotoxicidad con Rojo Neutro-50 (Babich y
Borenfreund, 1992). Las pruebas de citotoxicidad con este colorante supra-
vital y modelo biolégico han sido utilizadas ampliamente en la evaluacion de
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diversas sustancias, como los plaguicidas y metales pesados (Reinecke et
al., 2002).

Este ensayo se basa en la deteccion de los daios que producen los compues-
tos toxicos sobre la integridad de la membrana de los lisosomas en las células
y sobre el control del flujo del colorante a través de la misma. La acumulacion
del Rojo Neutro ocurre por entrampamiento de la forma protonada del co-
lorante dentro del ambiente acido del lisosoma o por unién del Rojo Neutro
a cargas acidas fijas, tales como polisacaridos acidos dentro de la matriz del
lisosoma. Como respuesta se observa una disminucidn en la capacidad de las
células para asimilar y retener al colorante Rojo Neutro en el interior de los
lisosomas, la cual es indicadora de la viabilidad celular.

MATERIAL

Cajas Petri de 110 mm; frascos de vidrio con tapén de rosca de 100 mL; je-
ringa desechable de 10 mL; matraces Erlenmeyer de 100 y 250 mL; matraces
Erlenmeyer con tapén de rosca de 50 y 125 mL; micropipetas de 10, 50,500 y
1000 pL; pipetas graduadas de 1,5y 10 mL; pipetas Pasteur; probetas de 50 y
100 mL; tubos con tapén de rosca de 120 mm; tubos de centrifuga de 15 mL
con tapon de rosca; tubos de ensayo de 13 X 100 mm y vasos de precipitados
de 50 y 100 mL.

EqQuiro

Agitador vortex; balanza analitica; cdamara Neubauer; campana de flujo lami-
nar; centrifuga; espectrofotometro de UV-Visible; incubadora hasta 60 °C; mi-
croscopio de contraste de fases; balanza analitica y campana de extraccion.

ReAcCTIVOS

2-Cloroacetamida; dcido acético; Rojo Neutro 50 pg/mL en solucion amorti-
guadora de fosfatos; azul de tripano al 0.4%; dimetilsulféxido (DMSO); etanol
absoluto; formol al 40%; cloruro de calcio; medio RPMI-1640; solucién de
sales LBSS (NaCl 71.5 mM, KClI 4.8 mM, CaCl, 3.8 mM, KH,PO, 0.4 mM,
Na,CO, 4.2 mM, MgSO, 1.1 mM, Na HPO, 0.3 mM), ajustada a pH 7.3.
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ORGANISMOS DE PRUEBA

Como material biologico se emplean celomocitos obtenidos de organismos
adultos de la lombriz de tierra E. foetida con clitelo en la parte anterior del
cuerpo y con peso entre 300 y 600 mg.

PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA
OBTENCION DE LOS CELOMOCITOS

Cada lombriz se lava en una solucién de NaCl al 4% y se coloca sobre pa-
pel filtro humedecido con la misma solucién (figura 15.1). Se le aplica un
masaje suave en los ultimos segmentos de la regién posterior del cuerpo y
posteriormente se coloca en una caja Petri sobre un trozo de hielo, durante
2 minutos.

Se le practica una incision superficial a nivel de la regién abdominal, pos-
terior al segmento donde se encuentra el clitelo. El fluido celémico se extrae
por medio de una pipeta Pasteur y se coloca en tubos de vidrio con 5 mL de
solucién LBSS. Posteriormente, el fluido se lava con solucién LBSS, centrifu-
gando a 2000 rpm a 4 °C durante 10 minutos. Finalmente, el boton celular se
resuspende en 1 mL de solucién LBSS.

Figura 15.1. Lombriz adulta de la especie Eisenia foetida
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CUENTA CELULAR Y DETERMINACION DE LA VIABILIDAD

La suspension celular (0.1 mL) se mezcla en un tubo de ensayo con 0.02 mL
de azul de tripano al 0.4 % y se agita. Después de 3 minutos de reposo, se
colocan 20 pL de la mezcla en la cdmara Neubauer con un cubre objetos so-
brepuesto. Se cuenta el numero de células tefiidas de azul en el cuadrante del
centro y en los cuatro de las orillas. El nimero de células por mL es calculado
multiplicando el promedio de los cuadrantes por el factor de dilucién y por
el volumen de la cdmara (10%). La viabilidad se calcula dividiendo el namero
de células viables entre el total y multiplicado por 100.

R Numero de células no tefiidas
Viabilidad celular = * 100

Numero de células totales

ENSAYO DE CITOTOXICIDAD CON ROjo NEUTRO

En tubos de ensayo se preparan las diluciones de la muestra problema en una
serie logaritmica. En la campana de flujo laminar se adicionan 50 pL de la
suspension celular en cada uno de los tubos y se agregan 1 mL del medio de
cultivo RPMI 1640. Todos los tubos se incuban a 22 °C por 24 horas en una
atmosfera de CO, al 5% (figura 15.2).

La mezcla de cada tubo se centrifuga a 2,500 rpm por 5 minutos para
eliminar los compuestos toxicos. Las células se resuspenden en una solucién
amortiguadora de fosfatos y se vuelven a centrifugar. El boton celular se
resuspende nuevamente en 1 mL de una solucion del colorante Rojo Neutro
(50 ug/mL). Posteriormente, todos los tubos son incubados por 3 horas en
las mismas condiciones descritas anteriormente. El colorante se elimina por
centrifugacion a 2,500 rpm durante 5 minutos y el botén celular se resuspende
rapidamente en una solucién de amortiguadora de fosfatos. A cada tubo sele
agregan 1.3 mL de solucion de dcido acético al 1% y etanol al 50% y se dejan
reposar a temperatura ambiente por 15 minutos.

La absorbancia de las muestras se lee en un espectrofotometro de luz visible
a 540 nm. El porcentaje de viabilidad se calcula con la absorbancia obtenida,
tomando como referencia al testigo con 100 % de viabilidad (Pérez-Zapata et
al., 1998). Se calcula la concentracion letal cincuenta efectuando una regresion
lineal entre las concentraciones y los porcentajes de viabilidad transformados
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Figura 15.2. Preparacion de diluciones para la prueba de citotoxicidad

en celomocitos de lombriz de tierra

a logaritmo. El resumen general de las condiciones de la prueba se presenta
en la tabla 15.1.

Para las pruebas definitivas se utiliza un intervalo de concentraciones mads
reducido (en serie geométrica), seleccionando aquellos tratamientos en los que
se observaron efectos adversos, para insertar entre alguno de ellos este nuevo
intervalo de concentraciones (por ejemplo: 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 %). Se
elabora la curva dosis-respuesta de las diferentes concentraciones siguiendo
el procedimiento descrito anteriormente.

En cada ensayo de debe incluir un control del disolvente agregando a las
muestras, un control positivo con 2-cloroacetamida y un control negativo en
el que se adiciona medio RPMI-1640.

EXPRESION DE RESULTADOS

La prueba de citotoxicidad aguda en celomocitos de lombriz de tierra determi-
na el potencial de toxicidad letal en el cultivo, expresado como la concentra-
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Tabla 15.1. Condiciones recomendadas para las pruebas de citotoxicidad

con celomonitos de lombriz de tierra

Tipo de ensayo In vitro
Temperatura 22+1°C

Calidad de luz Oscuridad
Volumen del recipiente Tubos de 3 0 5 mL
Volumen de la solucién de prueba 1.0 mL

Edad del cultivo usado como in6culo 24 horas
Densidad celular inicial 104 a 105 células/mL
Numero de réplicas Tres

Incubacién Con CO, al 5%
Medio de cultivo RPMI-1640
Factor de dilucién 10

Duracién de la prueba 24 horas
Respuesta evaluada Viabilidad celular
Resultado final CL

50
Viabilidad celular igual 0 >90 % del control
2-cloroacetamida a 35 mg/L

Criterios de aceptacién de la prueba
Control positivo

Fuentes: USEPA, 1996; OECD, 1984

cién letal media (CL,)). Se utiliza el método Probit, también conocido como
método de unidades probabilisticas, para evaluar la relacion dosis-respuesta
de un contaminante sobre un organismo en términos de la CL, y su precision
o intervalo de confianza. Para ello se asigna el valor Probit de tablas corres-
pondiente al porcentaje de mortalidad obtenido para cada concentracion
(Loomis, 1978). Después se efectua una regresion lineal mediante el método
minimos cuadrados, y utilizando los valores obtenidos de la ecuacion de la
recta se calcula la CL, , considerando el valor de la “y” a la mitad del numero
de individuos utilizados en cada lote o tratamiento. Finalmente se calcula el
intervalo de confianza al 95% por medio de la desviacion estandar y el valor
de tablas del estadistico de “t” de student.
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ENSAYO DE GENOTOXICIDAD CON LA
LOMBRIZ DE TIERRA EISENIA ANDREI

Diana Corona Vadillo, Silke Cram Heydrich
y Emilio Rojas del Castillo

CLASIFICACION DEL ENSAYO: E
PRINCIPIO DE LA PRUEBA

En este ensayo se presenta una prueba para la evaluacion genotoxica utilizando
lombrices composteras como organismos de prueba; asi como una estrategia
para la caracterizacion ecotoxicoldgica de suelos contaminados.

Los métodos de pruebas estandarizadas para la evaluacion de compuestos
toxicos en suelos se han desarrollado desde los ailos 80 y muchos de ellos se
han basado en la prueba desarrollada en 1984 por la Organizacion para la
Cooperacion Econdémica y Desarrollo (OECD) (Jansch et al., 2005; Callahan,
2006). Dentro de estos trabajos, los organismos de prueba que mas se han
utilizado para evaluar efectos agudos y cronicos de los compuestos toxicos en
suelos son: lombrices, enquitreidos (nematodos), colémbolos (cochinillas) y
acaros predadores. De igual forma, se ha propuesto la caracterizacion ecotoxi-
coldgica de suelos basada en la evaluacion de los efectos de los compuestos
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toxicos sobre diferentes niveles tréficos, en donde se recomienda utilizar un
organismo detritivoro, un productor, un consumidor primario y un consu-
midor secundario (ISO, 2001).

Se considera que las lombrices son organismos de prueba ttiles para mo-
nitorear la toxicidad que provocan varios compuestos o xenobioticos (Fent,
1996), incluyendo metales pesados, plaguicidas, contaminantes organicos,
mezclas complejas y desconocidas de contaminantes en suelos (Edwards y
Bohlen, 1996; Callahan, 2006).

Las especies de lombriz comunmente utilizadas son Eisenia fetida Savigny,
1826 y Eisenia andrei Bouché, 1972. Estas son lombrices composteras que re-
quieren un alto contenido de materia organica, son de facil manejo y crianza
y actualmente son cosmopolitas. Los efectos causados por compuestos en E.
fetida y E. andrei, son relativamente bien conocidos, dado que se han reali-
zado pruebas con estas lombrices por mds de dos décadas para el registro de
productos para proteccion de las plantas (PPPs) (Jansch et al., 2005).

Existen especies nativas de lombrices en campo como Lumbricus terrestris,
L. rubellus o Aporrectodea longa que, por la dificultad de su cultivo, manejo
y variabilidad de respuesta, son utilizadas en menor proporcién que las
lombrices composteras (Jansch et al., 2005). Por tanto, E. fetida y E. andrei
se convirtieron en invertebrados detritivoros modelo para evaluar efectos de
xenobiodticos en suelos (Spurgeon et al., 2003).

El suelo artificial (20% arcilla, 10% turba, 68% arena, 0-2% CaCOS) esel
sustrato de preferencia en las pruebas de toxicidad de suelos, principalmente
por razones de estandarizaciéon y comparacion de las metodologias emplea-
das (OECD, 1984; USEPA, 1996; ISO, 2001). Sin embargo, esta aproximacion
hoy en dia no es suficiente, ya que es dificil extrapolar los resultados obte-
nidos en pruebas con suelo artificial en laboratorio hacia situaciones reales
en campo, en donde los suelos difieren en términos de textura, estructura,
caracteristicas quimicas y por ende en su funcionamiento.

La tendencia actual es tratar de utilizar suelos control negativos no con-
taminados en campo, provenientes de una zona similar a la de estudio de
donde se obtienen los suelos contaminados o muestras problema. En caso de
no ubicar un suelo control negativo en campo, puede optarse por el uso de
suelo comercial no contaminado 6 un suelo artificial, para entonces llevar a
cabo la caracterizacion ecotoxicoldgica.

En la prueba que a continuacion se detalla las respuestas que se evaluan
son: la mortalidad, el comportamiento de los organismos y el dafio al acido
desoxiribonucléico (fragmentacién al ADN) que muestren las células del
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sistema inmune de la lombriz (celomocitos). Este ultimo es un indicador de
la presencia de sustancias genotoxicas en los suelos (Salagovic et al., 1996;
Cotelle y Férard, 1999), tales como hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAP) (Martin et al., 2005), plaguicidas (Zang et al., 2000) y algunos metales
pesados (Reinecke y Reinecke, 2004) (figura 16.1).

Figura 16.1. Metodologia general del ensayo de toxicidad aguda con lombriz compostera
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PRINCIPIO DE LA TECNICA DEL ENSAYO COMETA

El ensayo cometa, también conocido como electroforesis en gel de una sola
célula, es capaz de estimar el aumento en el nivel de fragmentaciones en la
molécula de ADN (1 x 10" Da) (Gadik et al., 1992) de células eucaridticas
individuales de cualquier organismo, como resultado de la exposicion a
sustancias genotdxicas (agentes alquilantes o intercalantes), radiaciones UV
y dano oxidativo (Steinert et al., 1998 a y b; Cotelle y Férard, 1999; Collins,
2004). Este ensayo se ha probado en organismos tales como plantas de frijol
ancho (Vicia faba), poliquetos (Nereis virens), lombrices (E. fetida), mejillones
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(Mytilus edulis), ostiones (Crasostrea virginica), peces (Onchorynchus mykiss),
ranas (Rana clamitans), ratas y ratones (Cotelle y Férard, 1999). El ensayo ini-
cialmente fue desarrollado para llevarse a cabo en células de mamiferos (ratas),
enfocado hacia toxicologia humana (Singh et al., 1988; Collins, 2004).

En esta técnica se puede observar claramente un efecto dosis-respuesta,
inclusive en la presencia de niveles bajos de genotéxicos en el ambiente (Mit-
chelmore y Chipman, 1998; Rojas et al., 1999) y tiene la capacidad de medir el
dafio acumulativo al ADN causado por la mezcla de contaminantes genotoxicos
a los cuales se ven expuestos los organismos (Rajaguru et al., 2003). El ensayo
cometa se basa en el hecho de que el ADN en condiciones normales se encuentra
enrollado en el nucleo, mientras que al estar dafiado o roto y ser sometido a
un campo electromagnético, éste migrara mas que un ADN sin dafio. En con-
diciones alcalinas la técnica es capaz de evidenciar rompimientos de una sola
hebra, sitios retardados de reparacioén vy sitios alcali labiles; mientras que a un
pH neutro, la técnica es capaz de evaluar rompimientos de doble hebra en el
ADN. Laimagen que se puede observar después de exponer las muestras a una
electroforesis asemeja a un cometa, en donde la cabeza representa el ADN sin
dafiar, mientras que la cola del mismo es el ADN danado o fragmentado.

Es un método que bien puede ser utilizado rutinariamente en células ob-
tenidas de organismos en laboratorio o in situ, debido a su sencillez y rapidez
(Wilson et al., 1998). De hecho, es un método que ya se utiliza para probar la
genotoxicidad de nuevos compuestos antes de ser liberados al mercado, para
detectar la presencia de contaminantes genotoxicos en el ambiente (Steinert
et al., 1998 a y b; Cotelle y Férard, 1999; Avishai et al., 2002; PEEIR, 2004),
para el biomonitoreo humano y la epidemiologia molecular (Wojewddzka et
al., 1999), asi como para investigacion basica del dafio al ADN y sus sistemas
de reparacién (Mitchelmore y Chipman, 1998).

INFRAESTRUCTURA EN EL LABORATORIO
PARA EL CULTIVO Y MANTENIMIENTO DE ORGANISMOS
Mueble incubadora o un cuarto con temperatura e iluminacién controlada.
PARA EL ENSAYO COMETA

Cuarto oscuro y con iluminacién amarilla (para evitar dafar las células) para
la observacién al microscopio de fluorescencia y manejo de células. Este cuarto
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debe estar apartado, para controlar la contaminacién con bromuro de etidio
de otros espacios y materiales dentro del laboratorio.

PARA PROCESAR MATERIAL CONTAMINADO

Area exclusiva para limpiar material con residuos de compuestos téxicos y
evitar contaminacion de otros materiales.

MATERIAL

Materiales generales (los instrumentos marcados con un * son utiles para la
extraccion de células y el ensayo cometa): micropipetas de 1-5 mL (2 unidades),
100-1000 pL (1 unidad), 20-200 uL (2 unidades), 0.5-10 pL (2 unidades)*;
puntas para micropipetas de 1-5 mL, 100-1000 pL, 20-200 pL y 0.5-10 pL*;
vasos de precipitado; picetas; pinzas de metal de punta chata*; termdmetros;
charolas rectangulares de preferencia de aluminio; algodén; guantes de latex;
guantes de nitrilo y escurridor de laminillas.

EqQuiro

Centrifuga refrigerada (4 °C, 3,000 g); plancha con agitacién; potenciéme-
tro; potenciémetro para suelos; autoclave; camaras de electroforesis (chica
o mediana), libres de bromuro de etidio; camara dptica o digital adecuada
para el microscopio; fuente de poder; bafio maria o Termoblock; deionizador
de agua (mOsm); refrigerador; balanza (mg); microscopio de fluorescencia
(con objetivos10X, 20X, 40X, 60X); filtro para microscopio de fluorescencia
y computadora conectada al microscopio.

El filtro empleado en el microscopio debe dejar pasar una longitud de
onda de 600-660 nm, en la cual se puede detectar el color rojo que emite el
bromuro de etidio. El filtro debe tener las siguientes indicaciones: excitacion
(EX) 528-553 nm, dicroico (DM) 565 nm y emisién (BA) 600-660 nm.

Existen numerosos paquetes de computo que registran los parametros
de fluorescencia para medir las imagenes de los cometas (por ejemplo Scion
Image program, Komet 3.0-5.0 (Kinetic Imaging), VisComet Imaging). Algu-
nos de estos paquetes en ocasiones se encuentran disponibles en internet en
la pagina de los Institutos Nacionales de Salud de Estados Unidos (National
Institutes of Health-NIH) (http://www.ks.uiuc.edu/Development/biosoftdb/,
http://www.comet.itrcindia.org/downloads.htm).
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Sino se cuenta con un programa para la computadora, es posible realizar
los conteos de los cometas visualmente en el microscopio de fluorescencia. No
existen diferencias significativas entre el analisis de imagenes en computadora
y el conteo visual (Collins, 2004).

PARA EL CULTIVO Y MANTENIMIENTO DE LOS ORGANISMOS

Recipientes de cultivo: contenedores de polietileno rectangulares (50x39x 13
cm), 3 para el cultivo de lombrices y 1 para transportar el estiércol; anotador
de datos (Datalogger) para registrar las condiciones de humedad ambiental,
luminosidad, temperatura ambiental y de la composta (max/min); contador
de tiempo; papel estraza; toallas de papel; cuchara o pala de madera; tela de
malla, con ancho de malla pequeiio; silicon y segueta.

PARA LA EXTRACCION DE CELULAS
Viales de vidrio o de polietileno que tengan capacidad para 6 ml, con tapa
de rosca de plastico; cajas de Petri (5 minimo); hielera; hielo molido; ligas y
tubos de centrifuga de polietileno (15 mL, 3,000 g, estériles).

PARA LA PRUEBA
Recipientes de prueba: contenedores de vidrio de 900 mL. La cantidad de
recipientes se define a partir del disefio experimental, con un minimo de 12
a 15 contendores.

PARA EL ENSAYO COMETA
Porta objetos con un borde esmerilado (76 x 26 mm/31 pulgadas); cubre ob-
jetos (24 x 50 mm); vasos Coplin de polietileno opaco con capacidad para 10
laminillas con tapa de rosca; camara Neubauer o hemocitémetro; vortex; caja
para colocar laminillas; tubos Eppendorf; rack para tubos Eppendorf; reloj de
tiempos multiples y contador multiple (minutos, 6 teclas).

PARA EL MANEJO DE RESIDUOS

Envases de vidrio de preferencia de un galén y cubetas con tapa.
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ReAcCTIVOS

Generales (los reactivos marcados con * son ttiles para la extraccion de cé-
lulas y ensayo cometa; ** para el ensayo cometa y los bioensayos; *** para los
bioensayos): etanol al 100 % (J.T. Baker o Sigma Aldrich)*; acetona (Reactivo
analitico) (J.T. Baker o Sigma Aldrich)***; agua deionizada 18 mQ/destilada;
solucién salina amortiguadora de fosfato - PBS 10X; cloruro de sodio (NaCl)
(J.T. Baker o Sigma Aldrich); fosfato de potasio (KH,PO,) (J.T. Baker o Sigma
Aldrich); cloruro de potasio (KCI) (J.T. Baker o Sigma Aldrich); fosfato de
sodio dibasico (Na,HPO,) (].T. Baker o Sigma Aldrich); dimetil sulféxido
(DMSO) (Sigma Aldrich)**; hidréxido de sodio (NaOH) (].T. Baker o Sigma
Aldrich)*; acido clorhidrico (HCI) (J.T. Baker o Sigma Aldrich)*.

PARA LA EXTRACCION DE CELULAS

Acido etilendiaminotetracético (EDTA) (C,,H,,N,O,Na,)) (Sigma Aldrich);
sulfato de magnesio (MgSO,) (J.T. Baker o Sigma Alrdich); fosfato de sodio
monobdsico (NaH,PO,) (].T. Baker o Sigma Aldrich); bicarbonato de sodio
(NaHCO,) (].T. Baker o Sigma Aldrich) y agente mucolitico guaiacol gliceril

éter (GGE) (Sigma Aldrich).
PARA EL ENSAYO COMETA

Hidréxido de sodio 10N; EDTA disédico 200 mM, pH 10; Tris-Base (Sigma
Aldrich) 0.4 M, pH 7.5; triton X-100 (Sigma Aldrich); agarosa regular (Sigma
Aldrich); agarosa de bajo punto de fusién (LMA) (Sigma Aldrich); bromuro de
etidio (20 mg/mL) (Sigma Aldrich). Opcionalmente se puede usar yoduro de
propidio (2.5 mg/mL) o Hoechst 33258 (0.5 mg/mL) (Collins, 2004); peréxido
de hidrogeno (H,O,) comercial y azul de tripano al 0.04 % (Sigma Aldrich).

PARA LA LIMPIEZA DE ENVASES

Acido nitricoal 2 % (HNO,) (Fluca reactivo analitico al 65 %) y jabon Extran
(Merck).
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PREPARACION DE SOLUCIONES
PARA EL LAVADO DE MATERIAL
Solucién de dcido nitrico al 2 %

Disolver el acido nitrico en el agua destilada, de acuerdo ala cantidad que se requie-
ra para lavar el material. En un recipiente de plastico se deja remojando el material
durante 24 horas o una noche como minimo, posteriormente se seca en estufa a
40 °C. El material debe conservarse a temperatura ambiente (aproximadamente
25 °C) y tapado con papel de estraza por un tiempo maximo de un mes.

Reactivos Volumen de la solucién
(1L) (5L)

HNO3 30.76 mL 153.8 mL

H,0 destilada/desionizada 969.24 mL 4.846 mL

PARA LA EXTRACCION DE CELOMOCITOS

Reactivos Volumen de la solucion
(1L)

NaCl 80¢g

KCl 2g

Na,HPO, l44¢

KH,PO, 24

H,0 destilada/desionizada 800 mL

Solucién salina amortiguadora de fosfato - PBS 10X

Disolver todos los reactivos, ajustar el pH a 7.4 con HCl antes de aforar a 1
L con agua destilada/deionizada 18 mQ. Esta solucién debe esterilizarse en
autoclave por 20 minutos y mantenerse a temperatura ambiente. El tiempo
maximo de conservacion es de un mes.
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Solucién salina amortiguadora de fosfato - PBS 1X (libre de calcio y

magnesio)
Reactivos Volumen de la solucion
(1L)
Solucién PBS 10X 100 mL
H,O destilada/desionizada 900 mL

Diluir la solucién de PBS 10X con agua destilada/deionizada 18m¢2 en una pro-
porcion 1:10. Para preparar 1 L de solucién PBS 1X, tomar 100 mL de la solucion
PBS 10X yaforar con 900 mL de agua destilada/deionizadal8 m€2. Una alicuota de
la solucion PBS 1X se mantiene en refrigeracion (4 °C), el resto se puede mantener
a temperatura ambiente. El tiempo méximo de conservacién es de 1 mes.

Solucién salina balanceada lumbricus - LBSS (ajustada a 300

mOsm)
Reactivos Volumen de la soluciéon Concentracion final
(11) (mM)

NaCl 418¢g 71.5

KCl 036g 48

MgSO, 0.13241g 1.1

KH PO, 0.054 g 0.4
NaH,PO, 0.046 g 0.3
NaHCO, 0.353 g 42

Preparar esta solucion con la ayuda de un agitador magnético a temperatura
ambiente con agua destilada/deionizada a 18 m€Q. Ajustar el pH a 7.4 con
NaOH 1 M antes de aforar la solucién a 1 L. Una vez preparada debe man-
tenerse en refrigeracion (4 °C) por un tiempo maximo de un mes. Antes de
su uso, una parte de la solucién (50 mL) debe sacarse del refrigerador para
alcanzar la temperatura ambiente.
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Solucién salina

Reactivos Volumen de la solucion
(100 mL)

NaCl 0.85g

H,0O destilada/desionizada 100 mL

Disolver el reactivo en agua destilada/deionizada 18 mQ y aforar a 100 mL.
Conservar a temperatura ambiente por un tiempo méximo de un mes.

Solucién de extrusién con etanol

Reactivos Volumen de la solucion ~ Concentraciéon
(250 mL) final
Etanol 12 mL (etanol al 100%) 5%
Solucion salina (0.85 g NaCl 212¢g 95%
en 100 ml H,0)
EDTA 625 mg 2.5 mg/mL
GGE 25¢g 10 mg/mL

Antes de colocar el etanol en la solucién, es indispensable disolver los demas
reactivos en agua destilada/deionizada 18 m€2, incluyendo al agente mucolitico
guaicol glicerol éter-GGE. Se debe tapar y calentar la solucioén entre 80-90
°C; una vez disueltos los reactivos enfriar gradualmente la solucién con agua
corriente de la llave. Es importante que no se agite, ni se mueva excesivamente
la solucion, debido a que se precipitan los reactivos y se tendrian que disol-
ver nuevamente. Una vez que la solucion alcanza la temperatura ambiente,
se le agrega el etanol al 100 %. Posteriormente, se debe ajustar el pH a 7.3
con NaOH 1 M, antes de aforar la solucién a 250 mL. Para ajustar el pH es
necesario agitar muy lentamente la solucion para evitar la precipitacién de
los reactivos disueltos. Una vez preparada debe mantenerse en refrigeracion
(4 ° C) por un tiempo maximo de 1 mes.
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PARA EL ENSAYO COMETA

Los reactivos marcados con un * deben ser preparados inmediatamente antes
de su uso.

Solucién de hidréxido de sodio 10 N

Reactivos Volumen de la soluciéon
(500 mL) (1L)
NaOH 200 g 400 g

Disolver el reactivo en agua destilada/deionizada 18 mQ y aforar al volumen
deseado. Esta solucion se debe almacenar a temperatura ambiente en frasco
ambar por un tiempo maximo de 2 semanas.

Solucién de neutralizaciéon Tris-base 0.4 M, pH 7.5

Reactivos Volumen de la solucion (1 L)

Tris-base 485¢
H,0 destilada/desionizada 18 m€2 800 mL

Disolver el reactivo en el agua destilada/deionizada 18 m€3, ajustar el pH a 7.5
con HCI concentrado antes de aforar a 1 L. Esta solucion debe almacenarse a
temperatura ambiente en frasco dmbar por un tiempo maximo de 2 semanas.

Soluciéon madre de lisis

Reactivos Volumen de la solucion
(500 mL) (1L)

NaCl 1461g  73.05g
EDTA disddico 186¢g 372¢g
Tris-base 06g 12¢g

Disolver los reactivos en agua destilada/deionizada 18 m€3, ajustar el pH a 10
con aproximadamente 12 g de NaOH en hojuelas y aforar a 1 L. Esta solucién
se debe almacenar en un envase de vidrio dmbar a temperatura ambiente por
un tiempo maximo de 2 semanas.
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Solucién de lisis para vaso Coplin (Képlin)*

Reactivos Volumen para un vaso Coplin
(49.4 mL)

Solucién Madre de Lisis pH 10 45 mL
DMSO 4mL
Triton X-100 400 pL

Se debe preparar la siguiente cantidad de solucién por cada vaso, los cuales
tienen una capacidad de 10 a 12 laminillas. Mezclar con cuidado todos los
reactivos ya que se produce una reacciéon exergonica. Antes de colocar las
laminillas en la solucion, ésta se debe enfriar 4 °C, por lo menos 20 minutos
antes de su uso. Se recomienda usar vasos Coplin de un material opaco (plas-
tico) o cubrirlos con papel aluminio, para proteger las muestras de la luz. La
cantidad de solucion que se prepare depende del numero de laminillas que se
vayan a procesar. Cuando se requieran varios vasos Coplin, se puede preparar
el total de solucién madre de lisis para vaso Coplin y posteriormente colocarla
en cada vaso, verificando de antemano que el pH sea de 10.

Solucién EDTA disédico 200 Mm, pH 10

Reactivos Volumen de la
solucioén (1 L)

EDTA disédico 744 ¢
H,O destilada/desionizada (18mQ)) 1L

Disolver el reactivo en agua destilada/deionizada 18m¢Q, ajustar el pH a 10 con
NaOH 1M antes de aforar la solucién a 1 L. Esta solucién se debe almacenar
a temperatura ambiente por tiempo maximo de 2 semanas.

Solucién de desenrollamiento y electroforesis*

Agregar los reactivos y aforar con agua destilada/deionizada 18 mQ. Es nece-
sario utilizar solucion nueva con cada corrida de la electroforesis.
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Reactivos Volumen de la solucion
Cémara chica Cémara grande
(~15 laminillas) (1 L) (~24 laminillas) (1.5 L)

NaOH 10 N 30 mL 45 mL
EDTA 200 mM, pH 10 5mL 7.5 mL

Solucién de agarosa regular al 0.5 %

Reactivos Volumen de la soluciéon
(25 mL)
Agarosa regular 125 mg

Para preparar la agarosa se debe utilizar agua destilada/deionizada 18 mQ.
Los viales en los que se guarde deberdn ser previamente esterilizados. La
agarosa se disuelve calentandola, ya sea en un horno de microondas durante
20 segundos, sobre una plancha a bafio Maria o en un Termoblock subiendo
la temperatura a 90 ° C y posteriormente manteniéndola a 37 °C. La solucién
que no se emplee de inmediato debe conservarse en refrigeracion (4 °C) por
un tiempo maximo de un mes.

Solucién de agarosa de bajo punto de fusion al 0.5 % - LMA

Reactivos Volumen de la
solucion (25 mL)

Agarosa de bajo punto de fusion 125 mg

Para preparar la agarosa se debe utilizar agua destilada/deionizada 18
mQ. Los viales en los que se guarde deberan ser previamente esterilizados. La
agarosa se disuelve calentandola, ya sea en un horno de microondas durante
20 segundos, sobre una plancha a bafio Maria o en un Termoblock subiendo
la temperatura a 90 °C y posteriormente manteniéndola a 37 °C. La solucién
que no se emplee de inmediato debe conservarse en refrigeracion (4 °C) por
un tiempo maximo de un mes.
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Preparacion de laminillas

A una laminilla esmerilada se le agregan 150 pL de agarosa regular al 0.5%
por el lado sin esmeril y con el dedo limpio se cubre inmediatamente toda la
superficie. Las laminillas se dejan secar en forma horizontal en un horno a

40 °C durante 15 minutos minimo. (figura 16.2).

Figura 16.2. Preparacion de laminillas para el ensayo cometa con células de lombriz
(Tomado de Rojas et al., 1999)
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PARA VIABILIDAD CELULAR
Solucién de azul de tripano al 0.4 % (10X)
Disolver el reactivo en agua destilada/deionizada 18 mQ y guardar a tem-

peratura ambiente en un tubo Eppendorf de 1.5 mL por un tiempo maximo
de un mes.

Reactivos Volumen de la solucién
(1 mL)
Azul de tripano 0.004 g

Solucién de trabajo de azul de tripano

Reactivos Volumen de la solucién
(1 mL)

Azul de tripano al 0.4% 20 uL

Solucion PBS 1X 980 uL

Para preparar esta solucion sélo deben mezclarse bien los reactivos. Esta
solucion debe usarse de inmedito y no almacenarse.

Solucion de bromuro de etidio 1X (20 mg/mL)

Reactivos Volumen de la solucion
(50 mL)

Bromuro de etidio 0.0lg

H,0O destilada/desionozada 18 mQ 50 mL

Disolver el reactivo en el agua destilada /desionizadal8 m€2. Esta solucién se
debe almacenar en un frasco dambar, a temperatura ambiente y apartado de
los demas reactivos, por un tiempo maximo de un mes.
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Solucion de jabén Extran al 2%

Reactivos Volumen de la solucion
(50 mL)

Extran 20 mL

H,O destilada/desionozada 18 mQ 880 mL

Para preparar esta solucion sélo deben mezclarse los reactivos.
ORGANISMO DE PRUEBA
ORIGEN DE LOS ORGANISMOS DE PRUEBA

Los organismos pueden conseguirse comercialmente donde se produce lom-
bricomposta o puede obtenerse pie de cria y cultivarse en el laboratorio. Es
muy importante que los organismos sean correctamente identificados con
una clave taxonémica, para ello puede consultarse Blakemore (2002). En
caso de no poder hacerlo con claves taxondmicas sera necesario contactar a
un taxénomo.

CULTIVO Y MANTENIMIENTO DE LOS ORGANISMOS
Recipientes

Los recipientes de cultivo deben tener tapas que permitan la aireacion, para
lo cual se les hace un corte rectangular con una segueta. La abertura se cubre
con tela de malla pegada con silicon. De esta manera, la tapa permite el paso
del aire y de la luz.

Se recomienda colocar en cada recipiente una densidad de aproximada-
mente 1,000 a 1,500 individuos.

Medio de cultivo

El suelo preparado para el mantenimiento de los organismos debe contener:
28% de tierra preparada para macetas (mezcla de tierra de hoja, tierra de
monte y musgo), sin plaguicidas, envasada comercialmente; 20% de estiércol
de caballo (no medicado) seco o pasteurizado; 20% de musgo; 30% de bagazo
de zanahoriay 2% de CaCO,. Paralos bioensayos se puede preparar opcional-
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mente suelo artificial con la siguiente composicion (en peso seco): 20% arcilla,
10% turba, 68% arena, 2% de CaCO, (OECD, 1984; USEPA, 1996).

PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO
Obtencién de estiércol fresco

El estiércol debe provenir de preferencia de caballos; sin embargo, también
puede usarse estiércol de puerco, borrego, vaca, etc., dependiendo de lo que
se tenga a la mano. En cualquier caso el estiércol debe provenir de animales
que no estén medicados y no estar contaminado con orina.

Al obtener el estiércol, éste se debe mantener en refrigeracion por lo
menos una noche para bajar la actividad bacteriana que se encuentra desinte-
grando la materia orgdnica y liberando nitrégeno del estiércol. Transcurrida
la noche, el estiércol debe limpiarse de cualquier residuo que pueda traer,
como aserrin colocado en las caballerizas. Si se va dejar secar se deja directo
al sol o en estufa a una temperatura entre 25 y 30 °C. El tiempo de secado
dependera de la cantidad a secar, generalmente se requieren 12 horas. Si se
va a utilizar el estiércol fresco debe sujetarse a un proceso de pasteurizacion.
Para ello, se envuelve en una tela de malla para colocarlo dentro de una au-
toclave abierta a una temperatura de 70 °C durante 3 minutos, este tiempo
es suficiente para destruir organismos patégenos. Durante este proceso debe
monitorearse que la temperatura no suba mas alla de los 70 ° C. Al trans-
currir los 3 minutos, se saca inmediatamente el estiércol y se coloca en un
envase con hielo, para bajar la temperatura, durante 5 minutos. Finalmente,
el estiércol se guarda en un envase y se mantiene en refrigeracion. Previo a
su uso se saca del refrigerador hasta que alcance la temperatura ambiente
para asi deshacerlo en moronas.

En uno de los contenedores rectangulares se mezclan todos los componen-
tes del medio de cultivo, ajustando las proporciones de acuerdo a la cantidad
de mezcla a preparar. Esta mezcla se homogeniza y se coloca en los contene-
dores con las lombrices. Se humedece adecuadamente con agua deionizada o
destilada, de tal manera que no se sobrepase la capacidad de campo del suelo
(no agregar agua hasta que se forme lodo y evitar agregar muy poca agua).
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EVALUACION DE AUSENCIA DE EFECTOS SOBRE LOS
ORGANISMOS

Los organismos se deben encontrar dentro del suelo formando galerias y tu-
rriculos o pedazos de suelo en forma de pequenos churros, los cuales son los
residuos que los organismos liberan al terminar de alimentarse. Asi mismo,
las lombrices deben mantener una coloracion rojiza y ser renuentes al tacto.

CARACTERISTICAS DE LOS ORGANISMOS PARA INICIAR EL
CULTIVO O LA PRUEBA

Los organismos al inicio de la prueba deben ser adultos, por lo menos de
dos a tres meses de edad y con el clitelo bien formado (OECD, 1984; USEPA,
1996) (figura 16.3). El clitelo es un anillo de mayor grosor que el resto del
cuerpo, presente en el tercio anterior, que alberga juntos a los dos 6rganos
reproductores de las lombrices. El peso individual de cada lombriz debe estar
dentro del intervalo de 300-600 mg.

CONDICIONES DEL CULTIVO

Temperatura de 25 + 3 °C; fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad.
Opcionalmente se pueden usar 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. Intensi-

Figura 16.3. Clitelo de una lombriz compostera adulta
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dad luminosa de 400 a 800 luxes. Humedad relativa entre 80 a 85% de humedad
atmosférica. Esto se puede lograr colocando recipientes abiertos con agua cerca
de los contenedores de cultivo. Humedad en el suelo del 35% y pH de 6.5 £ 5.

ALIMENTACION

Cada semana o cada semana y media se debe preparar nuevo medio de cultivo
como alimento. La mezcla nueva se agrega al cultivo, revolviendo con mucho
cuidado y agregando agua para humedecer el sustrato. El estiércol puede ser
conservado en refrigeracién por un tiempo maximo de un mes.

MODO DE TRANSFERENCIA O MANEJO DE ORGANISMOS

Las lombrices se mantienen en las capas mds cercanas a la superficie entre
los 2 y los 20 cm de profundidad del nivel de la materia orgénica, por ello se
requieren preferentemente recipientes rectangulares de poca profundidad. La
mejor manera de mantener una poblacidn activa, en constante crecimiento
y continua reproduccion, es dividiendo sistematicamente la poblacién cada
mes o cada mes y medio, transfiriéndola de uno de los recipientes y colocan-
dola en el doble de la superficie original. En un periodo de 3 a 4 meses, en
condiciones favorables, se pueden alcanzar reproducciones de hasta 8 veces
el valor de la cantidad inicial de lombrices (Capistran et al., 2001). Con ayuda
de los anotadores de datos (Datalogger) se pueden monitorear diariamente
las condiciones de temperatura, luminosidad y humedad atmosférica en las
que se desarrolla la poblacion.

COMPUESTO TOXICO DE REFERENCIA PARA EL CONTROL DEL
CULTIVO

Dentro de la evaluacién genotdxica en lombrices composteras expuestas a
suelos contaminados con hidrocarburos aun se encuentra en desarrollo la
busqueda del compuesto téxico de referencia; sin embargo, existen evidencias de
que el Benzo[a] pireno a una concentracion de 0.1 ppm es capaz de producir
dafios genotoxicos en los celomocitos de lombriz A. longa después de 7 dias
de exposicion de los organismos a este contaminante (Martin et al., 2005). En
general la USEPA (1996) y la OECD (1984) sugieren utilizar cloracetamida
como compuesto toxico de referencia para los bioensayos donde se evalia
mortalidad, mds no para evaluar una respuesta genotoxica en las lombrices.



252  ENSAYOS PARA SUELOS

PROCEDIMIENTO DE PRUEBA
PREPARACION DEL MATERIAL ANTES DE LA PRUEBA
Lavado de cristaleria y otros instrumentos generales

Ellavado de material y cristaleria debe hacerse con solucién de jabén Extran
al 2%. Para ello se debe limpiar y enjabonar muy bien el material y cristaleria,
enjuagar 4 veces con agua corriente y posteriormente enjuagar como minimo
2 veces con agua destilada/deionizada (18 mQ). El material y cristaleria se
deja secar en estufa a una temperatura aproximada de 40 °C. Finalmente se
tapan los envases con papel aluminio.

Preparacion de material para extraccion de células y ensayo cometa

Una vez secos los tubos Eppendorf, tubos de centrifuga, viales, puntas para
micropipetas y tapas, todos deben ser enjuagados con alcohol al 70%. Las
puntas para micropipetas y tubos Eppendorf deben colocarse en envases de
vidrio tapados con papel estraza. Los viales de vidrio o tubos de polietileno
deben envolverse en papel estraza para esterilizarse.

Lavado de los envases para los bioensayos
Los envases de vidrio para los bioensayos, una vez lavados como anteriormente
se indica, deben remojarse en la solucién de acido nitrico al 2 % durante 24
horas. Posteriormente, se dejan secar en estufa a 40 °C y se tapan con papel
aluminio. Estos envases no pueden ser manipulados por dentro con ningtin
material de plastico, sélo vidrio o metal.

Esterilizacién del material

El material se esteriliza envuelto en aluminio dentro de una autoclave durante
20 minutos.

Calibracion de equipos

Antes de comenzar los bioensayos debe verificarse que la centrifuga enfrie
hasta 4 °C, alcance a centrifugar a una velocidad de 3000 g y que los tubos
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de polietileno de centrifuga soporten la velocidad maxima que se maneja en
la técnica (3,000 g).

Preparacion de las muestras

Antes de procesar los suelos, se debe conocer la humedad a capacidad de campo
(Reya, 1996), para asi poder conocer a cuantos mL equivale el 35 % de agua
para cada suelo problema. Para ello se debe tomar una muestra de suelo de
aproximadamente 60 g y colocar en una maceta o vaso desechable con per-
foraciones en la base, evitando pérdidas de suelo. Posteriormente, se afiade
agua hasta que el suelo se humedezca completamente y se deja drenar el agua
sobrante. Se deja reposar 2 a 3 dias para continuar con el procedimiento.

En un crisol previamente tarado se colocan 10 g de muestra del suelo, de
preferencia no tomada de la superficie, y se pesa. Este proceso se realiza por
triplicado. Los crisoles se colocan en la estufa a 105 °C, por lo menos 24 horas.
Posteriormente, se vuelven a pesar los crisoles con suelo. Con los valores de
peso inicial y final se calcula el porcentaje de humedad a capacidad de campo
(% HCC), de la siguiente manera:

o HCC Peso humedo - Peso seco 100
) = X
Peso seco

Del resultado de la resta del peso hiimedo con el peso seco, se obtiene la can-
tidad de agua disponible en el suelo, por lo tanto al hacer una regla de tres entre
la cantidad de agua en el suelo y el 35% requerido en 100 g, se obtiene la cantidad
de agua requerida para cualquiera que sea la cantidad de suelo a utilizar.

Para los bioensayos debe utilizarse 200 g de suelos por envase para cada
tratamiento, los cuales se colocan en los envases de vidrio de 900 mL previa-
mente lavados. Cada tratamiento se realiza minimo por triplicado, pero se
recomienda hacerlo por cuadruplicado.

Las muestras problema pueden almacenarse por un tiempo indefinido
mientras el suelo se encuentre seco, siempre y cuando no contenga con-
taminantes voldtiles cuyos efectos se quieran evaluar. El secado del suelo
puede hacerse a la sombra a temperatura ambiente (25 °C), protegiéndolo de
cualquier inclemencia del tiempo por un periodo maximo de una semana.
También es posible secar el suelo en una estufa a 35 °C, el tiempo de secado
depende de la cantidad de suelo a secar.
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Antes de realizar los bioensayos deben determinarse los parametros fisico-
quimicos iniciales del suelo, incluyendo la materia organica, granulometriay
pH. Paralos suelos contaminados con hidrocarburos se recomienda determi-
nar las concentraciones de los 16 HAP considerados prioritarios por la USEPA
(naftaleno (Nap), acenaftileno (Acv), acenafteno (Ace), fluoreno (Flu), antrace-
no (Ant), fenantreno (Phe), fluoranteno (Fla), pireno (Pvr), benzo[a]antraceno
(BaA), criseno (Crv), benzo[b]fluoranteno (BbF), benzo[k]fluoranteno (BkF),
benzo[a]pireno (BaP), dibenzo[a,h]antraceno (DahA), benzo[g,h,i]perileno
(BghiP) e indeno[1,2,3-cd]pireno (Ind)).

SUELOS A UTILIZAR
Suelo control negativo

Es un suelo libre de contaminantes que es necesario para evaluar la aceptabi-
lidad de la prueba (Burton et al., 2003). Este suelo puede ser una sola opcion
de las siguientes: 1) un suelo comercial sin contaminantes, 2) un suelo de
campo no contaminado proveniente de una zona alterna y similar al drea de
estudio, previamente conocida como una zona sin contaminantes o 3) un suelo
artificial (arena 68 %, arcilla 20 %, turba 10 % y CaCO, de 0-2 %). Debido
a que se desconoce la posibilidad de obtener en México suelo comercial sin
contaminantes, se recomiendan las opciones 2 y 3 (figura 16.4). Es importante
recalcar que la opcién 2, suelo de campo no contaminado, funciona como
suelo control negativo solamente cuando se ha corroborado la limpieza del
mismo. Se sugiere usar el suelo artificial sélo cuando no se cuente con: a) un
suelo de campo no contaminado y b) un suelo de referencia.

Una vez ubicado el suelo control negativo debe ser llevado al laboratorio
con 2 o 3 semanas de anticipacion a los bioensayos para aclimatar a los orga-
nismos a él. Como metodologia de muestreo de suelos se recomienda ver la
guia de la USEPA, 2001. El bioensayo no es vdlido si el suelo control negativo
presenta una mortalidad mayor al 20 % (OECD, 1984; USEPA, 1996).

Suelo de referencia

Es un suelo que proviene de la misma zona de estudio que las muestras pro-
blema, pero que estd libre de contaminantes o se conoce de antemano que
tiene una concentracion muy baja de contaminantes. Este suelo se utiliza para
mantener las caracteristicas fisico-quimicas de los suelos en el bioensayo lo
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mas apegadas a las caracteristicas en campo. Si no se puede encontrar un suelo
de referencia en la zona de estudio, entonces se busca un suelo en una zona
alterna similar a la de estudio (Chapman, 2006). En este ultimo caso, el suelo
de referencia puede convertirse en suelo control negativo correspondiendo a la
opcion 2, suelo no contaminado en campo, solamente cuando se demuestre que
estd libre de contaminacion (figura 16.4).

Figura 16.4. Proceso para escoger el suelo control negativo y suelo de referencia

Suelo Control Negativo:

1) Suelo comerciak
no contaminado v

LEncontrd suelo de
refarencia?
(suelo menos contaminado
en el drea de estudio)

-

|
......... i 2) Suelo de campo- "no
! contaminado” *
"""" H 3) Suelo adificial i l
i
[zt s o s caonn s = Buscar suelo de referencis
Si en ofra area similar a la de
) ) estudio. ;Encontrd suelo
Siy solo si de referencia?

4El suelo de referencia

encontrado tiene un nivel

de contaminacidn
muy bajo?

Trabajar en ausencia de
suelo de referencia.

Suelo control positivo

Es el suelo control negativo seleccionado al cual se le adiciona el compuesto
toxico de referencia (figura 16.4). Se recomienda utilizar benzo[a]pireno como
compuesto toxico de referencia, disolviéndolo en dimeti Isulféxido (DMSO),
el cual funciona como disolvente acarreador. Una vez disuelto el tdxico, se
incorpora el volumen que corresponde a la concentraciéon de prueba en el suelo
control negativo, una vez que éste se ha humedecido al 35 % y se ha colocado
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en cada uno de los envases de vidrio a utilizar. Posteriormente, los envases
se colocan bien cerrados en un homogenizador durante una noche. Al salir
se abren y se dejan reposar en la oscuridad durante las 24 horas previas al
bioensayo, para permitir la evaporacion del disolvente acarreador.

Suelo control negativo con el disolvente acarreador

Es el suelo control negativo seleccionado al cual se le adiciona solamente la
cantidad de disolvente acarreador requerida para transportar el compuesto toxico
de referencia (figura 16.1) en el suelo control positivo. Este suelo se usa con la
finalidad de observar si el disolvente acarreador causa alguna interferencia en
los organismos durante el bioensayo. El procedimiento para su preparacion es
la misma que el suelo control positivo.

DESARROLLO DE LA PRUEBA
Condiciones de la prueba

Temperatura de 25 + 3 °C; fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de os-
curidad. Opcionalmente se pueden emplear 12 horas de luz y 12 horas de
oscuridad; intensidad luminosa entre 400 y 800 luxes; humedad atmosférica
relativa de 80 a 85%; humedad en el suelo de 35% y pH de 6.5 + 5.

Prueba exploratoria

La prueba exploratoria debe durar 7 dias. Se sugiere utilizar benzo[a]pireno
a concentraciones de 0.1, 1 y 10 ppm, las cuales han sido probadas en la
lombriz A. longa (Martin et al., 2005). Esta etapa del ensayo donde se busca
el dafio genotoxico de los hidrocarburos con la lombriz compostera E. andrei se
encuentra en desarrollo.

Para estas pruebas exloratorias se recomienda encontrar un suelo control
negativo, con caracteristicas fisico-quimicas similares a la de las muestras
problema a evaluar.

Uno de los requisitos mas importantes que debe de cumplir el suelo control
negativo es que debe permitir el buen desarrollo de las lombrices. Si n0 se llegase a en-
contrar un suelo control negativo en campo, se tendria que preparar suelo artificial.

De la misma forma, también se debe encontrar la concentracion y el
compuesto toxico de referencia para poder incorporarlo en el suelo control
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negativo y asi preparar el suelo control positivo que permita activar o inhibir
las respuestas bioldgicas a evaluar en los organismos, segun sea el caso. Esto
permite corroborar que el compuesto tdxico esta causando efectos visibles a
través de los biomarcadores seleccionados.

Prueba definitiva

Antes de la prueba definitiva, debe humedecerse el suelo al 35 % con 24 horas
de anticipacion, para permitir una buena homogenizacién de la humedad.
Para ello, el suelo puede mezclarse con una varilla de vidrio o colocarse en
un homogenizador durante 1 hora.

La prueba definitiva tiene una duracion de 7 a 14 dias. En ella se utilizan
organismos adultos de 300-600 mg con un clitelo bien formado. Los organismos
se deben aclimatar bajo las mismas condiciones que se contemplan para la prue-
ba, lo que implica que deben de ser colocados en el suelo control negativo por
lo menos una semana antes del bioensayo (de preferencia dos semanas antes)
y para el inicio de la prueba deben de seleccionarse estos mismos organismos
con dos o tres dias de anticipacion. Para este respecto, se debe de considerar el
total de lombrices a utilizar, ya que se colocan 10 organismos por envase.

Antes del comienzo del bioensayo se debe tener muy claro su disefio para
conocer las diferentes cantidades y volumenes de los diversos materiales que
se necesitaran a lo largo de éste. Todos los suelos problema durante el bioen-
sayo, asi como los suelos control negativo, control positivo y control negativo
con el disolvente acarreador, deben realizarse minimo por triplicado, pero de
preferencia por cuadruplicado.

Es necesario identificar claramente los envases de vidrio para cada suelo y
colocar correspondientemente 200 g del mismo en cada uno de ellos. Depen-
diendo de la consistencia del suelo se tendra un volumen aproximado de 600 mL.
Es muy importante que durante la prueba la relacion suelo-agua se mantenga
en 35%, tal como se indica anteriormente en la preparacion de las muestras.
Asimismo, cerca de los envases se deben colocar recipientes abiertos con agua
para mantener la humedad ambiental en aproximadamente 80-85 %.

Una vez que los recipientes estdn preparados con sus suelos correspon-
dientes y se incorporan los organismos en ellos, se cubre la boca del envase
con papel aluminio, tela de malla y una liga. Posteriormente se colocan al azar
los envases dentro de la incubadora, dando asi inicio al bioensayo.

El bioensayo no es valido si en el suelo control negativo se presenta una
mortalidad mayor al 20% (OECD, 1984; USEPA, 1996).
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Debido a que es una prueba corta, los organismos no deben ser alimen-
tados durante la misma. Las caracteristicas seleccionadas de los organismos
son especificas para que éstos se encuentren en buenas condiciones al iniciar
el bioensayo. Cada semana se debe vaciar el contenido de los recipientes en
charolas de metal para verificar las condiciones en las que se encuentran los
organismos y evaluar mortalidad. Diariamente se registra la conducta de los
organismos. Al inicio y final del bioensayo se deben evaluar las propiedades
tisico-quimicas del suelo (materia organica, pH y cantidad de contaminantes,
especificamente los 16 HAP seleccionados por la USEPA para suelos conta-
minados con hidrocarburos). Es recomendable considerar la posibilidad de
evaluar ademas la presencia de metales pesados, contaminantes organicos
persistentes y plaguicidas en las muestras problema, dependiendo de la pro-
cedencia de las mismas.

ENSAYO COMETA

Esta técnica consiste en preparar laminillas embebiendo células en agarosa
para darles soporte. Posteriormente, las laminillas se sumergen en una solu-
cion de lisis, la cual tiene un alto contenido de detergentes y sales para lisar
las membranas celulares. Consecutivamente, las laminillas se sumergen en
una solucién amortiguadora por un determinado tiempo para permitir que se
desenrolle la doble hélice del ADN de las células. Al término de este proceso,
las laminillas se exponen a una corriente eléctrica y dependiendo del grado
de dafo o fragmentacion del ADN, se observard una mayor o menor migra-
cion del mismo. Después de exponer las laminillas a la corriente eléctrica, se
neutraliza la solucion de electroforesis con una soluciéon amortiguadora de
pH 7.5. Finalmente las laminillas se tifien con un fluorocromo (bromuro de
etidio) para poder analizarlas en el microscopio de fluorescencia. E1l ADN
fragmentado migra al ser expuesto a la corriente eléctrica, por ello las células,
al ser observadas al microscopio, asemejan un “cometa’, con una cabeza al-
tamente fluorescente (ADN enrollado) y una “cola” (ADN fragmentado) que
incrementa su longitud dependiendo del ensayo cometa del dafo presente
(Singh et al., 1988) (figura 16.5).

Procedimiento

El procedimiento que aqui se presenta es una técnica modificada de Singh et al.,
1988; Rojas et al., 1999; Corona-Vadillo, 2005 y Carrisoza-Valenzuela, 2006. Para
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Figura 16.5. Método para realizar el ensayo cometa para analizar celomocitos de lombriz de

tierra (modificado de Rojas et al., 1999)

&
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la obtencion de celomocitos de lombriz se sigui6 el método modificado de Eyambe
et al., 1991; Zang et al., 2000 y Hendawi et al., 2004. Los pasos marcados con un
* deben ser preparados con anticipacion, de preferencia uno o dos dias antes de

su aplicacion.

1)  Limpiar las laminillas o porta objetos nuevos o pre-lavados*.

2)  Con las manos limpias, tomar con cuidado la laminilla por el lado
esmerilado y en la parte central (sin esmeril) colocar 150 pL de solucién
de agarosa regular 0.5% (figura 16.2)*.

3)  Extender inmediatamente con el dedo la agarosa por lalaminilla (primer

capa de agarosa). Es importante notar que si la agarosa no se mantiene
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4)

5)

6)
7)

8)

9)

10)

11)
12)

13)

14)

15)

16)

17)

extendida homogéneamente en toda la laminilla, esto indica que se esta
enfriando. En ese caso, la agarosa debe volver a calentarse y colocar
otros 150 pL en una laminilla limpia.

Colocar la laminilla con agarosa sobre una charola en forma horizontal y
secarla en una estufa de preferencia a 40 °C, durante 15 minutos minimo.
Una vez deshidratada la agarosa, se rotulan las laminillas con lapiz del
lado donde se encuentra el esmerilado, para asi indicar la superficie
donde se encuentra colocada la agarosa.

Las laminillas pueden ser usadas de inmediato o pueden guardarse en
una caja para protegerlas del polvo y humedad*.

Seleccionar lombrices con un clitelo bien formado (E. andrei) de pre-
ferencia entre 300-600 mg (OECD, 1984; USEPA, 1996)*

Dejar a las lombrices seleccionadas de 24 a 48 horas en purga, en fras-
cos o cajas Petri de vidrio limpias, con toallas de papel que estén bien
humedecidas. Las toallas deben de ser cambiadas y humedecidas por
lo menos cada 12 a 24 horas para evitar que los restos desechados por
las lombrices sean consumidos nuevamente.

Después de purgar las lombrices, colocar con mucho cuidado cada lom-
briz en un envase con 1 mL de soluciéon LBSS a temperatura ambiente.
Esto ayuda a que la lombriz expulse cualquier desecho restante en su
tracto digestivo.

Secar con una toalla de papel y con mucho cuidado alaslombrices para evitar
que suelten los celomocitos prematuramente debido a la manipulacion.
Verificar que no quedo contenido estomacal.

Pesarlas y devolverlas a su envase individual con LBSS. Tratar de realizar
este paso lo mds rapido posible.

Colocar a cada lombriz en un envase de 15 mL con 3 mL de solucién
de extrusion fria (4 °C) y en hielo durante 2 a 4 minutos hasta que la
solucién se vuelva turbia de un color amarillo. A partir de este paso
todo debe realizarse en hielo.

Extraer las lombrices y colocarlas en un envase aparte con una toalla
de papel humedo.

La solucidn se centrifuga a 380 g a una temperatura de 4 °C por 3 minutos.
Al finalizar la centrifugacion, se debe observar un pellet color amarillo,
si no es el caso, puede volverse a centrifugar por 2 minutos mas.

Con cuidado quitar 2.5 mL de sobrenadante y resuspender el pellet con
6 mL de solucién LBSS fria (4 °C).

Centrifugar a 380 g a una temperatura de 4 °C por 3 minutos.
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18)

19)
20)

21)
22)
23)

24)

25)

26)
27)

30)

Desechar 5.5 mL de sobrenadante y resuspender con 3 mL de solucién
LBSS fria.

Centrifugar a 380 g a una temperatura de 4 °C por 3 minutos.
Obtener con mucho cuidado 3 mL de sobrenadante y resuspenderlo en
3 mL de solucién PBS 1X fria.

Centrifugar a 3,000 g a una temperatura de 4 °C por 3 minutos.
Obtener aproximadamente 3.0 mL de sobrenadante.

Mantener las células en el mL restante de la solucién PBS 1X, resuspen-
derlas y dejarlas en hielo y en la oscuridad.

Preparar células control positivo con peroxido de hidrégeno. Para ello se
deben colocar en un tubo Eppendorf de 1.5 mL, 50 uL de celomocitos
con 50 uL de solucion de PBS 1X con 200 uL de H,O,. Se deja reposar
en hielo y en la oscuridad durante 20 minuto. Esta muestra se debe
preparar una vez que se vaya a concluir con la extraccion de todas las
demas células del resto de las lombrices, para evitar sobre exponer estas
células en el peréxido de hidrégeno por mas de 30 minutos.

Derretir la agarosa de bajo punto de fusion (LMA) a 90 °C, posterior-
mente bajar la temperatura y mantenerla a 37 °C en bafio Maria. Si se
cuenta con un Termoblock, es recomendable usarlo para mantener
mejor controlada la temperatura de la agarosa.

Preparar la solucién de lisis y mantenerla en refrigeracion.

Viabilidad celular. Colocar en un tubo Eppendorf de 1.5 mL, 10 pL de
células, incorporar 5 uL de solucién de azul de tripano 0.4 % y mezclar
con cuidado. Montar la solucidn sobre una cimara Neubauer o hemo-
citdmetro y observar al microscopio dptico. La camara Neubauer consta
de cinco campos Opticos: a) esquina superior izquierda, b) esquina
superior derecha, c) esquina inferior Izquierda, d) esquina inferior
derechay e) cuadro central. El conteo puede realizarse de dos maneras
en el microscopio optico: con aumento de 10X contando el nimero de
células presentes en los 4 campos visuales de las esquinas (a, b, cy d) o
con aumento de 40X contando unicamente dentro del cuadro central (e)
el numero de células ubicadas en los cinco campos dpticos: ea) esquina
superior izquierda, eb) esquina superior derecha, ec) esquina inferior
izquierda, ed) esquina inferior derecha y ee) cuadro central.
Obtencion de viabilidad celular y densidad celular. El azul de tripano es
un coloide que se introduce en las células que presentan la membrana
rota. Este método indica la integridad de la membrana celular, de tal
forma que células con membrana celular dafiada se tifien de color azul
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Y, por el contrario, las células con membrana integra se observan blancas
o brillantes. El calculo de la viabilidad y densidad celulares se realiza de
la siguiente forma (Carrisoza, 2006):

Para el conteo con aumento de 10X: el nimero de células por mL se
obtiene dividiendo el total de células contadas entre el nimero de
cuadrantes contados (4). Este resultado se multiplica por el factor de
dilucién, que en este caso es de 2 y por 1 x 10*

X células viables
Viabilidad = x 100
2 células totales

2 células viables Células
Densidad celular = * factor de dilucién * 1x10" =
Ne de dreas mL

Para conteo con aumento de 40X. El nimero de células por mL se obtiene
dividiendo el total de células contadas entre el nimero total de cuadrantes
contados (5) en el drea central. Este resultado se multiplica por el factor de
dilucién, que en este caso es de 2 y por 1 x 10*.

2 células viables
Viabilidad = x 100
2 células totales

2 células viables Células
Densidad celular = * factor de dilucion * 1x10" =
Nede dreas mL

Los pasos 26 y 27 pueden omitirse una vez que la viabilidad de las células
con las que se estd trabajando se ha evaluado constantemente y su resul-
tado es consistente, obteniéndose una viabilidad igual o mayor al 70%.

28) Colocar 75 pL de solucién de agarosa LMA al 0.5% en un tubo Eppen-
dorf por separado. Este paso se prepara una vez que se tiene las células
a emplear.

29) Inmediatamente después, obtener 10 puL del botdn de células (paso 23) e
incorporarlos al tubo Eppendorf con los 75 pl de la solucién de agarosa
LMA al 0.5%. (La concentracion ideal de células es aproximadamente
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30)

31)

32)

33)

34)

35)

36)

37)

de 1 x 10° células/mL). Este paso debe realizarse lo mas rapido posible
para evitar que la agarosa se solidifique.

Mezclar cuidadosamente los 10 pL de suspension celular con los 75 pL de
la solucion de agarosa LMA vy colocarlos con cuidado en el portaobjetos,
evitando hacer burbujas, (segunda capa de agarosa). Es importante tener
las laminillas previamente identificadas con lapiz para su uso.

Colocar un cubreobjetos (nuevo o pre-lavado) encima de la mezcla de
agarosa y células, con cuidado para evitar hacer burbujas y guardar en
el refrigerador a 4 °C por unos 3 o 5 minutos hasta que solidifique bien
la agarosa.

Retirar cuidadosamente el cubreobjetos deslizandolo hacia un lado. Agregar
75 uL de solucién de agarosa LMA en la parte central del portaobjetos, volver
a colocar el cubreobjetos encima y refrigerar durante 5 minutos hasta que
solidifique la agarosa, (tercer capa de agarosa).

Una vez solidificada la agarosa, quitar el cubreobjetos deslizandolo hacia
un lado y con unas pinzas tomar la laminilla del lado esmerilado para
sumergirla en forma vertical en la solucion de lisis, previamente fria en
los vasos Coplin, por lo menos durante 1 hora a 4 °C. Es necesario tener
mucha precaucion de que no se vaya a pegar el lado donde se encuentra
la agarosa de una laminilla contra otra o que se vaya a golpear con la
esquina de alguna laminilla al meterla en el vaso, porque la muestra que
va inmersa en la agarosa se puede desprender o rasgar.

Preparar la solucion de desenrollamiento y electroforesis. Mantenerla
a4°C.

La camara de electroforesis debe estar en frio a 4 °C. Verificar que se
encuentre en posicion totalmente horizontal. Es importante mantener
la solucidén de electroforesis en frio, asi como realizar la misma elec-
troforesis en refrigeracion, ya que esto permite mantener un voltaje y
amperaje mas homogéneo.

Sacar las laminillas de la solucion de lisis, escurrirlas y transferirlas a la
camara de electroforesis colocandolas en forma horizontal, cuidando
que el esmeril quede de un mismo lado. Es importante anotar la po-
sicion de las laminillas ya que por el manejo se puede ir borrando la
nomenclatura de las mismas.

Anadir suficiente solucién de desenrollamiento y electroforesis para
cubrir las muestras. Esto depende del tamafio de la cdmara de electro-
foresis utilizada (una cdmara chica requiere aproximadamente 300 mL
y una camara mediana 650 mL).
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38)

39)

40)

41)

42)

43)

44)

45)

46)

47)

Dejar las muestras en la solucion de desenrollamiento y electroforesis
durante 20 minutos a 4 °C.

Al término de los 20 minutos, conectar la cdmara de electroforesis a la
fuente de poder para corroborar un voltaje de 20-25 V (volts) (segun la
fuente de poder). Generalmente es de 25 V y se verifica que la corriente
sea de 300 mA.

Una vez ajustados estos parametros encender la fuente de poder e iniciar
un conteo de 5 minutos. Durante este tiempo, la cdmara de electrofo-
resis sigue estando en refrigeracion (4 °C), para evitar que la solucién
se caliente durante el proceso. Hay que tomar en cuenta que se debe
ajustar el tiempo de electroforesis para cada tipo celular, ya que éste
puede variar.

Apagar la fuente de poder, retirar las laminillas cuidadosa y rapidamente
de la camara de electroforesis, colocandolas en una charola en forma
horizontal con la agarosa hacia arriba.

Agregar cuidadosamente 1 mL de solucién amortiguadora Tris base a
pH 7.5 sobre la agarosa de las laminillas. Dejarlas con la solucion durante
5 minutos.

Escurrir la solucion Tris base de la laminilla y volver a colocar 1 mL maés
de la misma solucién sobre las laminillas. Dejarlas con la nueva solucién
durante otros 5 minutos. Esta solucion neutraliza el pH alcalino de la
soluciéon de desenrollamiento y electroforesis.

Escurrir la solucion amortiguadora de la laminilla y con una piceta se
agrega cuidadosamente etanol al 100 % (absoluto), dejar reposar durante
10 minutos para deshidratar la agarosa.

Colocar las laminillas recargadas en forma vertical sobre una pared o
en un escurridor para laminillas, hasta que sequen completamente. Una
vez secas, guardar las laminillas en una caja protegiéndolas del polvo y
humedad, hasta su evaluacion.

Usando guantes y bata, agregar 20 pL de solucién de bromuro de etidio
1X sobre la laminilla y se coloca un cubreobjetos.

Leer las laminillas en un microscopio con una lampara de fluorescen-
cia 20X y 40X. Las fotos pueden tomarse en un ocular 60X para mejor
resolucion. Colocar la laminilla sobre la platina, abrir el filtro de fluo-
rescencia que detecta el bromuro de etidio y enfocar la laminilla con
la ayuda de los tornillos macro y micrométricos. El filtro de excitaciéon
debe ser de 528-553 nm. La luz que se observa que sale del filtro es de
color verde esmeralda; sin embargo, de la muestra se tiene una emisién
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48)

49)

50)

51)

52)

53)

54)

de longitud de onda de 600-660 nm, lo que permite observar el color
rojo que emite el bromuro de etidio.

Contar 100 células por muestra de una manera sistematica. Por cada
muestra se tienen 2 laminillas y cada una de ellas se cuentan 50 células.
La nomenclatura de las laminillas por tratamiento debe ser dada con una
clave para evitar influenciar los conteos; consecuentemente, la lectura
de las laminillas debe ser al azar.

Con la ayuda de un contador multiple se obtienen los datos de clasi-
ficacion de dano del ADN, que de menor a mayor dafo corresponde
a los niveles: 0, 1, 2, 3 y 4. Esta clasificacion se estableci6 con base a la
distancia que migra el ADN hacia fuera del nucleo de la célula, forman-
do una cola, como la de un cometa. El nivel 0 corresponde a células
con una cola no detectable, y conforme se aumenta el nivel de dafo en
las células, el tamafio de la cola aumenta, hasta llegar al nivel 4 donde
todo el ADN se encuentra fuera del ntcleo, como una nebulosa o nube
y donde el nucleo no es visible (figura 16.6). También se puede hacer
uso del conteo y clasificacion con mediciones explicado en Reinecke y
Reinecke, 2004.

El conteo visual debe ser realizado por un observador previamente
entrenado para distinguir los diferentes niveles de dafio de las células.
De esta forma se garantiza que los conteos seran comparativos entre
los distintos tratamientos. De igual forma, el conteo debe ser realizado
con un contador multiple.

Al terminar el conteo, retirar la laminilla de la platina del microscopio.
Con cuidado retirar el cubreobjetos y colocarlo en una superficie plana
con la cara que estuvo en contacto con la laminilla y el bromuro de
etidio hacia arriba. Esto es con el fin de utilizar nuevamente el mismo
cubreobjetos y evitar contaminacién en exceso de mds material con
bromuro de etidio.

La laminilla revisada se coloca en un vaso Coplin con etanol al 100 %
durante 3 a 5 minutos para desactivar el bromuro de etidio. El alcohol
con bromuro de etidio y todos los utensilios contaminados con bro-
muro deben de ser desechados aparte y ser dispuestos como residuos
peligrosos.

Transcurrido el tiempo, sacar la laminilla y colocarla de manera
vertical recargandola contra una superficie plana o un escurridor de
laminillas.

Una vez secas las laminillas se pueden guardar en una caja.
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Figura 16.6. Clasificacién de los diferentes niveles de dafio del ADN en celomocitos
de lombriz compostera Eisenia andrei mediante la técnica del ensayo cometa y tincion
con bromuro de etidio. Imagen comparativa de los diferentes niveles de dafio del ADN

donde el nivel 0 representa células sin dafio, mientras que el nivel 4 representa las células
con mayor dafo. Fotos tomadas con un aumento de 60X en microscopio de fluorescencia
Nikon Eclipse E800

60 x

N

EXPRESION DE RESULTADOS

Para realizar el andlisis estadistico y evaluar el daio causado a los celomoci-
tos de la lombriz compostera E. andrei entre los diferentes tratamientos, es
necesario convertir los conteos de las células a unidades arbitrarias (UA), las
cuales representan la media de la clasificacion visual dada por las réplicas en
cada tratamiento.
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OBTENCION DE UNIDADES ARBITRARIAS (UA)

Al terminar el conteo de las 100 células por muestra, se hace una sumatoria
del total de células en cada nivel de dano y se multiplica por su mismo nivel
de daio, para finalmente obtener la sumatoria de éstas multiplicaciones. Por
ejemplo, si se obtiene en el conteo de una muestra:

Total = 100 células

30 células x nivel 0 = 0
23 células x nivel 1 = 23
20 células x nivel 2 = 40
17 células x nivel 3 = 51
10 células x nivel 4 = 4
2 =154 UA

La clasificacion de dano por medio de unidades arbitrarias se encuentra
en un intervalo de 0 a 400, siendo 0 el menor dano y 400 el mayor dano.
Si se obtuvieran 100 células en el nivel 0, la multiplicacién consiste en
100 células x 0, dando un total de 0 UA, lo cual corresponde a células
intactas, sin dafio. Mientras que un valor de 400 UA, corresponde a cé-
lulas completamente danadas, proviniendo de la multiplicaciéon de 100
células x nivel 4. Un nivel de 154 UA significaria un nivel medio-bajo
(modificado por Horvathova et al., 1998; Avishai et al., 2002; Collins,
2004; Garcia, 2004).

Los resultados entre tratamientos se comparan estadisticamente a través
de un analisis de varianza (ANOVA), con su respectiva comparaciéon Multiple
de Holm-Sidak (Sokal y Rolf, 2001). Este analisis puede ser llevado a cabo
en cualquier programa estadistico, como el SIGMASTAT ® 2003, seguido
de la asignaciéon de grupos homogéneos y la representacion grafica de las
Unidades Arbitrarias. Se pueden presentar las fotografias de las células sin
dafo y la clasificacién de dafio del ADN cuando se trate de una especie
nueva de lombriz o de cualquier otro organismo, para tener un registro
de las células de los organismos sometidos a bioensayos y estudiados bajo
esta técnica.



268 ENSAYOS PARA SUELOS

RESPUESTAS MEDIDAS
Mortalidad

Cada semana se evalta la mortalidad al vaciar el suelo en una charola de me-
tal tocando a las lombrices; si no responden al tacto, se considera que estan
muertas. Al mismo tiempo, se hace un barrido minucioso del suelo contando
las lombrices restantes, es facil perderlas de vista por estar bien integradas en
el suelo y si han muerto sus cuerpos son rapidamente desintegrados y son
practicamente imperceptibles. Estos ultimos resultados se deben presentar
como porcentaje de mortalidad o sobrevivencia.

Conducta animal diaria

Se debe observar la creacién de galerias, si los organismos se encuentran
dentro o fuera del suelo y la presencia o ausencia de turriculos.

Dariio en el ADN de los celomocitos
Se presentan los resultados obtenidos en el ensayo cometa.
CONSIDERACIONES ADICIONALES Y FINALES

Para obtener una clara clasificacion de los niveles de dafio al ADN de las células
evaluados por el ensayo cometa, se tienen que someter las células extraidas de los
organismos a perdxido de hidrégeno o radiacién ultravioleta, como un agente
control positivo interno de la técnica. En este caso se sugiere utilizar peréxido de
hidrégeno; sin embargo, todavia es necesario hacer mas pruebas para determinar
cual de los tratamientos es el mejor para obtener buenos resultados.

Es importante seleccionar adecuadamente el suelo control negativo que
se utilizara en el disefio experimental, ya que es con el que se establecera la
linea base de dafo que presentan las lombrices. Esta seleccién depende en
gran medida del objetivo del bioensayo. Si se quiere evaluar la ecotoxicidad
combinada de todos los contaminantes biodisponibles presentes en suelos o
sustratos contaminados en el marco de una caracterizacion ecotoxicoldgica
del suelo, entonces lo ideal es contar con un suelo de referencia (suelo de la
zona de estudio no contaminado) que se podria utilizar como suelo control
negativo (figura 16.4).
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Tabla 16.1. Condiciones recomendadas para las pruebas de genotoxicidad

con Eisenia andrei

Tipo de ensayo

Matriz de prueba
Temperatura

Humedad atmosférica relativa
Humedad en el suelo

pH

Fotoperiodo

Intensidad luminosa
Cantidad de suelo de prueba
Estadio de organismos

Peso por organismo
Aclimatacién

Ntmero de lombrices por réplica
Ntamero de réplicas

Duracion de la prueba
Alimentacién

Efectos medidos

Resultado final

Control positivo

Aceptabilidad de los resultados

Estético

Suelos de campo

23-25+£3°C

80-85%

35%

6.5+5

16 horas luz: 8 horas oscuridad;

12 horas luz: 12 horas oscuridad

400-800 luxes

200 g

Adulto; clitelo bien formado

300-600 mg

2 semanas de anticipacion al bioensayo; minimo
1 semana

10 organismos

Minimo 3, preferentemente 4

7-14 dias

No

Fragmentacion del ADN en celomocitos (células
el sistema inmune) a través del ensayo cometa,
conducta animal y mortalidad de las lombrices
Presencia de genotoxicos en los suelos y
mortalidad del organismo

0.1, 1y 10 ppm de benzo[a]Pireno en la lombriz
Aporrectodea longa (Martin et al., 2005). En
desarrollo

Mortalidad < 20% en el control negativo

En la extraccion de celomocitos de lombriz se han detectado tres tipos de

células y hace falta evaluar con qué tamano de célula, de los tres tipos, se tra-
bajara. En este bioensayo se cuantifica el dafio en las células de mayor tamarno.
Asimismo, se requiere de la obtencién del nivel base del daino al ADN que
presentan los celomocitos, manteniendo a los organismos bajo condiciones
controladas y expuestos en suelos libres de contaminantes.

En laliteratura se ha utilizado benzo[a]pireno como compuesto toxico
de referencia en el suelo control positivo (Martin et al., 2005), el suelo a
caracterizar estda contaminado con hidrocarburos. Pero todavia queda por
evaluar qué compuesto toxico de referencia es mejor para activar la respues-
ta genotoxica del ensayo cometa en la lombriz compostera E. andrei. De
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hecho es necesario verificar la sensibilidad y especificidad de la respuesta
genotdxica de este organismo a algunos hidrocarburos, metales pesados
y plaguicidas ya que se ha sugerido que pueden tener efectos genotdxicos
(Martin et al., 2005; Reinecke y Reinecke, 2004 y Zang et al., 2000).

Finalmente, un esquema ideal para la caracterizacion ecotoxicoldgica de un
sitio contaminado es utilizar una bateria de pruebas de toxicidad que abarque
varios organismos (niveles ecoldgicos), pero esto es sumamente caro y lo que
se recomienda es hacer las pruebas al menos con un proceso microbiolégico,
una especie del reino vegetal y una especie del reino animal (especie sapréfaga
o detritivora) (ISO, 2001).

Las pruebas recomendadas en fauna son la toxicidad aguda en lombrices,
el efecto en reproduccion de lombrices, la evaluacion de la reproduccion de
enquitreidos y los efectos sobre reproduccion de colémbolos. En flora del suelo
son la inhibicién de crecimiento de raices, y los efectos sobre germinacion
y crecimiento de diferentes semillas. Con microorganismos se recomienda
medir parametros de la biomasa microbiana (actividad enzimatica, respira-
cién microbiana, curvas de respiracion del suelo) y evaluar la influencia de
los contaminantes sobre la mineralizacion y nitrificacion.
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ENSAYO DE TOXICIDAD SUBCRONICA CON
LA LOMBRIZ DE TIERRA EISENIA ANDREI

Maria del Carmen Cuevas Diaz, Ronald Ferrera Cerrato,
Adriana Rolddn Martin y Refugio Rodriguez Vizquez

CLASIFICACION DEL ENSAYO: E
PRINCIPIO DE LA PRUEBA

Los ensayos con lombrices son ampliamente reconocidos como pruebas
para evaluar la toxicidad de suelos contaminados (Dorn et al., 1998; Wilson
et al., 2002). Cuando se tienen concentraciones subletales que pueden afec-
tar el crecimiento o reproduccién de la lombriz (como representante de los
organismos del suelo), esta respuesta puede ser empleada como un centinela
de procesos destructivos que pudieran presentarse en el suelo (Neuhauser y
Callahan, 1990).

Lombrices adultas son expuestas al menos a cinco concentraciones dife-
rentes de un compuesto, ya sea que se encuentre mezclado con el suelo o se
aplique superficialmente (plaguicidas). Los efectos letales sobre los organismos
se observan en un plazo de 8 semanas. En las lombrices adultas la mortalidad
y los efectos sobre el crecimiento se determinan después de 4 semanas. Por su
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parte, en las lombrices juveniles se realiza un recuento a las 8 semanas. Esta
prueba se basa en el documento USEPA-712-C-96-167 (USEPA, 1996).

DEFINICIONES

Concentracion letal media (CL,): es la concentraciéon de un compuesto que
ocasiona la muerte de la mitad de los organismos durante el periodo de prueba.
La CL, se expresa en unidades de masa de la sustancia por masa seca de suelo
(mg/kg) o masa de la sustancia por unidad de area de suelo (mg/cm?).

Concentracion en la que no se observa efecto (NOEC): corresponde al
tratamiento de concentracion mas alto de la sustancia de prueba que no
muestra una diferencia estadistica de efecto sobre una poblacién especifica
del organismo de la prueba en relacion al control; también es la concentracion
que se encuentra inmediatamente por debajo de la LOEC.

Concentracién mas baja en la que se observa efecto (LOEC): es la con-
centracién mas baja de la prueba que tiene un efecto significativo sobre la
reproduccién (p< 0.05), expresado en funcion del niumero de lombrices juve-
niles producidas durante el periodo de exposicion, comparado con el control.
Todas las concentraciones por encima de la LOEC deben tener un efecto que
es estadisticamente diferente del control. Cualquier desviacién por encima
de lo anterior debe ser justificada en la prueba.

Concentracion efectiva (CE ): esla concentracion de la sustancia de prueba que
resulta en x% de reduccion en el nimero de lombrices juveniles producidas durante
un periodo de exposicion, cuando se compara con el control. Las unidades se ex-
presan como masa de la sustancia de prueba por masa del suelo seco (mg/kg).

Estimacion dela reproduccion o densidad poblacional: se refiere al numero de
lombrices juveniles producidas por tratamiento durante el periodo de la prueba,
para el reporte se puede emplear la metodologia de Santamaria y Ferrera, 2002.

INFRAESTRUCTURA EN EL LABORATORIO

Cuarto con control de temperatura a 20 + 2 °C e intensidad luminosa de 400
a 800 luxes.

MATERIAL

Frascos de vidrio de 0.5 L o 1 L. Los contenedores deben permitir el inter-
cambio gaseoso, para lo cual se puede colocar una tela (organza) recubierta
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con papel aluminio o un pléstico al que se le perforan pequefios orificios. Si el
numero de lombrices aumenta, la cantidad de suelo también debe aumentar
en forma proporcional. Pipetas volumétricas clase A de 1 a 100 mL. Pipetas
serologicas de 1 a 10 mL graduadas. Micropipeta de 200 a 1000 pL. Termo-
metro. Espatula de acero inoxidable. Pinzas. Guantes. Papel filtro. Malla de
2a2.36 mm (organza).

EqQuiro

Potencidmetro, balanza analitica con capacidad para pesar lombrices de 0.1
g., balanza con capacidad para pesar muestras de suelo de 500 g., base de
agitacion o vortex y rotavapor o campana de extraccion.

REACTIVOS Y SOLUCIONES

Todos los reactivos utilizados deben tener calidad ACS o, al menos, 99% de
pureza. Para la preparacion de soluciones se emplea agua destilada o deio-
nizada tipo II. Soluciones amortiguadoras para pH 4, 7 y 10, Carbenzamida
99% pureza y carbonato de calcio (CaCO,).

SUSTANCIA DE REFERENCIA

La NOEC o CE_de una sustancia de referencia se debe determinar con la
finalidad de garantizar que la prueba se realiza en condiciones adecuadas y
verificar que la respuesta del organismo no ha cambiado con el tiempo. Se
recomienda el uso de carbendazima, ya que se ha demostrado que afecta la
reproduccion (Neuhauser and Callahan, 1990).

SUELOS A UTILIZAR

SUELO ARTIFICIAL
El suelo artificial tiene una composicién de: 10% musgo (materia organica),
20% arcillay 70% arena. Se utiliza CaCO, para ajustar el pH a 7.0 + 0.5. Para

el ensayo se deben pesar de 250 a 500 g de suelo artificial, con 4 réplicas por
cada concentracion.
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SUELO CONTAMINADO

Se necesitan cuando menos 1,100g de suelo, ya que se preparan un minimo de
4 réplicas de 200 a 250g de suelo contaminado. Los 100 a 200 g del remanente
se utilizan para realizar las determinaciones de pH, humedad y concentracién
del compuesto toxico; pero si se requiere caracterizar la muestra es necesaria
la recoleccién de mayor cantidad de suelo. Los recipientes deben ser llenados
en su totalidad. Si el analisis no se realiza de inmediato, las muestras deben ser
selladas, empacadas y almacenadas a 4 °C en la oscuridad, para minimizar la
pérdida de compuestos volatiles. De preferencia, la evaluacion de la toxicidad
se debe realizar en un lapso de 24 horas; de no ser posible se debe procurar
hacerlo en un plazo no mayor a 14 dias, ya que la toxicidad pudiera no ser
representativa por degradacion o pérdida del compuesto.

DETERMINACION DE LA HUMEDAD EN EL SUELO

Antes de realizar la prueba, se debe calcular la humedad inicial del suelo para
adicionar el agua de hidratacién necesaria. Para ello se toma una alicuota de
25 g de la muestra de suelo y se coloca en una cépsula de porcelana, previa-
mente preparada a peso constante. Se pesa la capsula con muestra y se seca
a 103-105 °C durante 24 horas, para posteriormente dejarla enfriar en un
desecador. Una vez fria se pesa nuevamente. La diferencia de pesos nos da el
valor del peso seco final. (WSDE, 1996).

De forma alternativa, se puede usar una balanza térmica depositando
1.0 g de suelo problema y 10 minutos mas tarde se tiene el resultado en por
ciento.

ORGANISMOS DE PRUEBA

Se utilizan lombrices adultas del género Eisenia en su especie andrei, de al
menos 2 meses de edad (cliteladas). Esta especie puede tener como fuente de
alimento estiércol de caballo o alfalfa (USEPA, 1996).

Previo a su uso, las lombrices seleccionadas deben ser aclimatadas durante
1 a 7 dias en el suelo artificial, con el mismo alimento a usar en la prueba.
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PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA
PREPARACION DE LAS LOMBRICES

Se vacian los intestinos de las lombrices aclimatadas, colocdndolas sobre
papel filtro humedecido de 3 a 8 horas antes de la prueba. Posteriormente
son lavadas, secadas y pesadas en grupos de 10. Cada grupo de lombrices se
coloca en un contenedor de vidrio con 250 a 500 g de suelo.

CONCENTRACION DE LA SUSTANCIA PRUEBA

Para determinar la NOEC se preparan 5 concentraciones con un factor de
diferencia entre ellas no mayor de 2; por ejemplo, 500, 250, 125, 62.5y 31.25
mg/kg. Si se desea ademds determinar la LOEC, se preparan 10 concentra-
ciones diferentes bajo el mismo esquema anterior.

PREPARACION DEL SUELO CON LA SUSTANCIA DE PRUEBA

Antes de adicionar la sustancia de prueba se agrega de 4 a 8% del alimento en
relacion al suelo (10 a 20 g de estiércol de caballo o alfalfa). Para la adicién al
suelo se emplean dos métodos en funcion de la sustancia a probar:

Si se trata de compuestos en general, se mezcla la sustancia en el suelo. Si
se trata de un plaguicida, se aplica en la superficie del suelo (USEPA, 1996).

La sustancia de prueba puede ser soluble en agua o en disolventes organi-
cos. En el caso de ser soluble en agua, se prepara la cantidad necesaria para
ajustar la humedad (35 a 50% de maxima capacidad de campo), y la solucién
es mezclada con el suelo antes de ser colocada en los contenedores.

Siel compuesto es insoluble en agua, pero soluble en un disolvente organico,
se disuelve en un minimo de disolvente (por ejemplo, acetona). El disolvente
se puede remover posteriormente colocando el suelo en una campana de ex-
traccion y mezclando continuamente (1 a 6 horas) o utilizando un rotavapor.
Después de la evaporacion del disolvente, se ajusta la humedad del suelo a
maxima capacidad de campo y se coloca en los contenedores.

Se utilizan 4 réplicas por concentracion, considerando un minimo de 5 con-
centraciones por sustancia problema. Asimismo, se preparan dos controles: uno
libre de contaminante y otro con el disolvente empleado para valorar el efecto del
mismo; en ambos casos, también se preparan 4 réplicas (Kula y Larink, 1997).
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APLICACION DE LAS LOMBRICES

Una vez que se tiene el suelo preparado con el compuesto y los controles, se
adicionan 10 lombrices por contenedor, tapando con la tela para permitir el
intercambio gaseoso (figura 17.1).

Figura 17.1. Frasco con tela para la prueba de toxicidad subcrénica con lombriz de tierra

CONDICIONES DE LA PRUEBA

Los contenedores se mantienen a 20 + 2 °C y en un régimen de 16 horas en
luz y 8 horas en la oscuridad. Los contenedores se abren a los 7, 14, 21 y 28
dias para la evaluar a las lombrices. También se evaltia la humedad y se ajusta
cuando es necesario. Al final de la prueba, no debe haber una diferencia mayor
de 10% en relacion a la humedad inicial.

DURACION DE LA PRUEBA Y MEDICIONES

Alos 7 dias se revisan los contenedores para evaluar el movimiento o muerte de las
lombrices; la mortalidad también se determina a los 14 dias. A los 28 dias (4 sema-
nas) se hace una evaluacién mas detallada de las lombrices; las adultas son pesadas
y contadas y se revisa su morfologia, cualquier anormalidad debe anotarse. Las
lombrices adultas son separadas ylos capullos o lombrices juveniles son contados,
dejandolas en el contenedor 28 dias (4 semanas) mas bajo las mismas condiciones,
adicionando alimento sélo al inicio de esta fase. Al final de estas 4 semanas los
capullos y lombrices juveniles se cuentan para determinar su viabilidad.
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LiMITES DE LA PRUEBA

Sino se observan efectos en la concentracién mas alta (ejemplo 1000 mg/kg),
la prueba de reproducciéon puede ser considerada como un limite, usando una
concentracién de 1,000 mg/kg para demostrar que la NOEC o CE para la
reproduccion es mayor que este valor.

EXPRESION DE RESULTADOS

Para la reproduccion, correspondiente al nimero de juveniles, se calcula la
media aritmética y la varianza por tratamiento y por control. La media y
varianza son usadas para el andlisis de varianza (ANOVA) utilizando técni-
cas tales como t-Student, Dunnet o Williams o un software como SAS, para
obtener el intervalo de confianza de 95%.

Se determina la NOEC y la CE . La CL_ y la CE_se pueden determinar
por los métodos Probit, Logit o Spearman-Trimmed Karber.

CONDICIONES PARA VALIDAR LA PRUEBA

Para que una prueba se considere valida, cada réplica (10 adultos) del
control debe presentar un coeficiente de variacion de la reproduccién <
30%, ademas la mortalidad a las 4 semanas de la prueba debe ser < 10%
(Kula, 1997).

REPORTE DE LA PRUEBA
El reporte de la prueba debe incluir la siguiente informacién:

o Nombre del técnico, investigador principal y datos de la prueba (nombre
de la sustancia prueba, tipo de prueba).

o Para el caso de compuestos se debe incluir el nimero CAS, nomenclatura
IUPAC, pureza, composicion (identificacion y concentracion de los prin-
cipales ingredientes e impureza), nimero de lote y propiedades fisicas y
quimicas. Asimismo, se debe mencionar la forma en que se ha adicionado
y mezclado la sustancia en el suelo.

» Géneroy especies de los organismos de prueba, asi como detalles de cultivo
de lombrices (condiciones de cultivo y forma de alimentacion.

o Condiciones de la prueba
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« Cambios en los pesos de las lombrices adultas al inicio y al término de la
prueba de 28 dias (Santamaria y Ferrera, 2002)
Resumen estadistico

o pH, temperatura y humedad del suelo al principio y final de la prueba (0
y 8 semanas).

Tabla 17. 1 Condiciones recomendadas para la prueba de toxicidad subcroénica

con la lombriz de tierra Eisenia andrei

Duracién del bioensayo 28 dias (4 semanas)

Temperatura 20+£2°C

Contenedores Frascos de vidrio

Cantidad requerida de muestra de suelo 1100 g

Cantidad requerida por réplica 200-250 g

Humedad del suelo 35-45%

Organismo prueba Eisenia andrei

Edad del organismo > 2 meses (clitelada)

Numero de organismos por réplica 10

Nuamero de réplicas 4

pH del suelo 5 -9, no realizar la prueba si el rango no es
aceptable

Alimentacién Adicionar de 4-8% de estiércol de caballo

Efectos medidos Supervivencia en 14 dias, reproduccién en 28 dias
y viabilidad a los 56 dias (8 semanas)

Control positivo Carbenzamida

Control negativo Suelo artificial o suelo blanco no contaminado
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ENSAYO DE INHIBICION DE LA
GERMINACION Y DEL ALARGAMIENTO
RADICULAR EN SEMILLAS DE CEBOLLA
ALLIUM CEPA Y SOYA GLYCINE MAX

Raul Uribe Herndndez

CLASIFICACION DEL ENSAYO: E
PRINCIPIO DE LA PRUEBA

En los bioensayos de toxicidad aguda con semillas se evaluan los efectos
adversos de un compuesto puro o de una mezcla compleja en el proceso de
germinacion y en el desarrollo de las plantulas durante los primeros dias de
crecimiento. Como respuesta se determina la inhibicién en la germinacién y
de la elongacion de la radicula y del hipocétilo. Es importante destacar que
durante la germinacién y los primeros dias de desarrollo de la plantula ocu-
rren numerosos procesos fisioldgicos en los que la presencia de una sustancia
toxica puede interferir, alterando la supervivencia y desarrollo normal de las
plantulas.

Una de las etapas mas importantes del desarrollo de una planta es la germi-
nacion de las semillas y la emergencia del primer cotiledén. En la germinacion
ocurren cuatro procesos: la imbibicién o toma fisica de agua, la formacion
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de los sistemas enzimaticos e inicio de la sintesis de proteinas y de RNA, la
emergencia de la radicula y la iniciaciéon del crecimiento.

La activacién de la semilla es inhibida ante la presencia de compuestos
toxicos, afectando la germinacion de la misma. La division celular de los
meristemos radiculares puede afectarse, retardando el proceso de mitosis o
alterando el proceso de alargamiento radicular, por lo que la fitotoxicidad
de un compuesto puede ser determinada a través de la medicion de éste
parametro.

MATERIAL

Papel filtro Whatman de fibra de vidrio, frascos de vidrio de 250 mL, cajas
Petri de 210 mm, papel aluminio, parafilm, micropipetas (10-1,000 uL), pipetas
serologicas de 1, 5y 10 mL, regla o Bernier y probetas de 50 y 100 mL.

Equiro
Céamara ambiental o incubadora, balanza analitica y campana de extraccion.
REACTIVOS

Diclorometano grado HPLC (frasco con 4 L), 2-cloroacetamida, hipoclorito
de sodio 5% y agua destilada.

ORGANISMOS DE PRUEBA

Semillas certificadas de cebolla Allium cepa (monocotiledonea) y de soya
Glycine max (dicotiledonea), con viabilidad probada mayor del 95% vy libres
de plaguicidas.

PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA

PRUEBAS EXPLORATORIAS O DE TAMIZ
Estas pruebas se realizan con el extracto del suelo contaminado o con una
solucidn del compuesto tdxico, desde una concentracion al 100%. Para ello, se

seleccionan y escarifican las semillas con hipoclorito de sodio al 5% durante 15
minutos y luego se enjuagan con agua de la llave y con agua destilada durante
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10 minutos. Se colocan discos de papel filtro Whatman de fibra de vidrio dentro
de la caja Petri de 110 mm. Estos discos deben ser proporcionales al didmetro
de la caja (aproximadamente 9 cm). Sobre el papel filtro se adicionan 2 mL de
cada una de las disoluciones preparadas del extracto original del compuesto
toxico, en un intervalo de concentraciones amplio (en serie logaritmica), dis-
tribuyéndolo de forma homogénea. Como control del disolvente se utiliza una
caja a la que se le agregan 2 mL de diclorometano o del disolvente utilizado
parala extracciéon. Ademas, se utiliza un control positivo de 2-cloroacetamida
a una concentracion 35 mg/L y un control negativo de agua destilada. Se deja
evaporar el disolvente durante 10 minutos dentro de la campana de extraccion
y luego se colocan 10 semillas por cada caja, distribuyéndolas aleatoriamente
y de tal forma que se permita un adecuado crecimiento. Se preparan 3 répli-
cas por tratamiento. Las semillas se incuban dentro de una cimara ambiental
con temperatura controlada (22 + 2 °C) y en total oscuridad, hasta que el 65%
de las semillas del testigo negativo haya germinado. Después de ese periodo,
se registra el numero de semillas germinadas, siguiendo como criterio de
germinacion una longitud de radicula mayor de 5 mm (figura 18.1). Adicio-
nalmente, se registra el crecimiento o alargamiento de la radicula, como un
posible efecto téxico adicional, por medio de la medicién de la longitud al
término de la prueba (figura 18.2).

PRUEBAS DEFINITIVAS

Las pruebas definitivas se llevan a cabo utilizando un intervalo de concen-
traciones mas reducido (en serie geométrica), seleccionando aquellos trata-
mientos en los que se observe efecto adverso, para insertar entre alguno de
ellos este nuevo intervalo de concentraciones (por ejemplo 100, 50, 25, 12.5,
6.25y 3.125%). Al final se elabora la curva dosis-respuesta de las diferentes
concentraciones en un intervalo reducido y se calculan los valores de CI,
(concentracién inhibitoria media), por medio del método Probit.

EXPRESION DE RESULTADOS

La prueba de inhibicién de la germinacién en plantas superiores determina el
potencial de toxicidad agudo en el cultivo, expresado como la concentracion
inhibitoria del cincuenta por ciento de los individuos utilizados en la prueba
(CIL,,) y su precision o intervalo de confianza. Se utiliza el método Probit, también
conocido como método de unidades probabilisticas, para evaluar la relacion
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Figura 18.1. Germinacion y brote radicular de Glycine max

Tabla 18.1. Condiciones recomendadas para las pruebas de inhibicién de la germinacion con

semillas de Allium cepa y Glycine max

Tipo de ensayo

Temperatura

Calidad de luz

Tamarfio del recipiente

Volumen de la solucién de prueba
Edad del cultivo usado como in6culo
Ndamero de individuos

Ndmero de réplicas

Incubacién

Medio de cultivo

Factor de dilucién

Duracién de la prueba

Efecto medido

Resultado final
Criterios para la aceptacion de la prueba
Control positivo

Estatico

22+2°C

Oscuridad

Cajas petri de 110 mm

2.0mL

Semillas certificadas

10 semillas por frasco

3

Con 60 % de humedad relativa

Agua destilada

Segtn la dilucién

Hasta la germinacion de 65% del control
Inhibicién de la germinacién (< 5 mm de
radicula)

CIS()

Germinacion en el testigo > 90 %

2- Cloroacetamida a 35 mg/L

USEPA, 1996; OECD; 1984; ISO, 1993.
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Figura 18.2. Medicion del crecimiento del sistema radicular de Glycine max

de dosis-respuesta de un contaminante sobre un organismo. Se asigna el valor
Probit de tablas a los porcentajes de mortalidad obtenido para cada concentra-
cion (Loomis, 1978), para posteriormente efectuar el analisis de regresion lineal
mediante el método de minimos cuadrados, y utilizando los valores obtenidos
de la ecuacion de la recta se calcula la CI, , considerando el valor de la “y” ala
mitad del nimero de individuos utilizados en cada lote o tratamiento. Final-
mente, se calcula el intervalo de confianza del 95% por medio de la desviacion
estandar y el valor de tablas del estadistico “t” de student.

BIBLIOGRAFIiA

International Organization for Standarization (ISO). 1993. Soil Quality- Determination
of the effects of Pollutants on Soil Flora. Part 1. Method for the Measurement of
Inhibition of Root Growth. 9 pp.

Loomis, TA, 1978. Fundamentos de Toxicologia. lera edicién. Editorial Acribia. Za-
ragoza, Espafia. 274 pp.

Organization of Economical Co-operation and Development (OECD). 1984. Terres-
trial Plants, Growth test. Guideline for Testing of Chemicals 208l. 15 pp.

United States Environmental Protection Agency (USEPA). 1996. USEPA 712-C-96-
154. OPPTS 850.4200. 17 pp.






ENSAYOS DE METABOLISMO MICROBIANO
EN SUELO: ACTIVIDAD DESHIDROGENASA
Y TASA DE MINERALIZACION DEL
NITROGENO

Martha Barajas Aceves

CLASIFICACION DEL ENSAYO: E
ACTIVIDAD DESHIDROGENASA
PRINCIPIO DE LA PRUEBA

La oxidacién bioldgica de compuestos organicos se realiza generalmente me-
diante procesos de deshidrogenacion y se lleva a cabo por enzimas denominadas
deshidrogenasas. La actividad deshidrogenasa de los suelos esta determinada por
diferentes sistemas de deshidrogenasas, las cuales se caracterizan por presentar
una alta especificidad a sustratos. Todos los sistemas de deshidrogenasas son
parte integral de los microorganismos, por lo que la medida de actividad des-
hidrogenasa ha sido propuesta como un indicador de la actividad microbiana
del suelo (Casida, 1977).

La actividad deshidrogenasa se ha utilizado para comparar suelos naturales
y de cultivos, para evaluar la incorporacion de residuos frescos al suelo y para
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evaluar suelos degradados y suelos contaminados por metales pesados, plagui-
cidas ylluvia acida (Cochran et al., 1989; Reddy y Faza, 1989; Garcia et al., 1997;
Klein et al., 1971; Chander y Brookes ,1991; Ohlinger, 1986; Schaffer, 1993).

El método estd basado en la suposicion de que en ausencia de O, el cloruro
de 2, 3, 5-trifeniltetrazolium (TTC) acttia cuantitativamente como el aceptor
terminal de H para el sistema dehidrogenasa con la formacién del rojo de
trifeniltetrazoliumformazan (TPF).

TTC + 2H* + 2e > TPF + HCl

Cuando esta prueba se aplica a suelos, las condiciones son hechas anaero-
bicas, tanto para la deshidrogenasa anaerdbica como para la deshidrogenasa
aerdbica y se se asume que usan el TTC como aceptor de H.

MATERIAL

Tubos de ensayo de 16 x 150 mm, Vortex, estufa de incubacion ajustable a 37 °C,
espectrofotdmetro, papel filtro Whatman No. 42.

ReACTIVOS

Acetona o metanol grado analitico, carbonato de calcio (CaCO3), solucion
TTC: 3% (peso/volumen) de 2, 3,5-cloruro de trifeniltetrazolium en agua
destilada, solucion TPF estdndar para la curva de calibracion: se disuelven
100 mg de TPF en 80 mL de acetona (1,000 pg TPF/mL) y se aforan con
acetona a 100 mL.

PREPARACION DE LA CURVA DE CALIBRACION DE TPF
Para preparar la curva se pipetean 0, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 y 4.0 mL de la solucién
estandar de TPF en un matraz volumétrico (50 mL), se adicionan 8.3 mL de
buffer tris (pH 7.6) y se afora a 50 mL con acetona para obtener las siguientes
concentraciones: 0, 10, 20, 40, 60 y 80 pg TPF/mL.
PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA

Se pesan tres porciones de suelo humedo (equivalentes a 6 g de suelo seco)
en tubos de ensayo de 16 x 150 mm a cada tubo se adicionan 67 mg CaCO,,
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1 mL de la solucién de TTC y 2.5 mL de agua destilada. Los contenidos son
mezclados en el vortex para excluir el aire atrapado tanto como sea posible. Los
tubos son incubados por 24 horas a 37 °C. Al finalizar la incubacion, el trifeni-
Iformazan (TPF) formado por la reduccion de TTC se extrae agitando a mano
en un embudo de separacion con 10 mL de acetona por 5 minutos y filtrando.
Este paso se repite de 7 a 8 veces para asegurar una extraccion completa del
TPE. Elfiltrado se diluye con acetona a un volumen final de 50 mL. Se leen las
muestras a una absorbancia de 485 nm usando acetona como blanco.

La actividad deshidrogenasa en suelos se expresa en pg TPF producido
por gramo de suelo en 24 horas. La absorbancia se compara con una curva
estandar de TPF en acetona, construida con concentraciones entre 0 y 1000
mg/L. Los blancos se utilizan con extractos aceténicos o metanolicos de suelo
sin TTC o TPE

EXPRESION DE RESULTADOS

La lectura de las concentraciones (ug/mL) de la curva de calibracién se debe
corregir por los valores control y calculados. Para calcular la actividad deshi-
drogenasa (g de TPF/g de suelo seco * dia) se usa la siguiente férmula:

[TPF] * 40

actividad deshidrogenasa =
Dwt

donde:
[TPF] = es la concentracion de TPF en ug/mL
Dwt = es el peso en g del suelo en base seca de 1 g de suelo humedo
40 = es el volumen de la solucién adicionada (acetona) a la muestra de
suelo en el ensayo.

Tabla 19.1. Condiciones recomendadas para las pruebas

de la actividad deshidrogenasa en suelo

Tipo de ensayo Estatico
Temperatura de incubacién 37°C
Humedad de las muestras con 40 a 50 % de la capacidad de retencion de agua

tratamiento y controles

(Contintia)
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Tabla 19.1. Condiciones recomendadas para las pruebas de la actividad deshidrogenasa

en suelo (continiia)

Numero de réplicas por tratamiento 3

Duracion de la incubacion de la prueba 24 horas

Volumen de la solucién extractora 46.5 mL de acetona grado analitico
Almacenamiento de los extractos En la oscuridad, se recomienda no almacenarla
antes de su andlisis

Efectos medidos Produccién de TPF

Resultado final ug de TPF por gramo de suelo por dia

Control negativo Suelos sin tratamiento

TASA DE MINERALIZACION DEL NITROGENO
PRINCIPIO DE LA PRUEBA

La estimacion de la velocidad de mineralizacion de nitrégeno se puede usar
como un criterio cuantitativo de actividad microbiana en suelos y se ha usado
para estudiar la influencia de contaminantes y factores ambientales en este
medio (Greaves et al., 1980; Somerville y Graves, 1987).

Tanto las plantas como los microorganismos dependen del nitrégeno combi-
nado para su nutricién. El nitrégeno combinado, en la forma de amonio, nitratos
o compuestos organicos, es a menudo el factor limitante para los procesos biold-
gicos del suelo (Haynes y Goh, 1978). Por esta razon, el ciclo de la transformacion
de la materia orgdnica nitrogenada es de gran importancia en el recambio total
de este elemento en el suelo. La mineralizacion del nitrégeno consiste en dos
procesos importantes: la amonificacién de compuestos organicos por un gran
numero de microorganismos heterétrofos y la oxidacion del amonio liberado a
nitritos y nitratos (nitrificacion), principalmente por bacterias autétrofas.

La mineralizacién del nitrégeno organico depende principalmente de la
temperatura, humedad, aireacion, tipo de nitrégeno organico y pH.

El nitrégeno inorganico producido por mineralizacion esta sujeto a la
inmovilizacion y fijaciéon por las arcillas. También se puede transferir a la
atmosfera por desnitrificacion o a los mantos acuiferos por lixiviacion.

Este método estd basado en la incubacién de suelo humedo (ajustado
entre un 40 a 50 % de capacidad de retencién de agua) a 25 °C, seguido por
la determinaciéon de amonio, nitratos y nitritos extraidos con una solucion
sulfato de potasio (K,SO,) 0.5 M.
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REACTIVOS Y SOLUCIONES
PARA EXTRACCION
Solucién extractora de sulfato de potasio (K,SO,) 0.5 M

Se pesan 871.35 gde K,SO, y se diluyen a 10 L con agua destilada. La solucién
se mezcla y agita por 2 horas a 75 rpm en una agitadora transversal.

PARA LA DETERMINACION DE AMONIO

Acido bérico al 4 %, 6xido de magnesio, dcido sulfarico (H,S0,) 0.02 N, rojo
de metilo, azul de metileno, etanol 95%, sulfato de amonio (NH,SO,).

Solucién indicadora
Se pesan 200 mg de rojo de metilo y se aforan a 100 mL con etanol al 95%.
Ademias, se pesan 100 mg de azul de metileno y se disuelven en 50 mL de etanol
al 95%. Se combinan las dos soluciones. El tiempo méaximo de conservacion
de esta solucién es de 1 mes.

Solucién de dcido bérico
Se pesan 40 g de acido bdrico y se disuelven en 900 mL de agua destila-
da. Se aforan a 1 L. Diez mL de esta solucion se adicionan a la solucién
indicadora.

Solucion stock de sulfato de amonio (1,000 ug/mL)

Se pesan 3.66 g de NH,SO,, se disuelven y se aforan a 1000 mL con agua
destilada.

Solucién de trabajo de sulfato de amonio (10 ug/mL)

Se toma una alicuota de 10 mL de la solucion stock y se afora a 1,000 mL con
agua destilada.
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PARA LA DETERMINACION DE NITRATOS

Acido sulftrico (H,SO,). Hidréxido de potasio (KOH) 12N, nitrato de potasio
(KNO,), fenol blanco.

Solucién de dcido fenol disulfénico
Se pesan 25 g de fenol blanco puro en 150 mL de H,SO, fumante (15% de SO,
libres). Se agitan bien y se calientan por 2 horas en bafilo Maria. La solucién
se enfria y se guarda en un frasco ambar a temperatura ambiente.

Solucion dcido sulfiirico IN
Se disuelven 28 mL de H,SO, concentrado en 1 L de agua destilada.

Solucion madre de nitratos
Se pesan 7.223 g de nitrato de amonio y se disuelven en 1000 mL de agua
destilada, para dar una concentracién de NO,-N de 1000 pug/mL. Veinticinco
mL de esta solucién madre se diluyen a 500 mL con agua destilada. La con-
centracion final que se obtiene es de 50 pg/mL de NO,-N.

Curva de calibracién de nitratos
Se toma volumenes (en mL) de la solucién madre de nitratos de 0, 0.1, 0.2,
0.3, 0.4, 0.5, 1.0, para preparar diluciones con concentraciones finales en pg
NO,-N de 0, 5, 10, 15, 20, 25, 50.

PARA LA DETERMINACION DE NITRITOS

Clorhidrato de L-Naftilamina, 4cido sulfanilico EDTA disédico, acetato de
sodio, nitrito de sodio (NaNO,), hidréxido de sodio (NaOH) 6N.

Solucién de dcido sulfanilico

Se pesan 0.6 g de 4cido sulfaninico y se disuelven en 70 mL de 4cido clorhi-
drico. Se afora a 100 mL con agua destilada.
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Solucion EDTA disédico
Se pesan 0.5 g de EDTA vy se disuelven en 100 mL de agua destilada.
Solucién clorhidrato de L-naftilamina
Se pesan 0.6 g de clorhidrato de L-naftilamina y se les adiciona 1 mL de acido
clorhidrico. Se disuelven con agua destilada y se aforan a 100 mL. Esta solucion
debe mantenerse en refrigeracion. Se debe evitar inhalacién o el contacto de
la piel con esta solucion.

Solucién amortiguadora de acetato de sodio 2M

Se pesan 16.4 g de acetato de sodio y 27.2 g de acetato de sodio trihidratado.
Se aforan a 100 mL con agua destilada libre de nitritos.

Solucién de hidroxido de sodio 6N
Se disuelven 240 g de NaOH en 1000 mL de agua destilada.

Solucién madre de nitritos
Se pesan 1.232 g de nitrito de sodio (NaNO,) en 1000 mL agua destilada y se
adiciona 1 mL de cloroformo. Esta solucién tendra una concentracion de 250
ug/mL de NO,-N. Cincuenta mL de la solucién madre se diluyen a 250 mL

con agua destilada para dar una concentracién final de la solucion intermedia
de 50 ug/mL de NO_-N.

Solucién patrén de nitritos

Se toman 10 mL de la solucién intermedia (50 ug/mL de NO,-N) y se diluyen
a 1,000 mL para dar una concentracion final de 0.50 pg.

Curva de calibracién de nitritos
Se toma volumenes (en mL) de la solucidn patrén de nitritos de 0, 1, 2, 3, 5,

10, 10, 15, 20, para preparar diluciones con concentraciones finales en ug de
0, 0.50, 1.0, 1.50, 2.50, 5, 7.50, 10.
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PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA
PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Las muestras de suelos humedos (25 g en base seca) se pesan (por triplicado) en
frascos de vidrio de 100 mL y se colocan dentro de botellas de vidrio de 1 L, de
boca ancha de color @mbar. Tres muestras de suelo himedo se congelan inme-
diatamente (control) a -20 °C. En el fondo de la botella de 1 L se colocan 10 mL
de agua destilada para evitar la deshidratacion y un vial con 20 mL de NaOH 1IN
para atrapar el CO, desprendido durante la incubacidn. Se tapan las botellas de 1
L con tapas de rosca, perfectamente selladas y se incuban de 7 a 30 dias a 25°C.

EXTRACCION DE LAS MUESTRAS

A las muestras pesadas (25 g) por triplicado, en los recipientes de plastico
limpios y secos se les adiciona el K,SO, 0.5 M en una proporcion 4:1 (4 mL de
sulfato de potasio por 1 g de muestra seca) y se agita a 200 rpm a temperatura
ambiente por 30 minutos. Terminada la agitacion, se filtran inmediatamente
a través de papel Whatman # 42 a un recipiente de plastico limpio y seco. Los
extractos se guardan en congelacién (< 5°C) hasta su analisis.

DETERMINACION DE AMONIO

El nitrégeno organico (ejemplo, proteinas y acidos nucleicos) es convertido
por la descomposicién microbiana a amonio. La primera etapa de la hidrdlisis
de las proteinas, por ejemplo, es la liberacién de aminodcidos, los cuales son
hidrolizados bajo condiciones aerébicas o anaerdbicas (Jenkinson y Ladd
1981). La velocidad de amonificacion depende en la relacion C/N de los
compuestos organicos, altas tasas de amonificacién generalmente ocurren a
una relacion baja de C/N (Alef y Kleiner, 1986a; Alef y Kleiner, 1986b; Nan-
nipieri et al., 1990). Excepto para la hidrolisis de urea por ureasa extracelular,
la amonificacion es enlazada al metabolismo de las células activas.

El amonio y el nitrato de la solucién del suelo se pueden destilar directa-
mente sin ninguna preparacion de la muestra. La transformacién de amonio
a amoniaco, el cual es colectado en el destilado, se logra con la adicién de
MgO (Keeney y Nelson, 1982).

Para la determinacién de amonio se toma una alicuota de 10 mL de la mues-
tra extraida con la solucién de K,SO, 0.5M en un tubo de destilaciéon de 500
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mLy sele adicionan 10 mL de agua deionizada y 0.2 g de 6xido de magnesio.
El tubo se inserta en el aparato de destilacion. El destilado es colectado en 10
mL de acido boérico al 4 %, recibiendo 100 mL del destilado. Esta muestra se
titula con H,SO, 0.02 N

Se toma una alicuota de 10 mL de la solucién de trabajo de sulfato de
amonio y se repite todo el procedimiento descrito anteriormente. Este proce-
dimiento se repite de 4 a 5 veces y se calcula el promedio del gasto de H,SO,
0.02 N.

DETERMINACION DE NITRATOS

La conversion de amonio a nitratos se lleva a cabo a través de la actividad de dos
grupos de bacterias altamente especializadas: las quimioautétrofas y las aerdbicas
obligadas. La nitrificacién ocurre en dos etapas: primeramente el amonio es
oxidado a nitrito y después el nitrito es oxidado a nitrato. El amonio, mas que
el nitrato, se puede adsorber en los coloides organicos e inorganicos del suelo.

Esta determinacidn se basa en la cuantificacion de NO;, con el 4cido 2,4
fenol-fenoldisulfénico en un medio acido, que al anadir el KOH desarrolla el
color amarillo de la sal potésica del 4cido nitrofenoldisulfénico.

Para la determinacién de nitratos se toma una alicuota de 10 mL de
muestra en un vaso de precipitado de 100 mL y se evapora en una parrilla de
calentamiento con temperatura controlada. Luego se adicionan 2 mL de aci-
do fenoldisulfénico y se deja reposar por 10 minutos. La muestra se disuelve
con 15 mL de agua destilada. Se adicionan lentamente 7 mL de solucion de
hidroéxido de potasio (KOH) 12 N hasta desarrollar color. Se aforan a 100 mL
con agua destilada y se lee la absorbancia a 410 nm. El color es estable por
varias horas y las lecturas se pueden hacer mds tarde si es necesario.

DETERMINACION DE NITRITOS

El contenido de nitritos en suelo normalmente es muy pequeio. Sin embargo,
en suelos abonados con fertilizantes nitrogenados se pueden acumular canti-
dades apreciables. El nitrito se determina por la formacion de un colorante azo
purpura rojizo, producido a pH de 2.0 a 2.5 por acoplamiento de sulfanilamida
diazotizada con diclorohidrato de N-(1-naftil)-etilendiamina (diclorhidrato
de NED) (Primo Ytfera y Carrasco, 1973).

Para la determinacion de nitritos se toman 10 mL de muestra y se diluyen
en 40 mL de agua destilada. Se agrega 1 mL de naftilamina y se agita. Luego se



300 ENSAYOS PARA SUELOS

adiciona 1 mL de 4cido sulfanilico y 1 mL de la soluciéon de EDTA. La mezcla
se deja reposando por 10 minutos. Se adicionan nuevamente 1 mL de nafti-
lamina y 1 mL de acetato de sodio. Se deja reposar 30 minutos y finalmente
se leen las muestras a una absorbancia de a 520 nm.

EXPRESION DE RESULTADOS

La tasa de mineralizacién de nitrégeno se calcula utilizando la siguiente
formula:

Nimin HE _ (NH4(tx) +N O3(tx) -N OZ(tx)) - (N H4(ro) + N O3(t0) +N Oz(:o))
Loowes i1 t*PS
donde:
NH, , = concentracion del NH, después de la incubacién
NO, ,, = concentracion de NO, después de la incubacion
NO, ,, = concentracion de NO, después de la incubacién
NH, ,,, = concentracion de NH, del control
NO, ,, = concentracion de NO, del control
NO, ,, = concentracion de NO, del control

t = tiempo de incubacién
PS = peso en base seca del suelo humedo

La concentracién de amonio se calcula con la siguiente férmula:

Ug H.,SO, . gastados (mL) *100 * Y

+ —

suelo(g) 10*25

4

donde:
100 = mL de K,SO, 0.5 M usados para extraccion
Y = factor de conversion (ug NH,SO, destilados de la alicuota de la solucién
patrén/mL promedio del gasto de H,SO, 0.02 N).
10 = volumen de la alicuota de la muestra destilada
25 = g de suelo en base seca usados para la extracciéon
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La concentracién de nitratos se calcula con la siguiente férmula:

Ug Abs * Fc * 100

NO,-N
25%10

suelo(g)

donde:
Abs = absorbancia leida a 410 nm

Fc = factor de conversion, que es la inversa de la pendiente de la curva de
calibracion

100 = mL de sulfato de potasio usados para la extraccion del suelo
25 = g de suelo en base seca
10 = mL de la alicuota tomada para la determinacion de nitratos

La concentracion de nitritos se calcula mediante la siguiente férmula:

Ug Abs * Fc * 100
25410

NO,-N
suelo(g)

donde:
Abs = absorbancia leida a 520 nm

Fc = factor de conversion, que es la inversa de la pendiente de la curva de
calibracion

100 = mL de sulfato de potasio usados para la extraccion del suelo
25 = g de suelo en base seca
10 = mL de la alicuota tomada para la determinacién de nitritos

Tabla 19.1. Condiciones recomendadas para las pruebas de la tasa de mineralizacion

del nitrégeno en suelo

Tipo de ensayo Estatico

Temperatura de incubacién 25°C

Humedad de las muestras con tratamiento 40 a 50 % de la capacidad de retencién

y controles de agua

Numero de réplicas por tratamiento 3

Duracioén de la incubacion de la prueba De 7 a 30 dias

Volumen de la solucion extractora 4:1 solucién extractora:suelo, (vol. minimo

recomendable 100 mL )

(Contintia)
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Tabla 19.1. Condiciones recomendadas para las pruebas de la tasa de mineralizacién

del nitrégeno en suelo (continiia)

Almacenamiento de los extractos antes Congelaciéna 5 °C
de su analisis
Efectos medidos Concentraciones de amonio, nitratos y nitritos
Resultado final ug del Nitrégeno mineralizado por gramo de
suelo por dia
Control negativo Suelos sin tratamiento
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ENSAYO DE TOXICIDAD AGUDA
CON LA BACTERIA VIBRIO FISCHERI
(PHOTOBACTERIUM PHOSPHOREUM)

Yolanda Pica Granados y Gissel Trujillo Dominguez

CLASIFICACION DEL ENSAYO: AE
PRINCIPIO DE LA PRUEBA

Vibrio fischeri es una bacteria marina luminiscente, gram-negativa, anaerobia
facultativa. En condiciones ambientales favorables estas bacterias emiten luz
naturalmente, requiriendo para esto oxigeno en concentraciones por encima
de 0.5 mg/L.

El empleo de estas bacterias con fines de monitoreo de la contaminacion
ambiental se inici6 en los afios 60 y hacia los afios 70 se emplearon en la de-
terminacion de toxicidad en aguas, sedimentos y productos diversos. Poste-
riormente, estos métodos fueron estandarizados e incluidos como protocolos
normalizados como DIN (norma 38412 parte 34), ISO (norma 11348 parte 1
y SCOFI (NOM NMX-AA-112) en México.

La prueba se basa en la medicion de la luminiscencia emitida por las bacterias
V. fischeri después de su exposicion a una muestra problema por un periodo
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de 5 a 30 minutos. La intensidad de la luz emitida por las bacterias expuestas a
la muestra problema se compara con la emitida por bacterias que permanecen
en las condiciones 6ptimas del sistema control.

Ante la presencia de sustancias toxicas, la luminiscencia de V. fischeri dis-
minuye de forma proporcional a la carga toxica en la muestra problema. Este
decaimiento se produce como resultado del dafo ocasionado a los procesos
metabolicos asociados con la respiracion bacteriana.

Este ensayo es aplicable en estudios de toxicologia acuatica; control legal de
descargas agricolas, industriales y municipales; evaluacion de procesos de trata-
miento y estudios integrales de contaminacion, donde para el analisis de toxicidad
se requiera manejar una concentracion inicial de la muestra del 100%. Este método
puede emplearse también para el andlisis de extractos organicos y elutriados de
suelos y sedimentos o sustancias puras liquidas o sélidos solubilizables.

DEFINICIONES
Las siguientes definiciones han sido adecuadas a las necesidades de la prueba.

Agua deionizada: es el agua a la que se le han removido los iones en solucién,
pasandola a través de columnas de resina o de un sistema de dsmosis in-
versa.

Andlisis replicado: es la prueba realizada a una muestra en dos o mas ocasiones
durante la misma sesion de trabajo.

Bioluminiscencia: fenémeno en donde los organismos vivos emiten luz como
resultado de procesos enzimaticos ligados a la respiracion.

Blanco: es usado indistintamente con la palabra control.

Blanco de pretratamiento: debera entenderse como blanco de pretratamiento
aquel que se prepara de la misma forma que las muestras, pero sin contener
a la muestra. Se realiza cuando las muestras son tratadas previamente al
analisis de toxicidad y se elabora para evaluar en qué medida el pretrata-
miento contribuye a la toxicidad de la muestra.

Compuesto téxico de referencia: sustancia pura utilizada en ensayos de toxicidad
para determinar la sensibilidad de los organismos de prueba y validar las
mediciones de toxicidad.

Concentracion efectiva media (CE, ): es la concentracion estimada de mate-
rial que causa un efecto no letal detectado por la reduccion del 50% de la
intensidad luminosa generada por una poblacién de 10° bacterias.

Control: lote o tratamiento dentro de un disefio experimental que replica todos



PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA CON VIBRIO FISCHERI ~ 3()9

los factores que puedan afectar el resultado, excepto la condicidon que esta
siendo investigada (sinénimo de control negativo).

Cultivo: conjunto de plantas o animales que se mantienen bajo condiciones
definidas y controladas, para producir organismos saludables.

Efecto toxico agudo: es aquel que es inducido y observado en un periodo corto, que
puede ser de 5a 30 minutos para el caso de V. fischeri. Este periodo de respuesta
optimo esta definido a partir de estudios previos basados en el conocimiento de
biologia bacteriana, en conjunto con la quimica de los compuestos toxicos. Se
ha observado la existencia de procesos que facilitan el paso de los compuestos
toxicos al interior de las células bacterianas, siendo mas agiles y rapidos los
relacionados a compuestos organicos que los de incorporacion de elementos
metalicos (Bulich, 1979; Bulich et. al., 1981; Kauser, 1984; Bulich, 1988).

Liofilizado: congelado y deshidratado al vacio; es aplicado a la bacteria usada
en la prueba Microtox, la cual se comercializa.

Porcentaje (%): es una concentracion expresada en partes por ciento. Represen-
ta una unidad o parte del material (por ejemplo efluente o agua receptora)
diluida con agua a un total de 100 partes. Las concentraciones pueden ser
preparadas en volumen-volumen o peso-peso y son expresadas como un
porcentaje de material de prueba en la solucién final.

Prueba de toxicidad: también denominada bioensayo o ensayo de toxicidad, la
cual consisten en la exposicién de organismos vivos a soluciones preparadas
o muestras naturales con el fin de evaluar en ellas la presencia de algin
compuesto toxico a través de alteraciones de la vitalidad o funcionamiento
metabolico de los organismos de prueba.

Toxicidad: es la capacidad o potencialidad inherente de un material para causar
efectos adversos en los organismos. El efecto puede ser letal o subletal.

MATERIAL

Hielera, hielo o geles refrigerantes, pipetas automaticas de 250, 500 y 1,000
uL (de volumen fijo o ajustable), pipeta automatica de 10 pL o de repeticién
ajustable a mediciones de10 pL, puntas para micropipetas, jeringas de 0.6 mL
para pipeta de repeticion y celdillas de vidrio de borosilicato.

EqQuiro

Sistema Microtox® Modelo 500 constituido por: fotosensor (Luminémetro);
pozos de incubacidn con temperatura controlada de 15 °C; pozo para reac-



310 ENSAYOS APLICABLES A MAS DE UNA MATRIZ

tivo reconstituido con temperatura controlada de 5 °C (pozo activacion) y
congelador a una temperatura de —20° C. Sistema de computo con software
acoplado a sistema Microtox®, Probit u otro que sea de utilidad, y con hoja
de calculo.

REACTIVOS

Reactivo liofilizado (bacteria liofilizada), solucion diluente (solucion de cloruro
de sodio (NaCl) al 2%), solucién de ajuste osmético (solucion de cloruro de
sodio (NaCl) 22 %), solucion de reconstitucion (agua deionizada).

PROCEDIMIENTO DE PRUEBA

Este ensayo es una version ampliada y modificada por el Instituto Mexicano de
Tecnologia del Agua, basada en MICROBICS (1992) y enla Norma Mexicana
NMX-A-112-1995-SCFI (SECOFI, 1995).

OBTENCION, MANEJO Y TRANSPORTE DE LA BACTERIA

La bacteria V. fischeri en forma liofilizada puede ser obtenida a través de la
representacion en México de Microtox® o en su defecto cultivada, siguiendo
la metodologia descrita por Knie y Lopes (2004). Durante su traslado debe
conservarse siempre en congelacion, de preferencia a una temperatura de -20
+ 4 °C. El inadecuado manejo de las bacterias afecta la sensibilidad de estos
microorganismos y por consecuencia la confiabilidad de los resultados.

Para el transporte de las bacterias se deben utilizar hieleras con geles refri-
gerantes, hielo o hielo seco, para mantener una temperatura de 4 + 2 °C. De
esta forma las bacterias liofilizadas pueden permanecer hasta 8 horas. En caso
de traslados breves puede emplearse bandejas con hielo o geles frios.

REACTIVACION DE LA BACTERIA LIOFILIZADA

Encender el equipo Microtox® y permitir la estabilizacion automatica de las
temperaturas en los pozos de incubacion (15 + 1 °C) y de activacion (5 £ 1 °C).
El tiempo requerido es de aproximadamente 15 minutos, lo cual se verifica al
apagarse la sefial de termometro en la pantalla del equipo.

Colocar 5 celdillas en los pozos de incubacién del sistema Microtox®
(figura 20.1).
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Colocar un vial en la celdilla del pozo de activacién o de reactivo del
sistema Microtox®.

Agregar a la celdilla del pozo de activacion 1 000 uL de solucion de re-
constitucion. Dejar estabilizar por un tiempo aproximado de 5 a 10 minutos
para que ésta alcance una temperatura de 5 + 1 °C, la cual es controlada
internamente por el equipo.

Sacar un frasco de bacteria liofilizada del congelador, manejar en frio hasta
que se vacie en ella la solucidon de reconstitucion, mantenida en el pozo de
activaciona 5+ 1 °C, y disolver. Estas acciones deben efectuarse rapidamente
para evitar un efecto de choque osmético a las bacterias. Transferir la mezcla
nuevamente a la celdilla de activacion y continuar su incubaciéna 5+ 1°C.
Mezclar la bacteria, ya sea con ayuda de una pipeta automatica, aspirando y
eyectando la mezcla en la celdilla, o por medio de agitacién suave generando
un efecto ligero de vortice. Dejar reposar por un tiempo aproximado de 15
minutos con el proposito de que la bacteria se hidrate y revitalice.

PREPARACION DE LA PRUEBA

Para el analisis de agua epicontinental, el sistema se prepara de la siguiente
manera (tabla 20.1):

Agregar 1,000 pL de solucion diluente en las celdillas 1, 2, 3 y 4.

Agregar 250 pL de solucion de ajuste osmotico y 2500 uL de la muestra
problema en la celdilla 5. Mezclar por pipeteo, absorbiendo y eyectando la
solucién tres veces con ayuda de la pipeta de 1 000 pL.

Para andlisis de agua marina y salobre se requieren preparar dos sistemas
de prueba, uno igual al de muestras de agua epicontinental, conteniendo 250
uL de solucién de ajuste osmatico y 2500 uL de la muestra problema del agua
salina por analizar y otro preparado sin la solucion de ajuste osmético, es decir
2750 pL de la muestra problema.

El empleo del analisis de la muestras con y sin ajuste osmoético ayuda a elegir
el método de trabajo adecuado para las muestras problema, ya que cuando la
adicién de la soluciéon de ajuste osmdtico representa un exceso de sales para
la bacteria, los niveles de luminosidad adquieren valores significativamente
mas elevados que los del control negativo, datos que denotan interferencia
por exceso de sales en el sistema de prueba y no pueden ser empleados para la
obtencion de la concentracion efectiva media (CE, ). Cuando esto sucede, el
sistema preparado en ausencia de la solucidn de ajuste osmoético generalmente
provee de lecturas utiles para los calculos de la CE_.
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Figura.20.1. Procedimiento de prueba para el ensayo con Vibrio fischeri

1. Preparacion de la bacteria

Temp. 5.5 °C

Celdilla '—ﬂ‘ Bateri

5 aterias
reactivo \\ j liofilizadas
Agregar 100 pL
de sol. reconst.

2. Preparacion de muestras
Temp. 15 °C

QOOO®

L—100 pL de medio de dilucion—I= 200 uL
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. . . muestra
3. Preparacion de diluciones

Transferencia de secuencias de 100 pL Celdilla react-

4 -
\W Mezclar /‘g \1 J50uL bact
escartar U

Control ~ 11.25 22,50  45.00 90.00

4. Procedimiento de prueba
Agregar 100 pL de cada celdilla

QeO0LLe

L— Agitar cada celdilla y leer a 5y 10 munitos —
PREPARACION DEL CONTROL DE PRUEBA

En forma paralela, se prepararan muestras replicadas y blancos de procedimien-
to (cuando esto aplique) consideradas para el control de calidad analitico, asi
como un control positivo y otro negativo.

El control positivo corresponde a una prueba efectuada con una solucién
de fenol, que es el compuesto téxico de referencia para la prueba con V. fischeri.
A través de €l es posible verificar la adecuada sensibilidad y el estado fisiolégi-
co de los microorganismos liofilizados antes de iniciar el analisis de muestras
problema. Alternativamente, pueden ser empleados otros compuestos cuya
respuesta sea bien conocida, tal es el caso del Zn(II).
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Es necesario elaborar una solucion de prueba de aproximadamente 100
pg/mL (ppm). La solucion de fenol deberd ser valorada de forma regular (por
lo menos una vez cada tres meses), empleando el método de titulaciéon con
tiosulfato en su apartado de valoracion de soluciéon madre de fenol, al que se
hace mencién en la NOM-AA-050 de la SCFI (SECOFI, 2001).

La solucion de fenol debe mantenerse en frascos ambar o protegidos de laluz
con cubierta de papel aluminio a 4 + 2 °C (refrigeracion). En estas condiciones,
la solucién de prueba podra preservarse por un promedio de 20 dias. Se puede
continuar su empleo siempre y cuando el valor de CE_ no exceda los limites del
ambito de respuesta preestablecido para el compuesto toxico de referencia, que
esde 13 a26 pg/mL después de 5 minutos de exposicion y cuya concentracion,
verificada a través de la valoracion, no indique cambios relevantes.

A partir de la solucion de fenol mencionada, se prepara una serie de cuatro
diluciones a las que se expondran (por cinco minutos) a los microorganismosy
cuyo efecto medido permitird la determinacion de la CE, correspondiente.

El control negativo se prepara con una solucién de agua deionizada libre
de compuesto tdxicos, adicionada con solucién diluente al 2%. Los valores
de luminosidad en la celda del control negativo deben ser siempre superiores
al valor de 90.

En caso de que los valores de CE,  para el control positivo o los de lumino-
sidad para el control negativo excedan los intervalos establecidos, la prueba
debera repetirse para verificar la alteracion de la respuesta. Si esta alteracion
persiste entonces la bacteria o las soluciones diluentes o de ajuste osmético de-
beran desecharse y sustituirse o, en su defecto, preparar nuevamente la soluciéon
del compuesto toxico de referencia y verificar la respuesta.

PREPARACION DE DILUCIONES

Elaborar una serie de diluciones transfiriendo 1,000 pL de la celdilla 5 a la 4,
dela4ala3ydela3ala2, mezclando cada vez. Efectuar la transferencia en
el orden indicado, con una pipeta automatica de 1,000 pL.

Desechar 1000 pL de la celdilla 2 y 750 pL de la celdilla 5 con el objetivo
de uniformizar volumenes a 1,000 pL. La celdilla 1 sera considerada como
control negativo. Para la preparacion de las diluciones mencionadas se debe
emplear pipetas automaticas para volimenes de 1,000, 500 y 250 pL.

Dejar estabilizar la temperatura de las diluciones por espacio de 5 minutos
con el fin de que alcancen una temperatura de 15 + 1 °C. Para ello, las celdillas
deben permanecer en el interior de los pozos del equipo Microtox®.
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PREPARATIVOS PARA CAPTURAR LOS DATOS

Una vez preparado el sistema experimental de prueba, se deben disponer las
herramientas de captura de datos. Con este fin, puede emplearse el sistema en
linea de captacion automatica por software o cualquier otro de utilidad. De
no ser posible el empleo del software integrado a la tecnologia Microtox®, se
puede efectuar la toma de datos directa de la pantalla de dicho equipo y regis-
trarlos en una bitadcora o en una hoja de célculo electrénico. La correccion de
los valores de luminiscencia a porcentaje de efecto se explica mas adelante.

En el caso de haber empleado la opcién de toma directa de datos, los
valores pueden ser posteriormente ingresados de forma manual al software
que acompaia a la tecnologia Microtox®, al programa Probit o a cualquier
otro de utilidad para el cdlculo de la CE, . De efectuarse la toma de datos de
forma manual es importante el uso de un crondmetro o reloj que permita el
control del término del tiempo de exposicién (por ejemplo 5 o 15 minutos),
para dar inicio a la lectura de cada celdilla.

INOCULACION Y LECTURA DE PRUEBA

Una vez revitalizada la bacteria en el pozo de activacion, preparadas las dilu-
ciones y listo el sistema de captura de datos, iniciar la adicién de 10 uL de la
bacteria reconstituida a cada una de las celdillas del sistema experimental (por
ejemplo dela 1ala5)yde forma simultdnea activar el crondmetro programado
al tiempo de exposicion seleccionado que puede ser 5, 10 0 30 minutos.

Al término del tiempo de exposicion se debe realizar la lectura de las cel-
dillas. Para ello, colocar la celdilla 1 (control negativo) en el pozo de lecturay
efectuar la autocalibracion, presionando el boton identificado con la palabra
SET (apareceran en la pantalla del equipo valores entre 90-100). Posteriormen-
te, oprima el boton READ. La lectura de la celdilla 1 aparecera en la pantalla
y debera ser registrada en la bitdcora, en el software o en la hoja de calculo,
en el sitio asignado para las lecturas de las celdillas control negativo.

Retire la celdilla 1 (control negativo) y continte con la lectura de las cel-
dillas restantes o experimentales (por ejemplo 2, 3, 4y 5), iniciando con la de
menor concentraciéon. Oprima el botén READ con cada celdilla. Ingrese una
nueva celdilla para lectura de forma inmediata a la expulsion de la anterior,
registrando los datos que aparecen en la pantalla del equipo.
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Tabla 20.1. Condiciones recomendadas para la prueba de toxicidad aguda

con Vibrio fischeri

Tipo de ensayo

Organismo de prueba
Equipamiento

Temperatura

Recipientes de prueba

Volumen de la solucién de prueba
Nuamero de organismos por recipientes
Numero de réplicas

Ndmero de diluciones

Agua de dilucién

Factor de dilucién

Duracion de la prueba

Efecto medido
Resultado final
Aceptabilidad de los resultados

Control positivo

Estatico

Vibrio fischeri, cepa NRRL B-11177 liofilizada
Fotémetro Microbiocs (Microtox °©)

15+ 0.3°C

Viales de 2 mL

1 mL

Aproximadamente 1 x 10° bacterias

No requiere réplicas

>4

Agua destilada con NaCl al 2%

0.300.5

5 0 15 minutos u otro tiempo (< lhora)
que resulte apropiado a los objetivos
Inhibicién de la emision luminosa

IC,, 0 EC,,

La emision luminosa en el control negativo
debe ser > 90

Solucién de fenol

EXPRESION DE RESULTADOS

Los resultados se expresan a través de la CE, y las unidades pueden estar en
porcentaje, mL/L, mg/L, eq. mg/mL o cualquier otra unidad acorde con el
tipo y manejo de muestra que se analice.

Los célculos para la determinacién de la CE,, asi como la elaboracién de
la curva asociada, pueden ser realizados a través de diversas herramientas
como los software MTX 7 o la version mas reciente, ambos producidos
por el fabricante de Microtox® para el registro automatico de datos. Estos
programas despliegan la informacidn en pantalla y si se desea puede ser
impresa.

De no contarse con estos programas, también puede emplearse el programa
Probit (versién USEPA 1.5) o cualquier otro que pueda efectuar dicho analisis.
En caso de emplear el Probit serd necesario hacer la conversion de los valores
de luminiscencia a porcentajes de efecto los cuales deberan ser capturados en
el programa Probit en los espacios correspondientes al nimero de organismos
afectados para cada dilucién. Para efectuar la correccion debera realizar los
siguientes pasos:
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Tomar el valor de luminiscencia del control (si es sélo uno) o promediar el valor
de los controles (si se cuenta con mas de uno) y hacerlo equivalente a 100%.
Tomar el valor de luminiscencia de cada dilucién para obtener su valor en
equivalencia respecto al control, a través de una regla de tres.

Ejemplo de una dilucién:

Luminiscencia del control 96 100%
Luminiscencia de la dilucion 70 X
Resultado X=7291

Restar de 100 cada valor de dilucién obtenido de la correccion:
100 -72.91 = 27.09

El valor de 27.09 es el porcentaje de efecto que debera ingresase al Probit

como el nimero de organismos afectados. Realizar este ajuste a cada una de
las distintas diluciones.

INTERFERENCIAS

Color en la muestra original y diluida. Si se sospecha de interferencia por
color, hacer la correccion delalectura de acuerdo a los pasos que se indican
en el manual Microtox (Microbics Corporation, 1992).

Turbiedad en las muestras diluidas. Dejar sedimentar la muestra y emplear
el sobrenadante.

Compuestos volatiles. En caso de que la muestra contenga compuestos
volatiles, es factible que la pérdida continua de estos agentes sea un
factor de variabilidad que afecte la estabilidad de la respuesta y puede
generar, en caso de andlisis replicados, resultados poco consistentes. Para
evitar dicha alteracion se sugiere correr en paralelo a la muestra original
muestras aireadas, de modo que los resultados de toxicidad que asi se
obtengan corresponderan a la fraccién soluble y no volatil de la muestra.
Si se requiere conocer la toxicidad de muestras con carga volatil sin que
ésta sea removida, la nica prueba factible de ser aplicada con V. fischeri
es una con una corta duracion (5 minutos), manejando la muestra en
frio y en sistemas parcialmente cerrados. Estas condiciones, manejadas
por técnicos con experiencia, pueden permitir la obtencion de lecturas
analiticamente confiables; sin embargo, esta clase de andlisis no deben
realizarse rutinariamente y deben ser protocolizados como investigaciones
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o0 procesos especiales dada la complejidad de su manejo y la necesidad de
ser interpretadas por especialistas.
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ENSAYO DE MUTAGENICIDAD CON
LA BACTERIA SALMONELLA TYPHIMURIM.
PRUEBA DE AMES

Ana Maria Sandoval Villasana

CLASIFICACION DEL ENSAYO: AE
PRINCIPIO DE LA PRUEBA

La prueba utiliza cepas de Salmonella typhimurium, construidas por ingenieria
genética, capaces de detectar compuestos que causan mutaciones génicas por
dislocamiento del cuadro de lectura (frameshift) o por sustitucion de pares de
bases del ADN. Para la deteccion de substancias promutagénicas, se incluye el
ensayo de fraccién microsomal de higado de rata, un sistema de activacién me-
tabolica, que permite la evaluacion de metabolitos de la muestra problema.
Diferentes cepas de S. typhimurium auxotroficas a histidina son expuestas
a una muestra con y sin activacion metabdlica y plaqueadas en agar medio
minimo con histidina/biotina. Dada la composicion del medio de cultivo, se
forman colonias con las células prototroficas a histidina (his-), procedentes
de mutaciones espontaneas u originadas de mutaciones provocadas por la
muestra problema. Después de 66 horas de incubacion a 37°C, las colonias
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revertantes son contadas. El valor igual o mayor a dos, de la expresion obtenida
de dividir el nimero de revertantes en las placas de prueba entre el nimero de
revertantes de las placas control, indica la presencia de actividad mutagénica
en la muestra problema.

Una modificacién a la prueba de Ames original fue sugerida, donde se
prueba directamente la muestra que pasa previamente por un proceso de fil-
tracion por membrana, modificindose las concentraciones de agar, en el agar
de superficie. El método directo, como se denomina, aumenta la sensibilidad
del ensayo, permitiendo una concentracion in situ de la muestra en alrededor
de 10 a 20 veces; es decir, que la muestra problema adicionada presenta una
mayor respuesta al analisis en funcion del aumento de compuestos genotdxicos
como consecuencia del proceso de filtracion de la muestra problema (Cornell
Institute for Medical Research, 1986).

Este método también tiene la ventaja de poder ser utilizado en muestras
problema que presentan alta viscosidad; en estos casos puede ser utilizada la
técnica de pre-incubaciéon (Maron y Ames, 1983).

La prueba de Ames método directo se utiliza en la evaluacién de muta-
genicidad de muestras problema (agua, aire, lixiviados de residuos sélidos,
extractos acuosos, etc.). Asimismo, es considerada parte esencial de las pruebas
toxicoldgicas para la deteccion y localizacién de fuentes que generen un dafno
potencial por la presencia de compuestos genotoxicos.

DEFINICIONES Y ABREVIATURAS

ADN: 4cido desoxirribonucleico.

Auxdtrofico: organismo mutante (bacteria) que no crece en un medio minimo,
pues necesita de la presencia de algun factor de desarrollo.

c.s.p.: cantidad suficiente para.

Mutacion: mecanismo bioldgico universal que promueve modificaciones
genéticas en los organismos. A nivel molecular, hay una alteracion de la
molécula de ADN, resultando en la formacion de proteinas alteradas o
ausentes en el organismo que sufre una mutacion.

Mutacién rfa: mutacion que causa modificaciones en la capa de lipopoli-
sacaridos de la membrana celular bacteriana, propiciando una mayor
permeabilidad de la célula a moléculas grandes.

Mutacién uvrB: mutacion causada por la delecion de los genes responsables
por la reparacién de excision, que impide a una bacteria reparar algunos
tipos de dafios causados al ADN, tornandose mas sensible a agentes muta-



ENSAYO DE MUTAGENICIDAD CON LA BACTERIA SALMONELLA TYPHIMURIN 321

génicos. Por razones técnicas, una delecion del gene uvrB se extendio6 hasta
el gen de biotina y, consecuentemente, las cepas se tornaron auxétroficas
para biotina (bio-).

Mutdgeno o agente mutagénico: agente quimico o fisico que se integra con el
ADN, causando mutaciones.

Operon: conjunto de genes que controlan la biosintesis de una proteina.

p.a.: para analisis (o grado reactivo).

Plasmido: fragmento circular de ADN que se encuentra separado del ADN
cromosomico.

Pldasmido pAQI: plasmido que contiene un gene para resistencia a tetraciclina
y contiene una mutacion hisG428

Plasmido pKM101: plasmido que contiene un gen para resistencia a ampicilina.
Su presencia confiere una bacteria con mayor sensibilidad a mutagenos.

Prototréfico: organismo de tipo silvestre.

MATERIAL

Matraces para la preparacion de medios de cultivo de borosilicato (Pyrex)
o de vidrio neutro, con capacidad de 100, 250, 500 y 1,000 mL; frascos para
soluciones de borosilicato (Pyrex) o de vidrio neutro, con tapa de rosca, no
toxica; pipetas bacteriolégicas de 1 mL, 5 mL y 10 mL con graduacién de
1/10; tubos de ensaye de borosilicato (Pyrex) o de vidrio neutro, de medidas
aproximadas de 13 X 100 mm y 15 X 150 mm, con tapdén de polipropileno
de material no toxico; cajas Petri desechables, deben ser de plastico de buena
calidad y deben medir 100 mm de didmetro por 15 mm de altura. Es necesario
que su esterilizacion se realice por un proceso de radiacién gama. En caso de
no tener acceso a este proceso deben ser esterilizadas en horno de microondas
al 100% de capacidad durante 14 minutos. No deben utilizarse cajas esterili-
zadas por procesos quimicos; asas de inoculacién con una longitud de 7 a 8
cm de diametro de 0.5 mm; tubos criogénicos de polipropileno esterilizables
en autoclave, con tapas apropiadas para congelar a —-80 °C (ultracongelador)
0 -195 °C (nitrégeno liquido) para volimenes maximos de 2 mL; mechero
Bunsen; gradillas; filtros para esterilizacion del tipo swinnex, de polipropileno
con didmetro de 13 mm o del tipo unidades de filtracién, con didmetro de
47 mm; cinta indicadora de esterilidad; lampara germicida (UV) de 15 W;
guantes quirurgicos; membranas de filtracion estériles de acetato de celulosa,
con poros de 0.45 pm y 0.22 pum; micropipetas con capacidad para medir
volumenes de 10 a 100 uL, 100 a 1,000 uL; papel filtro; papel Kraft; parafilm;
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pipeteador; pinzas; porta-pipetas de acero inoxidable y jeringas desechables
esterilizadas con capacidad de 5, 10 y 20 mL.

Equiro

Agitador tipo vortex; autoclave; balanza analitica; balanza granataria; baio
seco; campana de seguridad bioldgica (camara de flujo laminar vertical);
congelador; contador de colonias; microscopio estereoscépico; incubadora
bacterioldgica; incubadora con agitacion orbital; microscopio 6ptico; parrilla
de calentamiento; potenciémetro; refrigerador y ultracongelador a -80 °C.

REACTIVOS Y SOLUCIONES

Los reactivos deben ser grado p.a. o bacterioldgicos y de procedencia idénea,
no deben presentar olor, color y consistencia alterada, deben estar libres de
elementos bacteriostaticos inespecificos, por ejemplo, carbohidratos inespe-
cificos:

2-aminoantraceno (2AA); 2-aminofluoreno; dcido citrico (C 6H80'7HZO) p-as;
acido picrolénico; azida de sodio (NaN,); bacto agar; f-nicotinamida adenina
dinucleétido fosfato (NADP); D-biotina; caldo nutritivo N° 2 (OXOID); clo-
ruro de magnesio (MgCl,*6H,0) p.a.; cloruro de potasio (KCl) p.a.; cloruro
de sodio (NaCl) p.a.; cristal violeta; dimetilsulféxido (DMSO); fosfato de
potasio dibasico (K,HPO,) p.a.; fosfato de sodio monobasico (KH,PO,) p.a.;
fosfato de sodio y amonio (NaNH,PO,.»4H,0) p.a.; fosfato de sodio dibasico
(Na,HPO,) p.a; fosfato de potasio monobasico (NaH,PO,) p.a.; fraccion S9
- homogeneizado de higado de rata, inducido con Aroclor 1254, congelado,
proveniente del Instituto de Investigaciones Biomédicas - UNAM; glucosa;
glucosa-6-fosfato; L-histidina HCI; metil nitrosoguanidina (MNNG) y sulfato
de magnesio (MgSO,.*7H.0) p.a.

SOLUCION DE AGAR

Reactivo Volumen o peso

Bacto agar 75¢g
Agua destilada 300 mL
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Pesar el agar y adicionar el agua destilada fria. Agitar frecuentemente hasta
disolver. Esterilizar en autoclave a 121 °C por 15 minutos.

SOLUCION DE GLUCOSA

Reactivo Volumen o peso
Glucosa 10g
Agua destilada 100 mL

Pesar la glucosa y adicionar el agua destilada fria. Agitar inmediatamente
hasta disolver completamente. Esterilizar en autoclave a 121 °C por 15 mi-
nutos.

MEDIO DE VOGEL-BONNER “E” 50X v 10X

Reactivo Volumen o peso
Sulfato de magnesio heptahidratado 10g
Acido citrico monohidratado 100 g
Fosfato de potasio dibésico anhidro 500 g
Fosfato de sodio y amonio tetrahidratado 175¢g
Agua destilada 1000 mL

Pesar las sustancias mencionadas en las cantidades especificadas y disolver
en el agua destilada fria. Distribuir en un frasco color ambar y mantener a
temperatura ambiente.

A partir de la solucién preparada de Vogel-Bonner “E” (50X) tomar 10
mL y adicionarlos a 90 mL de agua destilada, obteniéndose una solucién de
Vogel-Bonner “E” 10X. Agitar inmediatamente hasta disolver completamente.
Esterilizar en autoclave a 121 °C por 15 minutos.

SOLUCION DE HISTIDINA/BIOTINA

Reactivo Volumen o peso
L-histidina HCI 0.117 g
D-biotina 0.138 g

Agua destilada 1000 mL
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Pesar los componentes y disolverlos en el agua destilada caliente (tempera-
tura de ebullicion). Distribuir volumenes de 100 mL en frascos cubiertos con
aluminio. Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Los frascos
que contienen la solucién histidina/biotina son almacenados en refrigeracién
(2 a 8 °C) durante un periodo de maximo de 45 dias.

AGAR MEDIO MINIMO

Reactivo Volumen (mL)
Agar 300
Solucién de glucosa 100
Medio de Vogel-Bonner “E” 10X 100
Solucién de histidina/biotina 5

Juntar asépticamente las soluciones de agar, glucosa, Vogel-Bonner “E” 10X
e histidina/biotina en las cantidades especificadas, homogeneizar suavemente
y distribuir volimenes de aproximadamente 24 mL en cajas de Petri esteriliza-
das, con ayuda de un pipeteador semiautomatico. Las placas con agar minimo
son almacenadas en refrigeracion (2 a 8 °C) durante un periodo de 30 dias.

CALDO NUTRITIVO OXOID

Reactivo Volumen o peso
Caldo nutritivo N° 2 (OXOID) 25g
Agua destilada 100 mL

Pesar el caldo nutritivo y disolverlo en el agua destilada fria. Distribuir
alicuotas de 5 mL en tubos de ensaye de 15 mm X 150 mm, con tapa de rosca.
Posteriormente esterilizar a 121 °C durante 15 minutos, almacenar en refri-
geracion (4 £ 2 °C) durante un periodo de 30 dias.

AGAR NUTRITIVO

Reactivo Volumen o peso
Caldo nutritivo No. 2 (OXOID) 250¢g
Agar 150¢g

Agua destilada 1000 mL
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Pesar los componentes y adicionar el agua destilada fria, dejar en reposo
durante 15 minutos. Agitar hasta una completa homogeneizacion de los ingre-
dientes. Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos. El pH final de
la solucién después de la esterilizacion debe ser de 7.0. Después de esterilizar,
estabilizar el medio a una temperatura de 50 °C. Con todos los cuidados de
asepsia, distribuir aproximadamente 24 mL en cajas Petri esterilizadas. Las
cajas Petri que contienen agar nutritivo son almacenadas en refrigeracion (4
+ 2 °C) durante un periodo de 14 dias.

AGAR DE SUPERFICIE (“TOP AGAR”)

La composicion del agar de superficie utilizado en el método directo se pre-
senta en la tabla 21.1. Las cantidades de los componentes de este medio de
cultivo fueron modificadas, para permitir que la concentracion del agar sea la
misma conforme se varie el volumen de la muestra por tubo (Cornell Institute
for medical Research, 1986).

Tabla 21.1. Composicién del agar de superficie para la prueba de Ames

Componentes Concentracion del agar de superficie

1.0X 1.5X 2.0X 2.5X 3.0X
Bacto agar 60g 72¢g 90¢g 120¢g 180¢g
Cloruro de sodio 50g 60g 75g 10.0g 150g

Agua destilada 1000 mL

Fuente: Cornell Institute for Medical Research, 1986.

Pesar los componentes y adicionar el agua destilada fria. Agitar frecuente-
mente hasta una completa homogeneizacion de los ingredientes. Dejar reposar
15 minutos y esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos. El pH final
del medio deber ser de 7.0. Después de esterilizar, estabilizar el medio a una
temperatura de 48 + 2 °C en incubadora. Si es posible preparar este medio un
dia antes de su utilizacion. En caso de que sobre después de su uso, este medio
se debe almacenar en refrigeracion (2 a 8 °C) durante un periodo maximo de
30 dias. Si este medio esta solidificado el dia que se use, debe fundirse en un
horno de microondas a 100% de su potencia durante 6 minutos.
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SOLUCION AMORTIGUADORA A

Reactivo Volumen o peso
Fosfato de sodio dibasico 2.84¢g
Agua destilada 100 mL

Disolver el fosfato de sodio dibasico en el agua destilada fria. Esterilizar
en autoclave a 121 °C por 15 minutos. Mantener en refrigeracion (2 a 8 °C)
durante un periodo maximo de 60 dias.

SOLUCION AMORTIGUADORA B

Reactivo Volumen o peso
Fosfato de sodio monobdsico 2.76¢g
Agua destilada c.s.p. 100 mL

Disolver el fosfato de sodio monobasico en el agua destilada fria. Esterilizar
en autoclave a 121 °C por 15 minutos. Mantener en refrigeraciéon (2 a 8 °C)
durante un periodo maximo de 60 dias.

SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS 0.2 M

Reactivo Volumen (mL)
Solucién amortiguadora A 81
Solucién amortiguadora B 19

Cuando selleva a cabo el experimento juntar la solucién amortiguadora A
con la solucién amortiguadora B. El pH final de la solucion debe ser de 7.4.

SOLUCION DE CLORURO DE POTASIO 1.65 M

Reactivo Volumen o peso

Cloruro de potasio 123¢g
Agua destilada c.s.p. 100 mL
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Disolver el cloruro de potasio en el agua destilada. Esterilizar en autoclave a
121 °Cpor 15 minutos. Los frascos con solucion de cloruro de potasio son alma-
cenados en refrigeracion (2 a 8 °C) durante un periodo maximo de 60 dias.

SOLUCION DE CLORURO DE MAGNESIO 0.4 M

Reactivo Volumen o peso
Cloruro de magnesio 8.l4g
Agua destilada c.s.p. 100 mL

Disolver el cloruro de magnesio en el de agua destilada. Esterilizar en
autoclave a 121 °C por 15 minutos. Los frascos de la solucion de cloruro de
magnesio son almacenados en refrigeracion (2 a 8 °C) durante un periodo
maximo de 60 dias.

SOLUCION DE GLUCOSA-6-FOSFATO 1M

Reactivo Volumen o peso
Glucosa-6-fosfato 141g
Agua destilada c.s.p. 5mL

Disolver la glucosa-6-fosfato en el agua destilada esterilizada. Esterilizar por
membrana filtrante (0.45 pm) en un vial desechable previamente esterilizado.
Los tubos que contienen una solucion de glucosa-6-fosfato deben ser almace-
nados en congelador (-20 £ 2°C) durante un periodo maximo de 60 dias.

SOLUCION DE B-NICOTINAMIDA ADENINA DINUCLEOTIDO
FOSFATO 0.1 M

Reactivo Volumen o peso
B-nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADP) 0.07654 g
Agua destilada 10 mL

Disolver el NADP en el agua destilada esterilizada. Esterilizar por membra-
na filtrante (0.45 pm) en un vial con tapa de rosca previamente esterilizado.
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Esta solucion debe prepararse el mismo dia y en el volumen necesario que se
va a requerir para el experimento.

FrRACCION S9

La fraccion S9 es un homogeneizado de higado de rata, inducido con Aroclor
1254, congelado, proveniente del Instituto de Investigaciones Biomédicas,
UNAM. Es mantenido en viales congelados a —80 + 2°C en ultracongelador
0a-195 °Cen tanque de nitrégeno liquido durante tres aios. Cuando éste se
va a requerir para un experimento, unicamente se descongela la cantidad de
viales necesaria. Si sobra volumen de esta fraccion, se desecha. Para emplearlo
en la mezcla S9, éste debe ser esterilizado por membrana filtrante (0.45 um)
en un vial con tapa de rosca previamente esterilizado. Esta solucion debe
prepararse el mismo dia del experimento.

MEzcLA (S9) 4%

La combinacién de la fraccién S9 y los cofactores se denomina mezcla S9.

Reactivo Volumen (uL)
Agua destilada 375
Solucién amortiguadora de fosfatos 0.2 M 500
Solucién de glucosa-6-fosfato 5
Solucién de NADP 40
Solucién de cloruro de potasio 1.65 M 20
Solucién de cloruro de magnesio 0.4 M 20
Fraccion S9 40

Esta mezcla debe ser preparada en una campana de flujo laminar y todos
los componentes se deben mantener en bafo de hielo. Adicionar los com-
ponentes asépticamente en tubos con tapon de rosca o matraces segin el
volumen que se vaya a preparar, teniendo cuidado de que al adicionar los
componentes en el orden presentado arriba (S9 al altimo) y manteniendo la
solucioén final en bano de hielo o refrigerador a 4 + 2 °C hasta el momento
de ser utilizado en la prueba.

Al mismo tiempo, se debe hacer el control de esterilidad de cada solucién
tomando 10 pL de cada solucién con una micropipeta para distribuir el vo-
lumen sobre una placa de agar nutritivo, dejando que la gota se absorba en el
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agar. Esta placa de agar nutritivo debe estar marcada previamente en la parte
del fondo de la caja, con el nombre de cada una de las soluciones. Incubar las
placas en forma invertida durante 24 horas a 37 £ 2 °C.

SOLUCION DE AZIDA DE SODIO

Reactivo Volumen o peso
Azida de sodio 1 mg
Agua destilada estéril 1 mL

Pesar la azida de sodio, con mascarilla de proteccion respiratoria para com-
puestos toxicos y con guantes quirurgicos. Colocarla en viales desechables
estériles. Adicionar, bajo condiciones asépticas, el agua destilada estéril. Al-
macenar los viales en el congelador a —20 + 2° por tiempo indefinido.

SOLUCION DE 2-AMINOANTRACENO

Reactivo Volumen o peso
2-aminoantraceno 1 mg
Dimetilsulféxido 1 mL

Pesar el 2-aminoantraceno, utilizando mascarilla de proteccién respiratoria
para compuestos toxicos y guantes quirurgicos desechables. Colocarlo en
viales desechables. Adicionar el dimetilsulféxido bajo condiciones asépticas.
Almacenar a -20 + 2 °C por 18 meses. Las alicuotas de esta solucién solo se
descongelan el dia de la prueba.

SoLUCION DE N-METIL-N'-NITRO-N-NITROSOGUANIDINA

Reactivo Volumen o peso
N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina 1 mg
Dimetilsulféxido 1 mL

Pesar la metilnitrosoguanidina, utilizando mascarilla de proteccion respirato-
ria para compuestos toxicos y con guantes quirurgicos desechables. Colocarla
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en viales desechables. Adicionar el dimetilsulféxido bajo condiciones asépticas.
Almacenar a -20 + 2 °C hasta por 18 meses. Las alicuotas de esta solucion
solo se descongelan el dia de la prueba.

SOLUCION DE 2,4,7,-TRINITRO-9-FLUORENONA

Reactivo Volumen o peso
2,4,7,-trinitro-9-fluorenona 1 mg
Dimetilsulféxido 1 mL

Pesar el 2,4,7,-trinitro-9-fluorenona, utilizando mascarilla de proteccion
respiratoria para compuestos toxicos y con guantes quirdrgicos desechables.
Colocarlo en viales desechables. Adicionar 1 mL de dimetilsulféxido bajo
condiciones asépticas. Almacenar a —20 + 2 °C por 18 meses. Las alicuotas
de esta solucion so6lo se descongelaran el dia de la prueba.

AGUA DESTILADA ESTERIL

Reactivo Volumen o peso

Agua destilada 1,000 mL

Distribuir el agua en frascos de dilucién en cantidades adecuadas para que el
volumen final, después de la esterilizacion, sea de 100 mL + 2 mL.

Tapar los frascos sin apretar y esterilizar en autoclave a 121 °C du-
rante 15 minutos. El pH final del agua debe ser de pH 7.4. Una vez frios,
apretar las tapas y almacenar a temperatura ambiente o en refrigeracion
a4+2°C.

Para todos los medios de cultivo y soluciones se debe realizar una prueba
de esterilidad de la siguiente manera:

Después de ser preparadas, y antes de ser usadas, las soluciones y medios de
cultivo deben probarse de manera rutinaria en cuanto a la presencia de hongos
o bacterias. La prueba consiste en que inmediatamente después de haber sido
esterilizados se dejan estabilizar hasta temperatura ambiente. Posteriormente
son incubados a 37 + 2 °C durante 24 a 48 horas.
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Constituye una evidencia de la presencia de microorganismos cualquier
turbidez en el caso de medios de cultivo liquidos o semisélidos, asi como en
soluciones. Para el caso de medios sélidos, hay contaminacién cuando crecen
colonias en el agar. Si ocurre esto desechar y volver a preparar nuevamente
el material. La contaminacién puede ocurrir debido a fallas en el proceso de
esterilizacion o en el manejo después de la esterilizacion.

PROCEDIMIENTO DE PRUEBA
INTERFERENCIAS Y MANEJO DE LA MUESTRA

La prueba debe realizarse lo mas rapido posible y las muestras deben ser siempre
mantenidas en refrigeracion (4 + 2 °C) hasta el momento de realizarla. El recipiente
debe llenarse completamente para evitar la pérdida de compuestos volatiles.

Se debe verificar el pH de la muestra problema. En caso de que se presenten
valores menores que 5.0 o mayores de 8.0, ajustar el pH a 7.0 antes de proceder
a filtracion de la muestra problema.

Generalmente la muestra trae presencia de sélidos suspendidos y microor-
ganismos, por lo que se debe proceder a la filtracion de la muestra problema
en membranas de acetato de celulosa de 0.45 pum, para obtener su esterilidad.
En caso de que las muestras problema presenten mucho material particulado,
es recomendable una pre-filtracion con pre-filtro.

Se debe verificar la esterilidad de la muestra en placas de agar nutritivo,
inoculando 200 pL e incubandolas por 24 horasa 37 £2 °C. En caso de que la
muestra problema presente contaminacion, repetir el proceso de filtracion.

PRECAUCIONES

Entre las personas que trabajan en el laboratorio, aquellas que tienen menor tiempo
de entrenamiento ylas que estan mas directamente asociadas a las maniobras con
el material contaminado, son aquellas que presentan mayores posibilidades de ser
contaminadas accidentalmente. Una inhalacion de los aerosoles, una aspiracion de
las soluciones contaminadas a través de pipetas y otros accidentes deben prevenirse
por el uso de protectores faciales adecuados, pipeteadores y por la obediencia a
las normas especificas relativas al trabajo y al uso del equipo.

Eluso de protector facial y mascaras de proteccion contra gases y compues-
tos toxicos debe ser obligatorio, en forma conjunta con los guantes adecuados,
durante la preparacion de soluciones de acidos que son utilizados en el lavado
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de materiales, la preparacion de soluciones de compuestos mutagénicos y la
manipulacién de disolventes.

CUIDADOS EN LA MANIPULACION DE CEPAS S. TYPHIMURIUM

S. typhimurium puede causar diarreas e intoxicacion alimenticia cuando es
ingerida. Todas las cepas de S. typhimurium presentan alta virulencia; sin
embargo, las cepas que se usan en esta prueba presenta una baja virulencia
debido a la presencia de la mutacion rfa.

Como precaucion rutinaria, se debe esterilizar en autoclave cualquier ma-
terial contaminado, antes de lavar o desechar. No se debe mantener ningtin
tipo de alimento en el interior de los refrigeradores, o donde se encuentran
las cepas almacenadas.

MANEJO DE LA MUESTRA PROBLEMA

Se lleva a cabo el método de extraccion-concentracion de una muestra pro-
blema cuando ésta proviene de una planta de tratamiento de agua potable,
cuando es de agua superficial aparentemente limpia o cuando, a pesar de que
se considere que es un agua de tipo residual, ésta no presente un olor que
indique la presencia de compuestos como aceites o disolventes.

Cuando se va a trabajar con muestras problema de efluentes industriales,
residuales o municipales altamente contaminadas, las muestras deben filtrarse
antes de su analisis.

PREPARACION DE LOS INOCULOS DE S. TYPHIMURIUM
EMPLEADOS EN LA PRUEBA

Sembrar, con la ayuda de un asa de inoculacion, una pequefia cantidad del creci-
miento del cultivo de la placa “maestra” en un matraz que contenga 30 mL de caldo
nutritivo estéril. El cultivo dela placa “maestra” se ha sometido a una serie de analisis
para verificar que la cepa cuenta con las caracteristicas especificas de la misma y asi
poder tener la certeza que la bacteria utilizada esta en las mejores condiciones.

Incubar a 37 + 2 °C durante 16-18 horas, con agitacién suave (125-150
r.p.m.) para obtener una densidad de 2 X 10° bacterias/mL, evitando la gene-
racion de espuma (CETESB, 1994). Después de este tiempo de incubacion,
sacar el cultivo de la incubadora con agitacién y mantenerlo en refrigeracion
durante el periodo en que no esté siendo utilizada.
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PREPARACION DE LA MEZCLA S9

Preparar la cantidad adecuada de la mezcla S9, inmediatamente antes del
inicio de la prueba. Mantener la mezcla en bano de hielo o refrigeracion (4 =
2 °C) por no mas de cinco horas. Observar los cuidados de asepsia durante
la preparacién y la manipulaciéon de la mezcla S9.

CONTROLES NEGATIVOS

Los controles negativos consisten en un indculo de la propia cepa, en placas
de agar medio minimo con histidina, cuando la prueba se realiza sin activa-
ciéon metabolica. En presencia de activacion metabolica se adiciona la propia
cepa mas la mezcla S9. A través de los controles negativos se verifica la tasa
de reversion espontanea.

Tabla 21.2. Reversion espontanea en cepas de Salmonella typhimurium que detectan

mutdgenos que causan desfasamiento en el cuadro de lectura del ADN

Cepa Punto Maron, 1983 Mortelmans, 2000  Genotipo (Ames et al., 1975;
de mutacion Maron y Ames, 1983)
SinS9 Con S9 Sin S9 Con S9

TA 1537 CG — — 5-20 5-20 his C3076, rfa, uvrB, bio-.

TA 1538 CG — — 5-20 5-20 his D3052, rfa, uvrB, bio-.

TA 97a CG 98-180 — 75 -200 75 -200 his D6610, rfa, uvrB, bio-,
pKM101(ApR)

TA 98 CG 30-50 — 20 - 50 20 - 50 his D3052, rfa, uvrB, bio-,
pKMI101(ApR)

Tabla 21.3. Reversion espontanea en cepas de Salmonella typhimurium que detectan

mutdgenos que causan sustitucion de pares de bases en el ADN

Cepa Punto Maron, 1983 Mortelmans, 2000 Genotipo
de mutacién
SinS9  Con S9 Sin S9 Con S9

TA 1535 CG — — 5-20 5-20  his G46, rfa, uvrB, bio-.

TA 100 CG 120-200 — 75 - 200 75-200 his G46, rfa, uvrB, bio-,
pKM101(ApR),

TA 102 AT 240-320 — 100 - 300 100 - 300 his G428, rfa, bio-,

pKM101(ApR), pAQ1(TtR)
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La cepa TA 97a es sensible a altas concentraciones de glucosa, por eso, es
recomendable usar placas de agar minimo modificado conteniendo 0.4% de
glucosa, en lugar de 2% como es usual.

CONTROLES POSITIVOS

Todo ensayo debe ser realizado incluyendo controles positivos para confirmar
las caracteristicas especificas de reversion de cada cepa, como parametro de
certeza para una buena eficiencia del sistema de activacion. Se recomienda el
uso de las substancias estandar descritas. Se pueden emplearse otros controles
positivos en las concentraciones adecuadas.

CONTROL DE TOXICIDAD

La toxicidad de una muestra problema o sustancia puede ser verificada a través
de un analisis rutinario de la presencia de “crecimiento de fondo” en las cajas
de prueba de agar medio minimo. En los casos de la presencia de toxicidad

<« : . b2l . . .
(“crecimiento de fondo” ausente o reducido) reducir las concentraciones de
las muestras o sustancias probadas.

CONTROL DE VIABILIDAD

Se realiza el analisis de viabilidad de un cultivo fresco (incubado la noche
anterior al analisis). Con base en esto, los resultados son obtenidos y evaluados
después de una dilucién de 107 células/mL en placas de agar nutritivo.

El siguiente procedimiento debe ser realizado para obtener una concen-
tracion de 1 a 2 X 10° células/mL:

Transferir asépticamente 100 pL del cultivo de una noche a un frasco con-
teniendo 100 + 2 mL de agua destilada estéril, preparando asi una dilucion
de 1000 veces.

Homogeneizar la dilucién al menos 25 veces, inclinando el frasco y for-
mando un angulo de aproximadamente 45° entre el brazo y el antebrazo y
transferir, asépticamente, 100 pL de la dilucién a un frasco conteniendo 100
+ 2 mL de agua destilada estéril.

Volver ahomogenizar como se indico anteriormente y transferir, asépticamente
y por duplicado, 100 pL de la dilucién obtenida a una placa de agar nutritivo.

Con una varilla de vidrio en forma de “L” (Asa de Drigalski), debidamente
flameada y fria, tocar levemente la superficie del agar nutritivo conteniendo
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él indculo y ejecutar movimientos circulares en forma de ocho, hasta que el
inoculo se distribuya y se fije de manera uniforme en la superficie del agar.

Incubar las placas invertidas a 37 + 2 °C por 24 horas . Al terminar el
tiempo de incubacidn, para el calculo del numero de bacterias por mL, debera
multiplicarse el promedio de los contenidos obtenidos en las dos placas por
107. El resultado sera expresado en niimero de colonias/mL. Ese valor deberd
estar entre 0.5 a 2 x 10°/mL.

Las soluciones de los compuestos mencionados deben ser manipuladas
con maximo cuidado para evitar cualquier contacto con el operador.

Tabla 21.4. Controles positivos empleados en la prueba de Ames

Prueba Compuesto Disolvente Concentracion por placa Cepas
g Metil nitroso guanidina DMSO* 10 ug TA100
'g 2,4,7,-Trinitro-9-fluorenona DMSO* 0.1pg TA1537, TA1538,
- TA98
Y Azida de sédio Agua destilada 5 pg TA1535, TA100
PN Mitomicina C Agua destilada 1 pg TA102
§ = 2-aminofluoreno DMSO* 10 pg TA1537, TA1538,
£ P TA98, TA100
; = Benzo[a]pireno DMSO* 10.0 pug TA1537, TA1538,
S g TA98, TA100

*DMSO: dimetilsulféxido (Claxton ef al., 1991; Maron y Ames, 1983; Mortelmans y Leiger, 2000).

DESARROLLO DE LA PRUEBA

El método de la prueba de Ames modificado es el método directo, el cual se
realiza como se describe a continuacion:

 Antes de iniciar cualquier operacion, desinfectar la campana de flujo lami-
nar, usando alcohol 70%. Trabajar siempre en campana de flujo laminar.

» Colocar los tubos de ensayo (13 X 100 mm, con tapa de polipropileno),
en un numero suficiente para realizar las pruebas por triplicado, en bafio
seco regulando la temperatura a 48 + 2 °C.

« Fundir el agar de superficie de varias concentraciones (tabla 21.5) y esta-
bilizar a 48 £ 2 °C.

 Adicionar a cada tubo de ensaye estéril (por triplicado): 0.1, 0.5, 1.0, 1.5.
2.0 mL de la muestra directa (Cornell Institute for Medical Research, 1986),
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0.1 mL de cultivo (de una noche) de S. typhimuirum y 0.5 mL de mezcla
S9 (solamente para la prueba con activacién metabdlica).

« Incubar con agitacién suave durante 30 minutos a 37 °C para realizar el
proceso de pre-incubacion.

+ Posteriormente, adicionar el volumen de agar de superficie de acuerdo con
los volimenes descritos en la tabla 21.5.

o Agitar cada tubo levemente por 3 segundos con ayuda de un vortex a
baja velocidad y verter su contenido en cada placa de agar medio minimo
(Maron y Ames, 1983; Mortelmans y Zeiger, 2000 y Sandoval, 1998).

o Inmediatamente realizar movimientos circulares a la placa, de forma que el
agar de superficie se distribuya uniformemente sobre el medio de cultivo.
Dejar que se solidifique en una superficie plana.

o Incubar las placas en forma invertida a 37 £ 2 °C por 66 horas.

El método para extractos emplea la prueba de Ames, se realiza como se
describe a continuacion:

 Adicionar 10, 25, 50 y 100 pL del extracto, cuyo disolvente es dimetilsul-
foxido, a cada tubo de ensaye estéril, por triplicado.

« Ajustar cada volumen a 100 pL con dimetilsulfoxido.

« Adicionar 0.1 mL de cultivo (de una noche) de S. typhimuirum

o Adicionar 0.5 mL de mezcla S9 (solamente para la prueba con activacién
metabolica).

« Incubar con agitacion suave durante 30 minutos a 37 °C para realizar el
proceso de pre-incubaciéon (Maron y Ames, 1983; Mortelmans y Zeiger,
2000 y Sandoval, 1998)

» Posteriormente, adicionar el volumen de agar de superficie de concentra-
cién 1X para todos los volumenes, descrito en la tabla 21.5.

o Agitar cada tubo levemente por 3 segundos con ayuda de un vortex a baja
velocidad y verter su contenido en cada placa de agar medio minimo.

o Inmediatamente realizar movimientos circulares a la placa, de forma que el
agar de superficie se distribuya uniformemente sobre el medio de cultivo.
Dejar que se solidifique en una superficie plana.

 Incubar las placas en forma invertida a 37 + 2 °C por 66 horas.

Realizar los controles negativos y positivos (utilizarlos de acuerdo con las
cepas que se empleardn en el experimento). Para ambos casos se emplea agar
de superficie de concentracion 1.0X. A los controles negativos inicamente se
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Tabla 21.5. Concentracion de agar de superficie con sus volumenes

correspondientes de muestra por tubo

Concentracion de agar Volumen de agar de superficie Volumen de muestra
de superficie por tubo (mL) por tubo (mL)
1.0X 3.0 0.100.2
1.5X 2.5 0.5

20X 2.0 1.0

25X 1.5 1.5

3.0X 1.0 2.0

les adiciona 0.1 mL de cultivo bacteriano de una noche y 0.5 mL de la mezcla
S9, mientras que para los controles positivos debe adicionarse un volumen ade-
cuado del control especifico (tabla 21.4), 0.1 mL de cultivo bacteriano de una
noche y 0.5 mL de la mezcla S9 (cuando sea con activacién metabdlica).

Incubar en placas en forma invertida a 37 = 2 °C por 66 horas.

Proceder al conteo del namero de colonias revertantes prototroficas por
placa con ayuda de un contador semiautomatico tipo Quebec o un estereos-
copio. El uso de uno u otro dependera del tamano de las colonias. Los valores
obtenidos son anotados en el formato que se anexa en este procedimiento.
Cabe mencionar que la morfologia de las colonias de S. typhimurium es muy
caracteristica: son blancas, translicidas, con superficie lisa y bordes regulares.
La presencia de colonias con morfologia diferente indica contaminacién, por
lo que la placa debe ser desechada.

Durante el conteo de las colonias revertantes en las placas se verifica la
presencia del “fondo de la placa” en las placas control negativo y la frecuencia
de reversion espontanea, asi como la eficiencia del control positivo. El ensayo
debera repetirse si el “fondo de la placa” esta ausente o alterado. La ausencia
indica que la concentracién de la muestra es sumamente toxica o sila tasa de
reversion espontanea estuviera fuera de lo esperado o silos controles positivos
no tuvieran actividad mutagénica frente a las cepas de prueba.

EXPRESION DE RESULTADOS
Calcular el promedio aritmético de las tres placas de cada cepa de cultivo y de

cada dosis de muestra probada. La tasa de reversion espontanea debera estar
dentro de los limites presentados en las tablas 21.2 y 21.3 de CAHB-22.
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_ X1+X2+X3

n
donde:
X = Media geométrica
X,...X, = Conteo de colonias por placa
n = Numero de placas

Figura 21.1. Procedimiento de la prueba de Ames
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Los resultados son expresados cuantitativamente a través del nimero de rever-
tantes por mL de muestra en la placa. Los resultados son también expresados
através de la razon de mutagenicidad (RM) que es una razon entre el nimero
de revertantes de la placa de prueba (revertantes espontaneos inducidos) y el
numero de revertantes en la placa control (revertantes esponténeos).

RI

RM=——
RE

donde:
RM = Razén de mutagenicidad
RI = Revertantes inducidos
RE = Revertantes espontaneos

Los resultados se expresan graficamente a través de una curva dosis res-
puesta, colocando en la abcisa las concentraciones de la muestra probada y
en la ordenada el numero de revertantes inducidos en cada dosis.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Una muestra es considerada positiva cuando existe una relacion dosis-
respuesta entre las concentraciones probadas y el numero de revertantes
inducidas en por lo menos una dosis, considerando que la razén de muta-
genicidad (RM) es mayor o igual a 2. El factor debe ser usado apenas como
una guia, pues cuando la cepa presenta una tasa de reversion espontanea
baja, como en el caso de TA1535, TA1537 y TA1538, la raz6n de mutage-
nicidad debe ser igual o superior a 3, a fin de asegurar una significancia
de la prueba.

EVALUACION DE LA PRUEBA

Los resultados positivos indican que, con base en las condiciones de la prueba,
una muestra induce mutaciones de punto por sustitucion de bases o del tipo
“frameshift” en el genoma de estos microorganismos.

Los resultados negativos indican que, con base en las condiciones de la
prueba, la muestra no presenta actividad mutagénica frente a las cepas pro-
badas de S. typhimurium.
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REPORTE DE LA PRUEBA

El reporte de la prueba debe incluir la siguiente informacioén: tipos de cepas
empleadas; sistema de activacion metabdlica empleado; controles positivos
y negativos; resultados de la prueba (curva-dosis respuesta); interpretaciéon
de los resultados; método empleado; nombre y firma del responsable de los
analisis.

Una vez que se hayan contado totalmente el nimero de placas Petri que
constituyeron el experimento, los resultados se deben vaciar a los formatos
sugeridos en el anexo 21.1.

Tabla 21.6. Condiciones recomendadas para las pruebas de gentoxicidad

con Salmonella typhimurium

Tipo de ensayo Estédtico

Temperatura 37°C

Recipientes Tubos de ensayo de 1.3 X 10 cm didmetro

Nuamero de réplicas 3 por volumen a analizar

Material bioldgico Cepas de S. typhimuirum TA98 y TA100

Condicidn de las cepas Cumplir con las caracteristicas genéticas especificas
para cada cepa

Agua de dilucion Agua destilada, pH 7.0 a 7.4

Numero de concentraciones 4

Duracién de la prueba 66 horas

Efecto medido Induccién de colonias revertantes

Control negativo Cepa de S. typhimuirum TA98 O TA100

Control positivo Seleccién de acuerdo a la tabla 21.4

Resultado final Revertantes/Placa; razon de mutagenicidad (RM)

RECOMENDACIONES

Para un andlisis de rutina de la actividad mutagénica de una muestra, se
recomienda el uso de las cepas TA98 y TA100, ya que se ha demostrado su
eficiencia en la deteccién de un gran nimero de mutagenos ambientales; de-
pendiendo de la muestra, el objetivo, y de las condiciones del volumen de la
muestra disponible para prueba, también se pueden utilizar otras cepas (por
ejemplo, TA102, TA104, TA97a, TA1535, TA1538, TA1537).

Deben tenerse cuidados especiales con relacion a la estandarizacion de la
metodologia, la verificacién de las caracteristicas genéticas de las cepas em-
pleadas, la actividad de la fraccion S9 y el control de calidad de los reactivos,



ENSAYO DE MUTAGENICIDAD CON LA BACTERIA SALMONELLA TYPHIMURIN 341

medios de cultivo y cristaleria utilizados en la prueba, a fin de asegurar la
confiabilidad de los resultados.
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Anexo 21.1. Formatos para el registro de resultados de la prueba de Ames

CONTROLES PARA LAPRUEBA DE AMES
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Anexo 21.1. Formatos para el registro de resultados de la prueba de Ames (continiia)

RESULTADOS DE L& PRUEBA DE AMES
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Anexo 21.1. Formatos para el registro de resultados de la prueba de Ames (continiia)
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ASEGURAMIENTO Y CONTROL
DE CALIDAD DE LOS ENSAYOS
DE TOXICIDAD

Maria Consuelo Diaz Bdez, Yolanda Pica Granados
y Maria Cecilia Sobrero

CAMPO DE APLICACION

Un elemento importante en el muestreo y analisis de muestras ambientales
es utilizar métodos aprobados y estandarizados; sin embargo, este hecho por
si solo no es suficiente para lograr resultados analiticos exactos y confiables.
Interferencias de la matriz utilizada, fallas de equipos y errores de los analistas
pueden llevar a inexactitudes en los resultados. En el caso de las pruebas de
toxicidad, la calidad analitica es un reto complejo porque no sélo los factores
mencionados anteriormente afectan la confiabilidad de los resultados, sino que
ademds otra serie de factores como la variabilidad natural de las poblaciones
de prueba, el estado fisiologico de los individuos o las condiciones ambientales
mantenidas durante las determinaciones, pueden contribuir a aumentar la
variabilidad de los resultados.

Este capitulo apareci6 publicado originalmente en G. Castillo (ed.). 2004. Ensayos toxicolégicos y méto-

dos de evaluacién de calidad de aguas. Estandarizacion, intercalibracién, resultados y aplicaciones. IDRC,
IMTA, Canada. 202 pp. Se reproduce con la autorizacion de la editorial.
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Pese a ello, es necesario contar con resultados confiables y reproducibles,
por lo que los laboratorios deben desarrollar programas de control de calidad
que aseguren la exactitud de los datos obtenidos. La validacion y aprobacién
de los resultados obtenidos en bioensayos requieren de un programa de asegu-
ramiento y control de calidad (ACC) bien diseniado y aplicado regularmente.
Este programa debe generar valores que puedan probarse técnicamente y
defenderse legalmente.

En el presente capitulo se definen los procedimientos de control de calidad y
las actividades obligatorias que deben realizarse durante las pruebas de toxicidad.
Estas actividades son de dos tipos, unas de manejo y otras de funcionamiento. Las
primeras se refieren a los planes operativos donde se especifican los procedimien-
tos estandarizados y los resultados reportados con un alto nivel de confianza, y
las segundas al conjunto de medidas que se toman durante la aplicacion de los
protocolos de analisis. Estos procedimientos permiten un adecuado asegura-
miento y establecen la calidad de las determinaciones del laboratorio a través
de evaluaciones internas y externas de control. Esto ultimo incluye el analisis
del comportamiento de las muestras evaluadas, asi como la comparacion de los
resultados entre laboratorios y la realizacién de auditorias.

PROGRAMAS DE ASEGURAMIENTO DE CALIDAD

Un programa de aseguramiento de calidad, no s6lo es necesario para la pro-
duccién de datos, sino ademas debe ser la guia de operacion del laboratorio.
El programa debe concretarse en el disefio de un plan de trabajo, consignado
en un manual operativo. El plan debe ser suficientemente extenso para que
pueda aplicarse a la mayoria de las actividades que se llevan a cabo y a su
vez suficientemente flexible para permitir cambios ocasionales cuando sea
necesario. En él se debe incluir la organizacion del laboratorio, los objetivos
de calidad en relacion a precision y exactitud, los procedimientos de muestreo
y custodia de las muestras, los protocolos de prueba, los procedimientos de
calibracion (especificando los métodos utilizados para determinar la preci-
sién y exactitud de los resultados, validacion y reporte de los resultados) y
los sistemas de auditoria.

PROTOCOLOS DE PRUEBA

Uno de los problemas relacionados con los programas de control de calidad
de pruebas de toxicidad es la existencia de un gran numero de pruebas, mu-
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chas de las cuales no han sido estandarizadas. Sélo algunas de ellas han sido
aprobadas y validadas por organizaciones como las Agencias de Proteccién
Ambiental de Estados Unidos (USEPA) y Canada (Environment Canada) que
cuentan con metodologias que pueden ser incorporadas al trabajo de rutina
de cualquier laboratorio.

Aunque varios de los ensayos recomendados en este documento no han
sido incorporados oficialmente por las mencionadas agencias, en el presente
capitulo se definen algunos elementos de control necesarios para su aplicacion
amuestras de agua potable, aguas de poro de sedimentos, suelos ylodos, aguas
superficiales y subterraneas, aguas residuales industriales y domésticas.

Varios de los métodos recomendados por la USEPA para analisis toxi-
cologicos de muestras de agua se consignan en los siguientes documentos:
Methods for measuring the Acute Toxicity of Effluents to Freshwater and Marine
Organisms, EPA 600/4-90/027F, 1993, cuarta edicion. Short Term Methods for
Estimating the Chronic Toxicity of Effluents and Receiving Waters to Freshwater
Organisms, EPA 600/4-91-002, 1994, tercera edicion. También, la American
Society for Testing Materials (ASTM) ha publicado un gran nimero de métodos
de aplicacion en ecotoxicologia, y la International Organization for Standard-
ization (ISO) y la Organization for Economic Cooperation and Development
(OECD), de la cual forman parte muchos paises de Europa y Norteamérica,
han publicado un gran nimero de métodos de aplicacion en ecotoxicologia
desde los primeros afos de la década de los ochenta.

En general, los trabajos realizados por estas agencias han permitido con-
cluir que “los analisis de toxicidad son herramientas que, al ser usadas con-
juntamente con las mediciones quimicas y ecoldgicas, permiten identificar,
cuantificar y generar criterios para el control de la descarga de contaminantes
toxicos’.

Paises como Canadd han incorporado dentro de sus regulaciones la apli-
cacion de ensayos de toxicidad. Entre las principales se pueden mencionar:
el Acta de Pesca (Fisheries Act), el Acta de Proteccién Ambiental [Canadian
Environmental Protection Act (CEPA)], el Acta para Transporte de Productos
Peligrosos (Transportation of Dangerous Goods Act), el Acta para los productos
usados en el Control de Plagas (Pest Control Products Act), asi como muchas
otras actas del gobierno federal.
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CALIBRACION DE INSTRUMENTOS Y SOLUCIONES EN EL
LABORATORIO

Un elemento importante en los programas de control de calidad es contar con
instrumentos confiables. Por ello, debe mantenerse un programa de manteni-
miento, calibracion y verificacion periddica para todos los equipos en uso.

Cuando se utilizan equipos o instrumentos en los que se requieren solu-
ciones de referencia, pesas u otros artefactos para su calibracion, es necesario
que estos medios de calibracion sean certificados.

En el caso de emplear estandares de referencia, la solucion patrén debe ser
previamente valorada con referencia a una solucion o reactivos certificados.

MATERIALES Y REACTIVOS DEL LABORATORIO
Material de vidrio

En el comercio es posible encontrar diferentes calidades de material de vidrio, por
lo que es importante tener en cuenta el tipo y grado requerido para cada una de las
actividades que se van a desarrollar. Igualmente, como en muchas delas pruebas se
realizan diluciones, es necesario contar con material volumétrico clase A calibrado,
que asegure la medicion de los volimenes medidos en forma precisa.

Ademas del cumplimiento de las caracteristicas requeridas del material
de vidrio, debe contarse con procedimientos adecuados de limpieza, que en
muchos casos dependen de los parametros a determinar. Por esta razon, el
laboratorio debera contar con procedimientos detallados para la limpieza,
almacenamiento y protecciéon del material.

Reactivos

A nivel comercial existe un gran nimero de reactivos que son fabricados con
diferentes grados de pureza. Por ello, la seleccion cuidadosa del grado reque-
rido de los reactivos a utilizar en este tipo de pruebas es de gran importancia.
En el desarrollo de pruebas de toxicidad se recomienda utilizar reactivos que
cumplan los requerimientos establecidos por la American Chemical Society
para reactivos analiticos, grado ACS.

Los reactivos empleados como compuestos toxicos de referencia deberan
ser de uso exclusivo para la preparacién de una solucién patrdn, tener un
grado de pureza de cuando menos 99.5%, con certificado.
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La mayoria de las pruebas de toxicidad y el mantenimiento de cultivos,
requiere, de agua Tipo I, (APHA, 1998) la cual no contiene compuestos o
elementos en concentraciones detectables.

Compuestos toxicos de referencia

Un compuesto téxico de referencia es una sustancia organica o inorganica
utilizada en pruebas de toxicidad con fines de control de calidad analitica de
los organismos a utilizar en las pruebas.

Para ello, en la etapa inicial del montaje de un método de prueba, debe
seleccionarse un compuesto soluble, de pureza igual o mayor al 99%, al cual
se le realicen pruebas de toxicidad para una especie determinada, con el fin
de establecer el intervalo de concentracion del compuesto seleccionado que
produce el efecto esperado. Una vez definido el patrén de la relacion dosis-
respuesta para el compuesto elegido, puede ser empleado como compuesto
toxico de referencia.

El registro histérico de la respuesta al compuesto toxico de referencia, ex-
presada a través de los valores de CL, /CI, /CE, , es de utilidad para el control
del estado fisioldgico de los organismos empleados y sirve de evidencia para
demostrar la estabilidad de su respuesta biolégica.

En la literatura se mencionan muchos compuestos que pueden emplearse
como compuestos toxicos de referencia. La USEPA (1993), cita el empleo de
cloruro de sodio (NaCl), cloruro de potasio (KCl), cloruro de cadmio (CdCL,),
sulfato de cobre (CuSO,), dodecil sulfato de sodio (SDS) y dicromato de potasio
(K,Cr,0,). Otras agencias como Environment Canada recomienda al Zinc(II)
como compuesto toxico de referencia inorganico y al fenol para sustancias orga-
nicas; sin embargo, estos compuestos pueden sustituirse por otros dependiendo
de la especie de prueba, la matriz utilizada y los puntos finales medidos.

La precision de los resultados de las pruebas de toxicidad en el laboratorio
es calculada a través de la confeccion de cartas o graficas de control. Estas
graficas son una herramienta que permite determinar la variabilidad de los
resultados y en consecuencia definir la aptitud de un laboratorio para obtener
resultados confiables.

Cartas de control de calidad

La carta control es la herramienta de registro que brinda los elementos de juicio
para establecer los intervalos aceptables de variaciéon de la respuesta de los
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organismos de prueba a un compuesto toxico de referencia, con un margen de
confianza del 95%. Esta carta es el medio de referencia para evidenciar el con-
trol de la sensibilidad de la especie empleada, de la estabilidad de la respuesta
bioldgica y de la repetibilidad (exactitud) de los resultados obtenidos.

La carta control se genera a partir de los resultados de pruebas sucesivas
con el compuesto toxico de referencia seleccionado, para el cual de obtiene el
valor de la concentracion de efecto medio (CL, /CI, /CE, ). Inicialmente ésta
puede ser construida con un minimo de cinco datos y posteriormente se debe
continuar realizando ensayos con el compuesto toxico para ingresar mensual-
mente nuevos valores hasta completar una serie de veinte resultados.

Los valores se van integrando a manera de puntos en un grafico que
relaciona el nimero de ensayo, ubicado en el eje X o abscisa, y el valor de
la concentracion de efecto medio (CL, /CI, /CE, ), en el eje Y u ordenada
(figura A.1). Posteriormente, los valores son empleados para el célculo del
valor promedio y la desviacion estandar (o) de la poblacién de datos. Con estos
parametros estadisticos se calculan los valores limite (superior e inferior) que
definen el intervalo de variacion aceptable o intervalos de confianza (95%)
en el que deberdn encontrarse los valores de CL, /CI, /CE_ obtenidos para
futuros ensayos con el compuesto toxico de referencia.

Los valores del limite superior e inferior se obtienen al adicionar o sustraer,
respectivamente, del promedio dos desviaciones estandar de acuerdo a:

Concentracion limite superior = Promedio + 20
Concentracion limite inferior = Promedio - 20

Para la elaboracion de las cartas control se debe preparar una solucion
estandar del compuesto toxico de referencia seleccionado, empleando reactivos
con pureza minima del 99.5% y material volumétrico clase A calibrado.

Con la solucion estandar del compuesto toxico, se preparan diluciones
para obtener una serie de concentraciones de manera que se logre obtener
al menos dos valores de efecto mayores al 50 % y dos mas menores a dicho
porcentaje. En general, es de esperar que la serie de concentraciones utilizada
produzca a través del tiempo la misma respuesta en cada concentracion. Se
procede a calcular el punto final de la prueba (CL, /CI, /CE,) utilizando
cualquiera de las técnicas estadisticas recomendadas. La carta control es
utilizada para evaluar la tendencia de los resultados, por lo que el promedio
acumulado y los limites de confianza son recalculados con cada nuevo dato
obtenido. Después de dos anos de coleccion de datos, o de 20 evaluaciones,



ASEGURAMIENTO Y CONTROL DE CALIDAD DE LOS ENSAYOS EN TOXICIDAD 353

la carta control se mantiene usando solamente los 20 datos mads recientes.
En general, se recomienda realizar pruebas mensuales con los compuestos
toxicos seleccionados; sin embargo, algunos laboratorios prefieren llevar a
cabo ensayos con mayor frecuencia.

Los valores de la CL, /CI, /CE_ fuera del intervalo establecido son indi-
cativos de algiin cambio en la consistencia metodologica o de alteracion de la
sensibilidad de los organismos. En el caso de anilisis de puntos finales como la
CL,,, CL,, yla CE_ se espera que por azar y con una probabilidad asociada de
P, .» s6lo uno de los veinte ensayos caiga fuera de los limites establecidos.

Si en mas de un ensayo con los compuestos toxicos de referencia el va-
lor cae fuera de los limites, los resultados de las pruebas efectuadas deben
considerarse provisionales y sujetos a confirmacion. Si el problema persiste
y el valor de CL, /CI, /CE, del compuesto toxico de referencia se aleja sig-
nificativamente del intervalo esperado, deberd realizarse una revision de la
sensibilidad de los organismos de prueba y eliminar los datos generados bajo
estas circunstancias.

En este caso, se debe revisar cuidadosamente el procedimiento y repetir
las pruebas con un nuevo lote de organismos.

El comportamiento de las gréaficas de control puede cambiar en el tiempo,
reduciéndose los intervalos de variacién en la medida en que se adquiere
habilidad en el manejo de los procedimientos de prueba. Bajo este esquema
también es factible que se obtengan valores fuera de los nuevos limites; sin
embargo, la incidencia de estos casos no debera ser mayor del 5%.

Considerando lo anterior es responsabilidad de cada laboratorio demos-
trar, a través de la generacion de estos graficos, su capacidad para obtener
resultados confiables, antes de llevar a cabo pruebas con muestras de aguas o
efluentes. En este sentido, la precision intra-laboratorio de cada procedimiento
de prueba se debe expresar en términos del coeficiente de variacion (CV%),
calculado a partir de:

cv=| L [ *100
media

Este valor se establece realizando un minimo de cinco o mas ensayos con
diferentes lotes de organismos, el mismo compuesto toxico de referencia, igua-
les concentraciones, las mismas condiciones y el mismo analisis de datos.
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En la tabla A.1 se presenta un ejemplo para la elaboracién de una carta
control (figura A.1) para pruebas con Daphnia magna utilizando como com-
puesto toxico de referencia al cromo (VI).

Tabla A.1. Resultados de CL, obtenidos a 48 horas con Daphinia magna utilizando cromo

(VI) como compuesto téxico de referencia

Nuamero de CLs) ishioensayos Limites de confianza al 95%
(mg Cr(VI)/L) (mg Cr(VI)/L)

1 0.16 0.15-0.18
2 0.18 0.16 - 0.19
3 0.17 0.16 - 0.19
4 0.19 0.18 - 0.20
5 0.16 0.15-0.17
6 0.17 0.16 - 0.19
7 0.18 0.17 - 0.19
8 0.18 0.16 - 0.19
9 0.17 0.16 - 0.18
10 0.18 0.17 - 0.19
11 0.16 0.15-0.18
12 0.17 0.16 - 0.18
13 0.16 0.15-0.17
14 0.17 0.16 - 0.19
15 0.18 0.16 - 0.19
16 0.16 0.15-0.17
17 0.16 0.15-0.18
18 0.17 0.15-0.18
19 0.17 0.16 - 0.18
20 0.17 0.16 - 0.18
Promedio 0.1705

Desviacién estandar 0.0089

CV (%) 5.20
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Figura A.1. Carta control para Daphnia magna usando cromo (VI)

como compuesto toxico de referencia
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PREPARACION DE SOLUCIONES DE CONTROL
Control positivo

Generalmente, como control positivo se utiliza una solucién del compuesto
toxico de referencia con una concentracion cercana a la CL, /CE, /CI, . Para
su elaboracion, se prepara inicialmente una solucién estandar con una alta
concentracion, a partir de la cual se preparan soluciones menos concentradas,
utilizando como diluente agua dura reconstituida (USEPA, 1993) o el medio
recomendado para cada prueba. En todos estos procedimientos se debe em-
plear para la preparacion de los compuestos toxicos de referencia reactivos
con pureza minima del 99.5% y material volumétrico clase A calibrado. Estas
diluciones deben prepararse hasta obtener una concentracién cercana al valor
promedio de la CL, /CE, /CI,  obtenida en cada laboratorio.
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Preparacién de las soluciones para determinacién de la CL, /CE, /
CI,, del compuesto toxico de referencia

Cada laboratorio debe conocer el patrén de respuesta de sus organismos al
compuesto toxico de referencia, lo cual permitira determinar las concentra-
ciones Optimas para elaborar la curva dosis-respuesta.

Para determinar el volumen de solucion estandar necesario para la prepa-
racion de la concentracidn de interés, puede emplearse la siguiente regla:

Vix-Ci:fo-Cf

donde:
V.y V,= volimenes iniciales y finales
C,y C, = concentraciones iniciales y finales

Se recomienda hacer verificaciones periddicas de la concentracion del
compuesto toxico, dado que fenémenos de volatilizacion, evaporacion, etc.,
pueden afectar la concentracion del compuesto en la solucion.

Preservacién de las soluciones del compuesto toxico de referencia

Las soluciones del compuesto toxico de referencia deben mantenerse en
frascos ambar o protegidos de la luz con cubierta de papel aluminio, a una
temperatura de 4 + 2 °C (refrigeracién). En estas condiciones de preserva-
cion, la solucién de prueba puede perdurar por mas de 45 dias y la solucién
estandar por mas de 6 meses. Mientras no se detecten resultados fuera de los
limites normales de respuesta indicado por la carta control del compuesto
toxico de referencia, los patrones podran usarse por un prolongado periodo
de tiempo. Sin embargo, se sugiere efectuar su renovacion a los 45 dias y 6
meses, respectivamente. Es importante también, realizar la valoracién quimica
de la solucion de prueba.

Preparacion del control negativo

El control negativo corresponde a una solucién del medio de cultivo del
organismo, o puede utilizarse agua reconstituida con las caracteristicas de
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pH, dureza y alcalinidad 6ptimas para el desarrollo de los organismos o agua
salina, como en el caso de Vibrio fischeri. Cualquiera que sea la solucion se-
leccionada existe un porcentaje de efecto maximo que no debe ser superado
durante las pruebas. Para la preparacion de estos controles se debe seguir los
procedimientos recomendados en cada una de las pruebas.

Blanco de procedimiento

Cuando las muestras son sometidas a un proceso de extraccién o concentracion
previo a un analisis de toxicidad, se recomienda incluir un blanco de procedi-
miento por cada lote de muestras. La preparacion del blanco depende del mé-
todo aplicado; sin embargo, se debe seguir todo el protocolo establecido parala
muestra. La toxicidad resultante en este blanco no debe exceder el 10% (APHA,
1998), en caso contrario los resultados quedan invalidados, pues la respuesta
estaria indicando interferencias producto del procesamiento de la muestra.

REPLICABILIDAD Y SENSIBILIDAD

La sensibilidad de las pruebas depende del nimero de réplicas por concentra-
cidn, el nivel de significancia establecido y el tipo de analisis estadistico que
selleve a cabo. Por esta razdn, cuando la variabilidad permanece constante, la
sensibilidad de la prueba puede incrementarse aumentando el numero de ré-
plicas. Sin embargo, el minimo nimero de réplicas variard con los objetivos de
la prueba y el método estadistico seleccionado para el andlisis de los datos.

Existen muchos factores que pueden afectar el éxito y la precisiéon de un
ensayo de toxicidad, los mas importantes son: experiencia y habilidad del
analista; edad, condicién y sensibilidad de los organismos de prueba; calidad
del agua de dilucién; control de temperatura y calidad de alimento suminis-
trado a los organismos.

Por tanto, los resultados dependen del origen y tipo de las especies utili-
zadas y de las condiciones bajo las cuales se llevan a cabo las pruebas, tales
como temperatura, oxigeno disuelto, alimento y calidad del agua de dilucién.
Igualmente, la replicabilidad y precision seran funciéon del nimero de orga-
nismos utilizados por concentracién.

La capacidad del personal del laboratorio para obtener resultados consis-
tentes y precisos debe demostrarse con el compuesto toxico de referencia, antes
de llevar a cabo pruebas con muestras. La precision para cada prueba debe
establecerse por lo menos con cinco ensayos con el téxico de referencia.
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MUESTRAS DUPLICADA

Las muestras duplicadas corresponden a muestras colectadas al mismo tiempo
en una misma fuente. Cuando se colectan menos de cinco muestras no es
necesario tomar duplicados. Cuando el nimero de muestras esta entre 5y 10
se debe tomar una muestra por duplicado; si son mas de 10 se debe tomar el
10% del total de muestras como duplicados. Cada muestra duplicada debe
procesarse y ensayarse bajo las mismas condiciones de las otras muestras.
Los resultados de CE, /CL, /CIL obtenidos de muestras duplicadas de una
muestra deben ser analizados mediante una prueba estadistica para establecer si las
diferencias observadas son o no estadisticamente significativas (APHA, 1992). Este
analisis puede efectuarse de forma manual siguiendo el desarrollo siguiente.

Cdlculo de factores

Réplica 1 Réplica 2
F — CE50 1 F — CE50 2
1 2
Min IC Min IC
donde:

F = Factor para establecer los limites del valor de CE,, con un 95% de
confianza

CE,,_valor de CE_ en el reporte impreso de la prueba en caso de emplear
los programas de céalculo automaticos

Min IC = limite inferior del intervalo de confianza

Relacién de factores

F1,2,3 = Antilog v (ZOgFI) ’+ (logF2)2 + (lOng) 2

Relacion entre los valores de CE,  de las réplicas de acuerdo a:

CE

50 max

CE

50 min
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Significancia

A partir delos cdlculos anteriores, sila resultante de CE, | /CE_ . excedeel
valor obtenido para F , entones las diferencia entre las CE, de las muestras
replicadas es significativa, mientras que en el caso de ser menor o igual la

diferencia serd no significativa.
PUNTOS FINALES

El objetivo de un ensayo de toxicidad en una muestra de agua, efluente o com-
puesto puro es estimar la concentracion segura o concentracion a la cual no se
observa efecto; sin embargo, este término es mas un concepto biologico que un
resultado estadistico, por lo que los resultados aqui utilizados seran: la concen-
tracion mas alta a la cual no se observa efecto (NOEC); la concentracion mds
baja a la que se observa efecto (LOEC); la concentracioén efectiva (CE), la cual
corresponde a una estimacion de la concentraciéon del compuesto toxico que
puede causar un efecto adverso observable mediante una respuesta discreta en
un porcentaje dado de organismos; la concentracion letal (CL), la cual corres-
ponde ala concentracion del compuesto toxico o efluente o muestra que causala
muerte a un determinado porcentaje de la poblacion expuesta, y concentracion
inhibitoria (CI), la cual corresponde a la concentracion del compuesto toxico,
muestra o efluente que puede producir una reduccion de una respuesta bioldgica
en una poblacidn expuesta.

Elvalor dela CL, /CE, /CI, se debe obtener tanto para el compuesto toxico
de referencia como para las muestras simples o duplicadas. Para el célculo
dela CL_/CE, /CI, se puede utilizar técnicas de estimacion de punto como
los métodos Probit, Spearman-Karber, Griéfico, etc., para lo cual se puede
utilizar programas computacionales especialmente disefiados. Un ejemplo
es la version de la USEPA Probit 1.5.

BIBLIOGRAFIA

American Public Health Association (APHA). 1992. Standard Methods for the Exa-
mination of Water and Wastewater. Décimo octava ediciéon. Washington D.C..
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LAVADO DE MATERIAL
PARA ENSAYOS DE TOXICIDAD

Alma Socorro Sobrino Figueroa
y Yolanda Pica Granados

CAMPO DE APLICACION

Este procedimiento complementario de lavado de material es util para todos
los ensayos de toxicidad en los que se utilice crisaleria.

PROCEDIMIENTO

o El material de cristaleria se lava con detergente neutro libre de fosfatos y
se enjuaga dos veces con agua de la llave.

o Para eliminar residuos metalicos se enjuaga con 4cido nitrico (HNO,) al
30% y con agua deionizada. Luego se pone a escurrir.

+ Para eliminar residuos organicos se enjuaga con acetona (C,H O) y agua
deionizada (3 veces) y se deja secar completamente.

o Esta serie de lavados debe llevarse a cabo de 24 a 48 horas antes de la
realizacion de los ensayos de toxicidad.

« Cuando el material no esté en uso, se debe proteger del polvo.
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En el caso de los ensayos en los que se emplee agua reconstituida, el ma-
terial debe enjuagarse con este tipo de agua antes de utilizarlo para contener
a los organismos.

BIBLIOGRAFiA

American Public Health Association (APHA). 1994. Métodos normalizados para el
andlisis de aguas potables y residuales. APHA AWWA WPCE. Interamericana,
Madrid, Espana.



MEDICION DE PH Y DUREZA

Isabel Romero Terdin

MEDICION DE PH
CAMPO DE APLICACION

Este procedimiento complementario es util para todos los ensayos de
toxicidad que requieran medir el pH en muestras de agua o soluciones
acuosas.

DEFINICIONES

Potencial de hidrégeno (pH): es el logaritmo negativo de la concentracion del
ién hidrégeno en una solucién acuosa o el logaritmo del reciproco de la
concentracion de iones hidrégeno. El valor del pH es la acidez o alcalini-
dad de una sustancia expresada en términos de la relacion entre la fuerza
electromotriz (E) expresada en volts, entre un electrodo de vidrio y uno de
referencia cuando se sumergen en el agua, y la fuerza electromotriz (Es)
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expresada en volts, entre los mismos electrodos cuando se sumergen en
una solucion reguladora de referencia.

pH = - Log [H']

Acidez: es la capacidad cuantitativa del agua para reaccionar con los iones
hidroxilos.

Alcalinidad: es la capacidad cuantitativa del agua para reaccionar con los
iones de hidrégeno.

MATERIAL

Vasos de precipitados 250 mL; pizetas de 500 mL; cepillo pequeno de cerdas
suaves y barras de agitacion magnéticas.

EQuiro

Medidor de pH capaz de medir el pH en el intervalo de 0 a 14 por medio del
empleo de un electrodo de vidrio y otro de referencia o un electrodo com-
binado, de preferencia con compensacion de temperatura; electrodo de bajo
error en sodio y parrilla de agitacién.

REeACTIVOS

Todos los productos quimicos usados en este procedimiento deben ser grado
analitico, a menos que se indique otra cosa. El agua utilizada debe ser deioni-
zada; acido clorhidrico; detergente liquido neutro libre de fosfatos; solucion
interna para electrodo de referencia de cloruro de potasio (KCI) 3.33M.

MATERIALES DE REFERENCIA

Se usaran soluciones amortiguadoras, con trazabilidad a un organismo au-
torizado. Las soluciones amortiguadoras utilizadas deben cubrir el intervalo
de medicion en el que se trabaja. Estas soluciones se pueden deteriorar por el
crecimiento de hongos o por contaminacion, por lo cual se recomienda que
se conserven bien tapadas y en refrigeracion.
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PROCEDIMIENTO
CALIBRACION

Para calibrar el equipo se deben elegir dos soluciones amortiguadoras a
temperatura ambiente que cubran el intervalo de trabajo. Para el primer
punto de calibracién, se coloca la punta del electrodo en la primera solucién
amortiguadora y se procede de acuerdo al manual del equipo para calibrar.
Luego se enjuaga el electrodo con agua, se seca y se procede a la calibracion
con la segunda soluciéon amortiguadora, siguiendo el mismo procedimiento.
Siempre se debe calibrar con soluciones amortiguadoras frescas.

MEDICION DEL PH

Antes de leer las muestras, éstas se deben poner a temperatura ambiente.
No deben diferir por més de 2 °C con respecto a la soluciéon amortiguadora.
En caso de que esta condicion no se cumpla, el potenciéometro cuenta con
compensador de temperatura, pero se debe tomar la temperatura con un
termometro calibrado.

En un vaso de precipitado se vacia un volumen de 50 mL de cada mues-
tra, se agrega una barra de agitacion y se pone en una parrilla de agitacion.
Se introduce el electrodo en la muestra de manera que no toque el fondo
para permitir la agitacion. Esta medicion se repite con otro volumen igual
de muestra. Las lecturas no deben diferir por mas de 0.1 unidades de pH.
Finalmente, se registran y anotan los valores del pH junto con la temperatura
de las muestras.

CONTROL DE CALIDAD

Para una adecuada medicién del pH se recomienda la siguiente secuencia
de andlisis:

1) Calibrar el equipo en el intervalo de medicién adecuado

2) Leer el lote de muestras

3) Leer una muestra por duplicado por cada 10 muestras

4) Leer una solucién amortiguadora de pH conocido por cada 10 muestras,
para verificar la calibracion del potenciémetro

5) Terminar el analisis leyendo una solucién amortiguadora de pH conocido
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PREVENCION DE LA CONTAMINACION

Para evitar la contaminacion cruzada de muestras, se debe enjuagar muy bien
el electrodo con aguay secar. Las soluciones amortiguadoras deben mantenerse
en refrigeracion para evitar el crecimiento bioldgico.

INTERFERENCIAS

Los errores debidos al sodio a niveles de pH mayores de 10 pueden ser reducidos
o eliminados utilizando un electrodo para bajo error en sodio, el cual puede
funcionar a temperaturas elevadas y medir valores de pH superiores a 10.

Las variaciones de la temperatura pueden causar errores en la medicion por
lo que siempre se debe indicar la temperatura a la cual se ha medido el pH.

Puede haber errores de lectura si el electrodo se recubre con algin material
grasoso que no se remueva facilmente con los enjuagues, por lo que el electrodo
se puede limpiar con detergente y enjuagar varias veces con agua. También
se recomienda dejarlo remojar en una solucién 1:10 HCI, de tal forma que la
tercera parte baja del electrodo esté sumergido, y después enjuagar con agua
en abundancia.

DETERMINACION DE DUREZA

CAMPO DE APLICACION
Este procedimiento complementario es ttil para todos los ensayos de toxici-
dad que requieran medir la dureza en muestras de agua naturales, residuales
y residuales tratadas.

DEFINICIONES

Dureza: concentracion total de iones de calcio y magnesio expresada como
su equivalente en carbonato de calcio (CaCO,).

MATERIAL
Matraces Erlenmeyer de 250 mL, pipetas volumétricas de diferentes capaci-

dades clase A. bureta de 25 0 50 mL clase A, vasos de precipitado y matraces
aforados de diferentes volumenes.
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EqQurro
Balanza analitica con precision de 0.1 mg.
REACTIVOS

Todos los reactivos utilizados deben ser grado reactivo analitico. El agua utili-
zada debe ser deionizada; cloruro de amonio (NH,Cl); hidréxido de amonio
concentrado (NH,OH); EDTA de magnesio; EDTA de sodio; indicador negro
de eriocromo T (sal sodica del acido 1-(1-hidroxy-2-naftilazo)-5 nitro-2
naftol- 4 sulfénico) (mezcla seca pulverizada); clorhidrato de hidroxilamina
(NH,OHHCI); cloruro de sodio (NaCl); carbonato de calcio (CaCO,); acido
clorhidrico (HCI); rojo de metilo.

SOLUCION AMORTIGUADORA
Puede prepararse por cualquiera de los procedimientos siguientes:

1) Disolver 16.9 g de cloruro de amonio (NH,Cl) en 143 mL de hidréxido de
amonio concentrado (NH,OH), agregar 1.25 g de sal de EDTA de magnesio
y diluir a 250 mL con agua

2) En ausencia de la sal de magnesio de EDTA, disolver 1,79 g de la sal di-
sédica de EDTA y 0,78 g de MgSO,H,O o 0,644 g de MgCL,6H,O en 50
mL de agua destilada. Disolver 16.9 g de NH Cl en 143 mL de NH,OH
concentrado. Mezclar ambas soluciones y aforar a 250 mL con agua.
Esta solucién debe guardarse en un recipiente de plastico o de vidrio
resistente, herméticamente cerrada para evitar pérdida de NH, o entrada
de CO,. Debe renovarse mensualmente o cuando al afiadir 1 0 2 mL a la
muestra el pH sea menor de 10.0 £ 0.1.

SoLuciON vALORADA DE EDTA
Pesar 3.723 g de EDTA de sodio, disolver en agua destilada y aforara 1 L.
INDICADOR DE ROJO DE METILO

Disolver 0.1 g de sal de sodio de rojo de metilo y diluir a 100 mL con agua
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SOLUCION DE ACIDO CLORHIDRICO 1:1

Mezclar un volumen de 4cido clorhidrico concentrado con un volumen
igual de agua.

SOLUCION DE HIDROXIDO DE AMONIO 3N
Diluir a 1 L de agua 240 mL de hidréxido de amonio (NH,OH).
SOLUCION ESTANDAR DE CALCIO

Secar el carbonato de calcio anhidro (CaCO,) en polvo (bajo en metales pesados,
alcalis y magnesio) a 200 °C durante toda la noche. Pesar 1.0 g de carbonato de
calcio en un matraz Erlenmeyer de 500 mL. Colocar un embudo en el cuello del
matraz y agregar poco a poco, solucion de acido clorhidrico 1:1 hasta que todo
el carbonato se disuelva. Agregar 200 mL de agua y hervir por unos minutos
para eliminar el CO, Enfriar y agregar unas cuantas gotas del indicador rojo
de metilo. Ajustar a un color intermedio anaranjado, por adicién de hidréxido
de amonio 3N o 4cido clorhidrico 1:1. Aforar a un litro en un matraz aforado.
Esta solucién es equivalente a 1.0 mg de CaCO, por 1.0 mL.

PROCEDIMIENTO

VALORACION DE LA SOLUCION DE EDTA

Para valorar la solucién de EDTA se deben tomar 10 mL de la solucién
estandar de carbonato de calcio y diluirlos a 50 mL con agua en un matraz
Erlenmeyer de 250 mL. Posteriormente, se agregan de 1 a2 mL de la solucion
amortiguadora para llevar la solucién a un pH de 10 £ 0.1. Luego se adicio-
nan de 1 a 2 gotas o una cantidad adecuada del indicador en polvo de negro
de eriocromo Ty se titula lentamente con la solucién de EDTA, empleando
agitacion continua hasta observar un vire a color azul. La titulacion se debe
repetir al menos tres veces para calcular el factor E

CALCULO DEL FACTOR F

Para calcular el factor F se utiliza la siguiente férmula:
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CaCO, (mg) en la solucion titulada

F=
Volumen de la solucion de EDTA empleada en la titulacion

DETERMINACION DE DUREZA

Primero se deben tomar 50 mL de muestra o una alicuota de la muestra lle-
vada a 50 mL con agua deionizada. Se ajusta el pH a 10 £ 0.1 de la muestra,
adicionando el volumen necesario de solucién amortiguadora (generalmente
de 1 a2 mL) yluego se agregar una cantidad adecuada de negro eriocromo T
(0.2g). Se titula con la solucién de EDTA valorada 0.01 M, agitando constan-
temente hasta que desaparezcan los ultimos matices rojizos. Al final se anaden
las dltimas gotas a intervalos de 3 a 5 segundos hasta observar el color azul.

EXPRESION DE RESULTADOS

El célculo de la dureza total se determina utilizando la siguiente ecuacion:

(A-B) * 1,000 * C

Dureza total de CaCO, (mg/L) =

donde:
A = mL de solucién de EDTA gastados en la titulacion.
B = mL de solucién de EDTA gastados en la titulaciéon del blanco.
C = factor obtenido en la valoracion de la solucion de EDTA.
D = mL de muestra utilizados.

CONTROL DE CALIDAD

Las muestras deben ser analizadas por duplicado.

INTERFERENCIAS

El EDTA forma complejos con hierro, manganeso, cobre, zinc, plomo, cobalto,
niquel, bario, estroncio y algunos otros metales. En la titulacion de calcio y

magnesio, los estados altos de oxidacion del manganeso reaccionan rapida-
mente con el indicador para formar productos de oxidacién incoloros.
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En presencia de aluminio en concentraciones mayores a 10 mg/L, el color
azul que indica el punto final de la titulacién puede aparecer y en poco tiempo
después puede regresar a rojizo.

La materia organica coloidal o en suspension también puede interferir en
el punto final.

MEDIDAS DE SEGURIDAD

Cuando se trabaje con cualquiera de los compuestos quimicos descritos en
este procedimiento, se debe usar equipo de seguridad como bata, guantes de
latex y lentes de seguridad

BIBLIOGRAFIiA
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PROCEDIMIENTO PARA LA GENERACION
DE EXTRACTOS ORGANICOS Y ELUTRIADOS
DE SUELOS Y SEDIMENTOS PARA

SU ANALISIS EN ENSAYOS DE TOXICIDAD

Yolanda Pica Granados y Gissel Trujillo Dominguez

CAMPO DE APLICACION

La toxicidad medida a través de los ensayos con organismos como Daphnia
magna, Vibrio fischeri, Pseudokirchneriella subcapitata y algunos otros, esta
referida a los efectos causados por compuestos en la fase soluble o solubilizados,
de tal modo que en el caso de matrices solidas es necesario llevar a esta fase los
materiales contaminantes contenidos en los sélidos que se desean analizar (por
ejemplo sedimentos, suelos y productos industriales), aplicando un procedi-
miento controlado que permita el analisis de su toxicidad empleando diversas
especies de organismos de prueba sin la generacion de falsos positivos, causados
por la interferencia del tratamiento de las muestras.

Este procedimiento es aplicable en el andlisis de matrices solidas (por
ejemplo suelos, sedimentos, productos quimicos, etc.) con el objetivo de
extraer los compuestos toxicos solubilizables en los disolventes de extraccion
seleccionados por su posibilidad de aplicarse en voliumenes controlados, para
el desarrollo de pruebas de toxicidad.
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Los resultados de toxicidad que surjan de esta clase de manejo de muestra
ya sea por medio de elutriados, de extractos organicos o ambos, pueden ser
aplicables para comparaciones de dosis-efecto cuando se comparan con el
contenido de contaminantes (en casos en que las propiedades de polaridad
de los disolventes empleados sea consistente para ambos), asi mismo es de
utilidad para zonificar los gradientes de afectacion en un sitio (por ejemplo
suelos o sedimentos) o, en su defecto, para el seguimiento del comportamiento
en el tiempo de un material que se sospecha téxico (por ejemplo suelo, sedi-
mento o materiales diversos), entre otros. La aplicacién de esta herramienta
en estudios ambientales mas amplios también puede ser utilizada con fines de
investigacion ya que brinda informacion sobre el potencial téxico; sin embargo,
su interpretacion requerira de conjuntar otras variables acordes a los objetivos
de cada proyecto, de modo que la integracién y las implicaciones de dicha
informacién deberan ser manejada por especialistas en el tema.

DEFINICIONES
Estas definiciones han sido adecuadas a las necesidades del procedimiento.

Elutriado: extracto acuoso.

Blanco: es usado indistintamente con la palabra control.

Control negativo o blanco de procedimiento: se asigna este término al lote o
tratamiento, dentro del disefio experimental, que replica las condiciones
que afectan al conjunto de tratamientos, excepto la sustancia o mezcla de
ellas que son investigadas en la prueba.

Control positivo: se asigna este término a una muestra, dentro del disefio
experimental del procedimiento de trabajo, cuya respuesta (CE,) y su
variabilidad ha sido previamente evaluada y calibrada a través de pruebas
de toxicidad. Esta se prepara tomando como muestra materiales empleados
como referencia.

MATERIAL

Sistema de extraccion Soxhlet; vaso pp. 250 o 500 mL; conos de papel filtro
No.1 purificados; pipetas Pasteur; viales cromatografico de 5 mL con tapa
de rosca; viales aforados de 5 mL; tubos de centrifuga plastico, desechables,
estériles y de fondo cénico de 50 mL con tapa; tamiz de No. 60; morteros y
mano de mortero.
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EqQuiro

Balanza analitica; parrilla de extraccion; evaporador rotatorio Buchi; horno
de secado (40 £ 5 °C); plancha de calentamiento o dispensador de nitrégeno;
refrigerador a temperatura de 4 £ 2°C; pipetas automaticas de 1,000 pL; cen-
trifuga y bafio ultrasénico.

REACTIVOS
Metanol calidad HPCL, plaguicida o nanogrado y agua destilada o desionisada.
PROCEDIMIENTO

Para el analisis de materiales s6lidos (por ejemplo suelos, sedimentos u otros)
se maneja el material con base en peso seco para la produccion de extractos
organicos. Para la generacion de elutriados puede emplearse el material en
su estado original (base humeda o seca).

PREPARATIVOS

Para muestras de suelo y sedimentos, y en otros casos en que esto se aplique,
el material es secado a temperatura ambiente o, en su defecto, con ayuda de un
horno de secado a una temperatura de 40 £ 5 °C.

Posteriormente el material se disgrega y se muele en mortero hasta que
éste logre su paso por un tamiz de malla del No. 60 (equivalente a 2mm de
apertura de malla).

En caso de productos quimicos o manufacturados cuya presentacion
sea en polvos, éstos se procesan en su forma original sin molido o tamizado
previo.

Una vez listo el material, se pesan idealmente 20 g; sin embargo, de no
haber muestra suficiente puede emplearse cantidades de 10 g en adelante o
incluso menores (5 g), sdlo si se sospecha que la muestra podria contener
carga elevada de compuestos toxicos.

El material para la produccion de los extractos organicos se pesa llenando
un cono de papel filtro del No. 1 (12.5 cm.), donde quedaran empacados. El
papel filtro se purifica con dias de anticipacion, empleando la extracciéon en
Soxhlet en los mismos términos del manejo indicado para muestras y dejan-
dose secar a temperatura ambiente.
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En el caso de la produccién de elutriados, el material se pesa llenando
un tubo de centrifuga de 50 mL de material plastico esterilizado en el que se
efectuarad el elutriado.

Para ambos casos, extractos organicos o elutriados, el peso correspondiente
deberad registrarse en la bitacora del analista.

EXTRACCION SOXHLET (EXTRACTO ORGANICO)

La muestra contenida en el cono de papel filtro se introduce en el vaso del
sistema Soxhlet y se monta junto con el refrigerante y el matraz de bola. El
volumen del disolvente en el matraz de bola puede variar dependiendo de la
capacidad del sistema Soxhlet en uso, requerira de 250 mL para el mas pequefo
o hasta 350 mL para uno de mayor volumen.

Ajuste el volumen del disolvente considerando que al condensarse e ir
goteando en el interior del vaso del Soxhlet debe llegar al codo de vaciado sin
que el matraz de bola se vacie. En él debe quedar siempre un excedente para
evitar que el extracto se queme.

Montar el sistema Soxhlet en la parrilla de extraccion. En el caso del uso
de metanol como disolvente de extraccion, encender cada parrilla colocando
el indicador de temperatura en el numero 5 o 6, conectar simultaneamente el
sistema de enfriamiento a una temperatura de 10 a 18 °C, cuanto mas frio la
condensacion sera mas eficiente.

En el caso de uso de metanol, la extraccion debe mantenerse en funciona-
miento por un tiempo de alrededor de 20 horas, que es equivalente a aproxi-
madamente 10 o 12 ciclos de renovacion. En caso del uso de otro disolvente,
el tiempo de extracciéon puede variar, en cuyo caso deberan hacerse los ajustes
de tiempo, temperatura y ciclos adecuados correspondientes.

Al término del periodo apagar las parrillas y dejar enfriar aun con el flujo
de enfriamiento en funcionamiento.

Desmontar los sistemas de extraccion

Recuperar en el matraz de bola el disolvente atin contenido en el vaso.

Cubrir con papel aluminio la boca de los matraces de bola que contienen
los extractos organicos y mantener en refrigeracion hasta que se procedaala
evaporacion y concentracion del extracto. Por cada lote de muestras prepare
un blanco y un control positivo.
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EVAPORACION

Llene el baiio Maria del equipo de evaporacion a un nivel que cubra los ma-
traces de bola una vez inmersos en él. Si el extracto es con base en metanol,
caliente el baio a 40 £ 5 °Cy conecte la fuente de enfriamiento del refrigerante,
cuidando que se logre una temperatura de 10 a 18 °C.

En caso de la concentracién de extractos metabolicos, acoplar una bomba
de vacio conectada al refrigerante del evaporador rotatorio.

Colocar el matraz de bola conteniendo el extracto, ajustar el seguro de la
boca de evaporador y girar a cierre la valvula de alivio del condensador del
evaporador rotatorio. Encienda la bomba de vacio y ajustela a una presioén de
30 a 40 psi, simultaneamente gire la perilla de rotacion del equipo evaporador
para que el matraz de bola empiece a girar. Elija una velocidad media.

Ajuste su sistema de evaporacion a fin de optimizar el proceso de con-
centracion. Para ello ajuste la presion, la temperatura del bafio Maria y de la
fuente de enfriamiento tomando como base la siguiente informacién. Cuanto
menor es la presion que se emplea se requiere manejar la temperatura del bafio
en el limite maximo aceptable (45 °C) y la de enfriamiento en los niveles mas
bajos, mientras que cuando la presion es mayor podemos emplear una menor
temperatura en el bafio y un enfriamiento de temperatura media dentro del
ambito 6ptimo sefialado.

Cuando el volumen del disolvente sea alrededor de 2 mL, detenga la
rotacion de la bola, apague la bomba de vacio y gire la valvula de alivio del
condensador para abrirla y liberar el vacio. Una vez hecho lo anterior podra
retirar el matraz de bola y colocar el siguiente.

TRASVASADO

Enjuague los viales de 5 mL con metanol y deje secar.

Transfiera el concentrado contenido en el matraz de bola a un vial de 5 mL
empleando una pipeta Pasteur (no las reutilice). Tome volimenes adicionales
de disolvente limpio (por ejemplo metanol) para limpiar las paredes del matraz,
recupérelo y adicionelo también al vial junto con el concentrado previamente
trasvasado.

Reduzca los voliumenes del concentrado del extracto colocando los viales
sobre una parrilla tibia, logre la temperatura idénea sélo encendiendo la parrilla
sin seleccionar niveles de calor (aproximadamente 30- 45 °C). También puede
hacerse uso de flujo de nitrégeno para su concentracion. Cuando el nivel del
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volumen en el vial se reduzca a la mitad de su capacidad, podran adicionarse
los nuevos volumenes que resulten de los enjuagues posteriores del matraz de
extraccion. Enjuague este recipiente hasta que las paredes queden limpias, siem-
pre incorporando el disolvente al vial con el concentrado. Una vez terminada
la limpieza del matraz deje reducir el volumen del concentrado contenido en
el vial hasta alcanzar aproximadamente 3 mL.

Cubra y guarde los viales en refrigeracion hasta su analisis en pruebas de
toxicidad.

PREPARATIVOS PARA PRUEBAS DE TOXICIDAD DE EXTRACTOS
ORGANICOS

Transfiera el volumen de los viales conteniendo el concentrado a viales afora-
dos. Emplee enjuagues al vial original usando disolvente limpio (por ejemplo
metanol), adicione al vial aforado hasta alcanzar el nivel de 4 mL.

Para preparar su sistema de prueba emplee como volumen maximo del
extracto organico, un volumen menor o igual a la concentracion de disolvente
(% v/v) correspondiente al nivel de efecto no observable (NOEC), el cual de-
bera haber sido previamente determinado. Dentro del sistema de prueba, la
manera de demostrar una adecuada seleccion de los volumenes de disolvente a
niveles que no generan falsos positivos, es a través de la respuesta obtenida del
analisis de toxicidad del blanco de procedimiento, el cual no deberd presentar
efecto en las pruebas de toxicidad o, en su defecto, éste no debera ser mayor
al efecto observado en el control negativo.

Para el caso del metanol, la concentraciéon maxima de este disolvente en
el sistema de prueba que se establece como recomendable para D. magna,
V. fischeri e Hydra attenuata, debe ser < 1.2%. En caso de P. subcapitata éste
debe ser < 0.1%.

Tomando como ejemplo el sistema de prueba con V. fischeri, cuyo volumen
final en el preparado de la concentracion inicial es de 2,750 pL, que se logra
al adicionar 250 pL de solucién de ajuste osmético (MOAS) y 2,500 mL de la
muestra, entonces se tendria que hacer el siguiente preparado:

Adicionar los 250 pL de MOAS a la celdilla que contendra la maxima
concentracion. Posteriormente, adicionar 2,500 uL de agua de reconstitucion.
Mezclar con ayuda de la micropipeta de 1,000 puL, succionando y eyectando el
liquido tres veces. Con ayuda de una micropipeta de volumen variable ajustada
a 30 pL, succionar ese volumen de la celdilla en preparacién, de modo que
quede su llenado a 2,720 pL.
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Posteriormente, restituir el volumen, nuevamente a 2,750 ul, adicionando
30 pL del concentrado del extracto organico.

Bajo este esquema de preparacion de la muestra se logra una concentracion
de metanol en el sistema de prueba de 1.09% (v/v), menor al maximo reco-
mendado.

Para efectuar los calculos de la concentracion inicial del sedimento en el siste-
ma de prueba ver la seccién de manejo de resultados de este procedimiento.

ELuTRIADOS

El material contenido en los tubos de centrifuga deberd asentarse al fondo
del recipiente. Esto se logra golpeando ligeramente la base del tubo sobre
una superficie. Al terminar mida el volumen que ocupa el material leyendo
en la escala que presentan los tubos. Anote el dato en la bitacora junto con el
registro del peso correspondiente.

Mezclar el sedimento con agua destilada en una relaciéon maxima de 1:4
(una parte de sedimento por cuatro de agua), haciendo uso de la lectura del
volumen que ocupa el material de la muestra para establecer las proporciones.
Puede elegir el uso de relaciones de volumen menores, tal como 1:2 o 1:3.
Considere que la limitante serd la capacidad del tubo a 50 mL.

Cierre los tubos y agite vigorosamente a fin de mezclar homogéneamente
el material en el agua y anote el volumen adicionado junto con los datos an-
teriormente sefialados.

Posteriormente, puede colocar los tubos en una parrilla de agitacién o, en
su defecto, emplear un bafo ultrasonico.

En caso de usar bafio ultrasénico, llene la tina a la capacidad correspon-
diente, introduzca los tubos y cubralos, manteniéndolos sumergidos en el
agua hasta el nivel de la base de su tapa.

Ajuste el bafio ultrasénico para su funcionamiento por 60 minutos sin
calentamiento, tiempo que los tubos deberdn permanecer en su interior.

Altérmino de una hora de agitacién o sonicacién apague los instrumentos
y saque los tubos. Déjelos reposar en posicion vertical dentro de un refrige-
rador para su sedimentacion.

Por cada lote de muestras o nimero de control, monte un blanco y un
control positivo.

Previo al desarrollo de pruebas de toxicidad, coloque los tubos en centri-
fugacion por un tiempo de 15 minutos a una velocidad de 2,000 a 4,000 rpm,
hasta que aparezca el sedimento.
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Detenga la centrifugacion y emplee el sobrenadante acuoso (elutriado) para
el desarrollo de pruebas de toxicidad, obteniendo los volimenes necesarios
succionando el liquido sin resuspender el sedimentado.

Debido a que el elutriado es un extracto acuoso, el procedimiento de prueba
podra desarrollarse de la misma forma en que se llevan a cabo las pruebas de
toxicidad rutinarias.

Para efectuar los calculos para determinar la concentracion inicial emplee
las guias correspondientes indicadas en la seccién de manejo de resultados
de este procedimiento, haciendo los ajustes de volimenes y pesos que co-
rrespondan.

PRECAUCIONES

Cuidar que los materiales empelados en la produccion de extractos o elutriados
estén siempre libres de tdxicos.

Cuidar que a lo largo del procedimiento para la elaboracion de extracto
organico, no se adicione a éste agua que puede incorporarse por condensa-
cion en los refrigerantes del sistema Soxhlet o por un inadecuado secado de
la muestra.

Cuidar que durante la extraccion, la cantidad de disolvente siempre sea la
suficiente para alcanzar el nivel de vaciado del vaso del Soxhlet, a fin de que
se mantengan los ciclos de renovacién de extraccion funcionando, de otra
manera se quemara el extracto contenido en el matraz de bola. En caso de que
éste no alcance el nivel necesario puede adicionarse mas disolvente al matraz
de bola, cuidando de apagar la parrilla y dejar enfriar previamente.

Cuidar que la temperatura del agua empleada para enfriar los refrigerantes
se mantenga en un intervalo adecuado para promover la condensacion del
disolvente. En el caso de metanol se recomienda manejar una temperatura
de 10- 18 °C. De emplearse otro disolvente deberd ajustarse a la temperatura
que convenga de acuerdo a su volatilidad, evitando siempre la pérdida del
disolvente de extraccion. Para el enfriamiento puede emplearse un baio de
recirculacion de agua o en su defecto agua directa de la toma.

Cuidar que al término o al inicio de cada lote extraido o por extraer en el
sistema Soxhlet, se efectie un enjuague con acetona (grado HPLC, nanogra-
do o plaguicidas) y posteriormente con metanol (grado HPLC, nanogrado o
plaguicida) con el objetivo de evitar contaminacion cruzada.

Cuidar que mientras el sistema Soxhlet no esté en uso, se protejan las en-
tradas de los refrigerantes con papel aluminio para aislarlas de polvos.
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Cuidar que durante el uso del evaporador rotatorio se maneje un balance
de las variables de presion y temperatura del bafio Maria a fin de evitar que
el extracto de la muestra se proyecte en el interior del condensador y lo con-
tamine, o en su defecto, se provoque la pérdida del extracto.

Cuidar que durante la reduccién de volimenes durante el trasvasado de
la muestra a los viales de 5 mL, si emplea parrilla de calentamiento, ésta se
encuentre solo tibia, de lo contrario el concentrado se proyectard y la muestra
se perdera.

En el caso de la produccién de elutriados, etiquete los tubos escribiendo
directamente sobre la pared o la tapa del mismo, con plumoén indeleble, ya
que las etiquetas de papel pueden desintegrarse en el baio ultrasonico.

EXPRESIéN DE RESULTADOS
CONSIDERACIONES PARA LOS CALCULOS DE CONCENTRACION

Tomando en cuenta que en el caso de la produccidn de extractos organicos,
el volumen de concentrado que se emplea para el analisis de toxicidad sera
sélo una porcién del concentrado, deberemos hacer los ajustes y calculos
necesarios para expresar adecuadamente el resultado.

Continuando con el ejemplo de la prueba con V. fischeri, en el que se em-
pled una proporcion de 30 pL de un volumen total del concentrado de 4 mL,
obtenidos a partir de un peso inicial de la muestra que para fines del ejemplo
sera de 20 g, entonces podemos decir que la concentracion inicial, expresada
con mg Eq/mL, en la maxima concentracion preparada seria de 54.54 mg
Eq/mL, a partir de los siguientes calculos:

20 150m,
g * 1,00 = 78’
4,000 puL/30ul ml
150ug/ mL 54.54 mgEq
2750mL mL

donde:
20 g = Peso inicial del material extraido
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4,000 uL = Volumen del concentrado del extracto

30 uL = Volumen del concentrado del extracto adicionado al sistema. de
prueba para analisis de toxicidad

2,750 mL = Volumen total de la solucion en el sistema de prueba.

La concentracién obtenida debe ser expresada anteponiendo el término
“Equivalentes”, que se expresa como Eq. (54.54 mg Eq/mL). Se introduce
esta modalidad ya que debe considerarse que la concentracion obtenida esta
referida a una cantidad de material que fue extraida, de modo que en reali-
dad los organismos de prueba se exponen al material soluble o extractado,
cuya cantidad no es posible determinar; sin embargo, ésta es relativa al peso
medido del material trabajado. Las concentraciones de las diluciones sub-
secuentes tendrdn que afectarse por el factor de diluciéon empleado para su
preparacion.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

Los resultados de la prueba del concentrado del control negativo o blanco
de procedimiento, proveen informacién util para detectar la posibilidad de
falsos positivos, ya que a través de su analisis se determina la contribucién
que el proceso de manejo de muestras, ya sea por produccion de extractos o
elutriados, tiene sobre la respuesta toxica obtenida en pruebas de toxicidad,
asi como la del posible efecto que pueda causar la adicién de volumenes de
disolvente en el sistema de prueba.

Con fines de aceptacion de los resultados, las pruebas de toxicidad del blanco
de procedimiento deberan demostrar que no hay efecto, o que éste no es mayor
al efecto observado en el control negativo. Esto indicara que el proceso de manejo
de muestra, asi como el volumen de disolvente adicionado al sistema de prueba
no contribuye a la toxicidad ni a la generacion de falsos positivos.

El control positivo permitira controlar la efectividad del proceso de ex-
traccion, de tal manera que la respuesta de la prueba de toxicidad del con-
centrado o elutriado debera encontrarse en una concentracién previamente
determinada para el material de referencia, tanto en el caso del elutriado como
del extracto organico.
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EXTRACCION DE CONSTITUYENTES
TOXICOS PARA LAS ENSAYOS
DE TOXICIDAD

Isabel Romero Terdin

CAMPO DE APLICACION

Este procedimiento complementario describe el método recomendado para
llevar a cabo la extraccién de constituyentes toxicos para las pruebas de
toxicidad. Es aplicable a muestras con una concentracién mayor a 0.5 % de
solidos a las que una vez extraidas se les realizara una prueba de toxicidad
aguda o cronica.

DEFINICIONES
Prueba de extraccion: procedimiento de laboratorio que permite determinar

la movilidad de los constituyentes de un residuo, que lo hacen peligroso
por su toxicidad al ambiente.

383
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MATERIAL

Filtros de fibra de vidrio, sin aglutinantes, con un tamano efectivo de
poro de 0.6 a 0.8 um & equivalente; vasos de precipitado o matraces
Erlenmeyer de vidrio de 500 mL; vidrio reloj de diametro adecuado
para cubrir el vaso de precipitado o el matraz Erlenmeyer; agitador
magnético; termometro de 0 a 100 °C.

EqQuiro

Equipo de agitacion rotatorio. Este aparato de agitaciéon debe ser capaz de
hacer girar el vaso o recipiente de extraccién a 30 + 2 r.p.m.

Recipientes de extraccion. Se necesitan frascos con suficiente capacidad
para contener la muestra y el reactivo de extracciéon. No es necesario que
estos frascos queden completamente llenos y pueden ser de diferentes
materiales como vidrio de borosilicato o plastico de politetrafluoroetileno
(PTFE). Los recipientes de extraccion y los equipos de filtracion deben
ser de materiales inertes que no lixivien o absorban los componentes del
residuo.

Equipo de filtracién. Se puede utilizar cualquier unidad de filtracién capaz
de sostener un filtro de fibra de vidrio y resistir la presion para llevar a cabo
la separacion. Estas unidades de filtracién deben tener un volumen interno
minimo de 300 mL y deben estar adaptadas para acomodar un filtro de 47 mm
de diametro como minimo. Se recomienda una unidad de filtracién que tenga
una capacidad interna de 1.5 L 6 mas y que esté equipada para dar cabida a
filtros de 142 mm de didmetro.

Medidor de pH que cubra el intervalo de medicién de 0 a 14 U de pH
a 25 °C; balanza analitica con sensibilidad de 0.1 mg; parrilla con
agitacion y calentamiento; estufa con control de temperatura para
trabajar a 100 + 5 °C.

REACTIVOS Y SOLUCIONES

Los productos quimicos utilizados deben ser grado analitico, a menos que se
indique otro grado. El agua utilizada debe ser deionizada.

Solucién de 4cido clorhidrico (HCI) 1.0 N; solucién de acido nitrico
(HNO,) 1.0 N; solucién de hidroxido de sodio (NaOH) 1.0 N; dcido acético
glacial (CH,CH,COOH).
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FLUIDO DE EXTRACCION # 1

Adicionar 5.7 mL de acido acético glacial a 500 mL de agua. Posteriormente,
adicionar 64.3 mL de NaOH 1.0 N y llevar a un volumen de un litro. Cuando
este fluido ha sido correctamente preparado presenta un valor de pH de 4.93
+ 0.05.

FLUIDO DE EXTRACCION # 2

Diluir 5.7 mL de 4cido acético glacial a un litro de agua. Cuando este fluido
ha sido correctamente preparado presenta un valor de pH de 2.88 +£0.05.

Los reactivos de extracciéon deben ser verificados frecuentemente. Su
pH debe comprobarse para asegurar que sea el correcto. Si se encuentran
impurezas o el pH no estd dentro de los limites, se debe desechar el reactivo
y preparar uno nuevo.

PRESERVACION DE MUESTRAS

Las muestras y los extractos obtenidos deben ser preparados para el analisis
tan pronto como sea posible y mantenerse en refrigeracion a 4 °C. Los extrac-
tos para las determinaciones de toxicologia se guardan en frascos de vidrio o
polietileno y se mantienen en refrigeracion hasta su analisis.

PROCEDIMIENTO

Para la extraccion de los componentes toxicos de las muestras se deben realizar
los pasos que se detallan a continuacion.

EVALUACIONES PRELIMINARES

Realizar las evaluaciones preliminares con una alicuota de la muestra de un
minimo de 100 g. Esta alicuota se emplea tinicamente para las evaluaciones
preliminares que incluyen:

1.1. Determinar de forma preliminar el porcentaje de sélidos:
Sila muestra no produce liquido cuando esta sujeto a la presion de filtracion
(es decir es 100 % sblido) continuar con el inciso 1.3.
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1.2. Si la muestra es liquida o polifasica, se requiere la separacion sélido-
liquido para hacer la determinacién preliminar del porcentaje de sélidos.
Esto involucra el equipo de filtracién mencionado en la seccién de equipos
y materiales.

1.2.1. Pesar el filtro y el recipiente que recibird el filtrado.

1.2.2. Ensamblar el porta filtros y colocar el filtro sobre el soporte y
asegurarlo.

1.2.3. Pesar una parte de la muestra (minimo 100 g) y registrar el peso.
1.2.4. Las muestras que sedimentan lentamente pueden centrifugarse antes
de filtrar. La centrifugacion se utiliza como una ayuda de la filtracion. Si ésta
es utilizada primero, el liquido debe ser decantado y filtrado continuando
con la filtracion de la porcidn solida.

1.2.5. Transferir cuantitativamente la muestra al equipo de filtracién de
una manera uniforme sobre la superficie del filtro. Dejar que la muestra se
estabilice a temperatura ambiente en el aparato antes de ser filtrada, ya que
si la filtracion se hace a 4 °C, esto reduce la cantidad de liquido extraido.
Simas de 1% del peso de la muestra se ha adherido al recipiente utilizado
para transferir la muestra al aparato de filtracion, determinar el peso de este
residuo y restarlo del peso de la muestra calculado en el inciso 1.2.3 para
conocer el peso efectivo del residuo que se filtré. Aplicar gradualmente la
presion a través del filtro e incrementarla lentamente de 10 psi hasta 50 psi
para que todo el liquido pase hasta que el flujo del liquido haya cesado.
1.2.6. El material retenido en el filtro se define como la fase sélida y el fil-
trado como la fase liquida. Determinar el peso de la fase liquida restando
el peso del recipiente vacio, del peso total del recipiente con el filtrado.
Determinar el peso de la fase solida de la muestra restando el peso de la
fase liquida del peso total de la muestra. Calcular el porcentaje de sélidos
como sigue:

Peso de sélido
% de sélidos = *100
Peso total de la muestra

1.2.7. Si el porcentaje de s6lidos determinado en el inciso 1.2.6 es > 0.5%,
entonces continuar ya sea con el inciso 2 para determinar si el material
solido requiere reducciéon de tamaio de particula o con el inciso 1.3
1.2.8. Si el porcentaje de sélidos determinado es menor que 0.5% continuar
con el inciso 4.6.
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1.3. Determinar el porcentaje de sdlidos secos.

1.3.1. Quitar del aparato de filtracion la fase solida y el filtro.

1.3.2. Secar el filtro y la fase sélida a 100 + 5 °C, hasta que después de ser
pesados dos veces consecutivas no varien en + 1.0%. Registrar el peso
final.

1.3.3. Calcular el porcentaje de solidos secos de la siguiente manera:

(Peso del residuos solido + filtro) - Peso del filtro 100

% solidos secos =
Peso inicial del residuo

1.3.4. Si el porcentaje de solidos secos es < 0.5% continuar con 4.1, si es > 0.5%,
tomar una porcion fresca de muestra, determinar si la reduccién de tamano
de la particula es necesaria y seleccionar el fluido de extraccion adecuado.

2. Determinar si la muestra requiere reduccién de tamaiio de particula.
Evaluar el sélido para determinar el tamano de la particula. A menos que
el area superficial del sélido sea, por gramo de materia, igual o mayor que
3.1 cm? o menor que 1.0 cm?* en su dimensién mas angosta, se requiere la
reduccién del tamaio de la particula. El sélido debe ser capaz de pasar a
través de una malla estandar de 9.5 mm o 0.375 pulgadas, si el area super-
ficial es menor o el tamafo de la particula es mas grande de lo sefialado
anteriormente, preparar la porcion sélida de los desechos parala extraccion,
comprimiendo, cortando o triturando los desechos hasta obtener un drea
superficial o tamafio de la particula igual a la descrita anteriormente.

3. Seleccionar el fluido de extraccién adecuado:

3.1. Pesar una fraccion de la fase sdlida, reducir si es necesario a un tamafio
de particula de aproximadamente 1 mm de didmetro o menos y transferir
5 g a un matraz Erlenmeyer de 250 mL o un vaso de precipitado.

3.2. Anadir 96.5 mL de agua, cubrir con un vidrio de reloj y agitar durante
5 minutos en una parrilla de agitacion magnética, sacar y dejar sedimentar,
medir el pH.

3.3.Siel pH es < 5 utilizar el fluido de extraccion 1. Si es > 5 adicionar 3.5
mL de HCI 0.1 N, mezclar y cubrir con un vidrio de reloj, calentar a 50 °C
y mantener la temperatura por 10 min.

3.4. Dejar enfriar a temperatura ambiente y medir el pH, si es < 5 utilizar
el fluido de extraccién 1y si es > 5 utilizar el fluido de extraccion 2.

4. Determinar los constituyentes téxicos.

4.1. Se recomienda un tamafo minimo de muestra de 100 g.
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4.2. Sila muestra no produce liquido, cuando se somete a filtracién (100%
solido), pesar una porcién de la muestra (100 g ) y continuar con 1.3

4.3. Sila muestra es liquida o multifasica, se requiere una separacion liqui-
do-sdlido. Esto involucra el equipo de filtracion descrito en el apartado de
materiales y equipos.

4.4. Pesar el recipiente que recibira el filtrado.

4.5. Ensamblar el portafiltro y colocar el filtro en el soporte y asegurarlo.
4.6. Pesar una fraccion de muestra (100 g minimo). Si el residuo contiene
menos del 0.5% de solidos secos, la porcion liquida del residuo, después de
la filtracidn, se define como el extracto. Por lo tanto, se debe filtrar suficiente
muestra para que la cantidad de liquido filtrado alcance para realizar todos los
analisis requeridos. Para residuos que contienen mas del 0.5% de solidos secos,
utilizar la informacién del porcentaje de sdlidos obtenido, para determinar el
tamano optimo de la muestra (100 g minimo) que se llevard a filtracion.

4.7. Dejar sedimentar la fase sélida, las muestras que sedimenten lenta-
mente pueden centrifugarse antes de la filtracion.

4.8. Transferir cuantitativamente la muestra (fase liquida y sélida) al equipo
de filtracion, verter la muestra en forma uniforme sobre la superficie del
filtro, continuar como se indica en 1.2.5

4.9. El material en el portafiltro se define como la fase sélida del residuo,
el filtrado como la fase liquida, pesar el filtrado.

4.10. Si la muestra contiene menos del 0.5% de solidos secos continuar
con 4.6. Si el residuo contiene mas del 0.5 de solidos secos y fue necesaria
la reduccion de tamario de particula, continuar con 4.2. Si el residuo pasa
un tamiz de 9.5 mm, transferir cuantitativamente el material s6lido a un
frasco de extraccion junto con el filtro (usado para separar la fase liquida
inicial de la fase solida) y continuar con 5.

4.11. Preparar la porcion sélida del residuo para extraccion. Cuando el
tamano de la particula esté preparado adecuadamente, transferir cuanti-
tativamente el material sélido a un frasco de extraccion. Incluir el filtro
utilizado para separar el liquido inicial de la fase sélida.

5. Determinar la cantidad del fluido de extraccion necesario como sigue:

20 * % solidos * Peso de la muestra filtrada

100

Peso del fluido =
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Agregar lentamente al recipiente extractor la cantidad de fluido de extraccion
calculado. Cerrar bien el vaso extractor (se recomienda utilizar cinta de teflén
para asegurar un sello hermético), asegurar el recipiente en el aparato de agi-
tacion rotatorio y hacer girar a 30 = 2 rpm por 18 * 2 horas. La temperatura
ambiente debe mantenerse a 23 + 2 °C durante el periodo de extraccion.

6. Después de las 18 + 2 horas de extraccion, separar el material en el
recipiente extractor en sus fases liquida y sélida, filtrando a través de
un filtro de fibra de vidrio nuevo. Para la filtracion final del extracto,
es necesario cambiar el filtro de fibra de vidrio, para facilitar la extrac-
cion.

El filtrado obtenido es la muestra para evaluar toxicidad.

7. Preparar el extracto obtenido.

7.1. Siel residuo no contiene fase liquida inicial, el liquido filtrado obtenido
se define como el extracto.

7.2. Si los liquidos son compatibles, combinar el liquido filtrado con el
liquido inicial del residuo obtenido en 6. Este liquido combinado se define
como el extracto. Continuar con 8.

7.3. Si la fase liquida inicial del residuo, obtenida en 4.8 no es o no puede
ser compatible con el liquido filtrado resultante en 6, no combinar los
liquidos, analizar por separado cada uno y combinar los resultados mate-
maticamente, como se describe en 8.2.

8. Después de colectar el extracto, medir el pH y guardar el extracto para
su analisis.

8.1. Si las fases individuales van a ser analizadas separadamente, determinar
el volumen de la fase individual (+ 0.5%), realizar los andlisis requeridos
y combinar los resultados matematicamente, utilizando un promedio
volumen-peso, como se indica:

V,.C,+V,C,
Concentracion final del analito = ——— =
V.+V,

donde:

V1= Volumen del primer extracto (L)

C1= La concentracion del analito de interés en el primer extracto (mg/L)
V2= El volumen del segundo extracto (L)

C2= La concentracion del analito de interés en el segundo extracto (mg/L)
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CONTROL DE CALIDAD

Preparar un blanco del fluido de extraccion trataindolo igual que una muestra,
para monitorear posible contaminacion.

Analizar una muestra por duplicado por cada lote de muestras o por cada
20 muestras.

BIBLIOGRAFIiA

NOM-053-SEMARNAT-1993 que establece el procedimiento para llevar a cabo la prueba de
extraccion para determinar los constituyentes que hacen a un residuo peligroso por su
toxicidad al ambiente. Diario Oficial de la Federacién del 2 de octubre de 1993, SEGOB,
México.

United States Environmental Protection Agency (USEPA). Method 1311 Toxicity Characteristic

Leaching Procedure. Revision julio de 1992.



METODO DE DESCAPSULACION DE
NAUPLIOS DE ARTEMIA SP. PARA LA
ALIMENTACION DE CAMARONES PENEIDOS

Cecilia Vanegas Pérez y Cecilia Robles Mendoza

CAMPO DE APLICACION

Este procedimiento complementario se recomienda para la obtencion de
nauplios de Artemia sp. que pueden emplearse como alimento para el cultivo
y mantenimiento de camarones peneidos y otras especies marinas.

MATERIAL

Probeta de 500 mL, vasos de precipitados de 500 mL, agitador de vidrio, pi-
peta serologica de 1 mL (recomendable con graduacion de 1/100), bombilla
para pipeta, contenedor pldstico con ventana de malla plancténica (100 pL),
contenedor transparente de incubacion de 2 L, manguera para acuario, llave
de paso pequefia para acuario y plastico negro grueso.
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EqQuiro
Lampara de luz blanca o foco de 40 watts y bomba de aireacion.
REACTIVOS

Hipoclorito de sodio comercial (6% de cloro libre) y agua de mar natural,
artificial o reconstituida.

ORGANISMOS
Quistes de Artemia sp.
PROCEDIMIENTO

Se describe el procedimiento para la descapsulacion de 1 g de quistes de Arte-
mia sp. Se recomienda utilizar cepas de Artemia que garanticen un porcentaje
de descapsulaciéon del 90%.

DESCAPSULACION DE QUISTES

Diluir el hipoclorito de sodio comercial con agua de la llave, en una pro-
porcién de 1:2. Colocar 1 g de quistes de Artemia sp. por cada 100 mL de la
solucion diluida de hipoclorito de sodio y agitar constantemente hasta que la
tonalidad de los quistes cambie de café a anaranjado intenso. Dependiendo
de la cepa de Artemia el cambio de tonalidad ocurre entre 5 y 10 minutos.
Transferir inmediatamente los quistes en un contenedor con una ventana de
malla planctdnica (para retener los quistes) y enjuagar con agua de la llave
durante minimo 1 hora para eliminar el cloro (figura E1A).

INCUBACION

Colocar los quistes perfectamente enjuagados en el contenedor de incubaciéon
con 500 mL de agua de mar a 34 ups o agua de mar previamente filtrada.
Mantener los organismos durante 24 a 48 horas a una temperatura de 28 °C,
luz y aireacion constante (figura F1B). La aglutinacién de los quistes altera
la eclosidn por lo cual es importante mantenerlos en constante movimiento
con aireacion desde la base del contenedor de incubacion.
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RECOLECCION DE NAUPLIOS

Para la separacion de nauplios y quistes se recomienda bloquear la aireacién ce-
rrando la llave de paso y cubrir completamente el contenedor de incubacién con
plastico negro, dejando tinicamente una pequena apertura en la parte superior.
Colocar junto alaapertura un foco o lampara de 40 watts durante al menos 1 hora.
Debido al fototactismo positivo de los organismos, los nauplios se concentraran en
la parte superior y los quistes precipitados estaran en el fondo del contenedor.
Colectar el precipitado con los quistes sin eclosionar. En otro recipiente
colectar los nauplios eclosionados. Debido a la alta densidad de los nauplios
es probable el incremento de los compuestos de excrecion (principalmente
amonio), tanto en el agua como en los nauplios. Estos compuestos pueden a
su vez ejercer un efecto toxico en las postlarvas de los camarones peneidos.
Por lo tanto, se recomienda enjuagar a los nauplios con agua de mar, concen-
trarlos en una densidad maxima de 1500 a 1800 nauplios/mL y mantenerlos
en refrigeracion hasta su uso. Se recomienda alimentar a las postlarvas de los
camarones peneidos con quistes de Artemia eclosionados el mismo dia.

CONTEO DE NAUPLIOS

Colocar a los organismos colectados en un vaso de precipitado de volumen
conocido con agua de mar. Agitar suavemente para que la distribucion de los

Figura E1. Dispositivos para la obtencion de nauplios de Artemia sp. A) Para el lavado de
quistes y B) Para la incubacion de nauplios. a) ventana de malla planctdnica, b) contenedor

de incubacion, ¢) llave de paso y d) soporte
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organismos sea homogénea y con una pipeta serologica tomar 1 mL del medio
con nauplios. Debido a que la distribucién de los organismos en la pipeta es
irregular, se recomienda contar los nauplios que se encuentren en 0.1 mL de la
parte inicial, media y final de la pipeta. Realizar al menos 10 conteos, obtener
el promedio de organismos en 0.1 mL y extrapolar la densidad a 1 mL.



CONSTRUCCION DE UNA CAMARA DE
ILUMINACION CASERA PARA EL ENSAYO

DE TOXICIDAD CON EL ALGA SELENASTRUM
CAPRICORNUTUM (PSEUDOKIRCHNERIELLA
SUBCAPITATA)

Homero Herndndez Salgado

MATERIAL

Dos pliegos de papel empleado para construccion de maquetas, color blanco,
rigido y resistente (por ejemplo, cascarén), de aproximadamente 1.40 x 0.60
m; cinta adhesiva de 5 a 7 cm ancho; tijeras o navaja; papel aluminio; carrete
de hilo nylon; marcador indeleble color azul o amarillo; guantes de latex; em-
budo de tallo largo de plastico transparente o vidrio de 10.5 cm de abertura
de boca y 10 de fondo; 30 cm de alambre de 1 mm de didmetro; extension
eléctrica; socket para foco con entradas para clavija de conexion; bombilla de
luz halégena fria 20W/11-860-120V-350mA, 1 155 lumen 50/60Hz, de triple
foco (por ejemplo Osram Dulux) y conexion para anterior.

Este procedimiento aparecié publicado originalmente en G. Castillo (ed.). 2004. Ensayos toxicolégicos
y métodos de evaluacion de calidad de aguas. Estandarizacion, intercalibracién, resultados y aplicaciones.
IDRC, IMTA, Canada. 202 pp. Se reproduce con la autorizacién de la editorial.
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PREPARACION DE LA PANTALLA DE ILUMINACION

« Delos pliegos de papel para construccion, cortar cuatro triangulos de 60
cm por lado. Posteriormente, cortar una de las esquinas de tal forma que
se obtenga un poligono de 60 cm de base por aproximadamente 57 cm de
altura (figura G.1. A)

« Forrar con papel aluminio los primeros 20 cm de la base de cada tridngulo
a manera de banda, la cual quedara en el interior de la cdmara una vez
armada (figura G.1. B).

« Formar la cdmara uniendo los triangulos por sus lados, para estructurar
una pirdmide trunca en su punta (figura G.1. C) con ayuda de la cinta
adhesiva. Pegar por la parte exterior.

COLOCACION DEL SISTEMA DE ILUMINACION
SISTEMA DE FILTRADO

« A20cmdelabocasuperior, introduzca en una esquina hilo nylon resistente
y cruce a la esquina opuesta; repita la operacion en otra de las esquinas de
tal forma que se forme una cruz o red de soporte (figura G.2. D).

+ Trozar el tallo del embudo hasta su base.

« Cortar el guante de cirujano conservando la banda de aproximadamente
8 cm de la muneca del mismo. Eliminar el resto.

+ Colocar la banda de latex, obtenida del guante de cirujano, en la boca del
embudo sin tallo, de forma que cubra solo 5 cm, y dejar un espacio tras-
lacido de 5 cm (figura G.2. D).

« Enderezar el alambre y enrollar uno de los extremos de tal forma que se
fije en el interior del embudo. Introducir el alambre por el orificio dejado
por el tallo del embudo. Dar un espacio de 5 cm, y en el extremo saliente
formar un gancho (figura G.2. D). Colgar el embudo del centro de la red
de sostén (figura G.2. E).

COLOCACION DE LAMPARA

 Atornillar la bombilla de luz halégena de triple barra en el porta-lampara
correspondiente.

« Introducir el sistema por el interior de la pirdmide de tal forma que la rosca
del porta-lampara salga por la punta de la piramide. Tomar la conexion
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multiple y enroscar al resto del sistema por el exterior. Esto dara estructura
y soporte a la lampara (figura G.2. E).

BASE DE LA CAMARA

Cortar un cuadrado de papel para construccién de 62 cm® Forrar una
cara con papel aluminio.

Ubicar el centro del cuadrado y en torno a él dibujar un cuadrado de 10
cm; después marcar dos mas de forma concéntrica, el primero de 40 cm
por lado y el segundo de 60 cm por lado (figura G.2. F).

Trazar lineas diagonales con el marcador, en la banda que se forma entre el
cuadrado 1y 3. El drea marcada sefalard la zona donde siempre deberan ser
colocados los viales de prueba dentro de la cdmara. En esta banda, bajo el
disefio antes mencionado, la iluminacién sera homogénea proporcionando
una intensidad luminosa de entre 2 800 y 3 000 luxes.

El borde del recuadro 3 es el sitio donde la pantalla de la camara de ilumi-
nacion debera ser colocada (figuras G.2. Fy G.3. G).

Figura G.1. Preparacion de la pantalla de la cdmara de iluminacion para el ensayo

de toxicidad con Selenastrum capricornutum

Preparacion de la pantalla

Vista lateral

t e

Vista interior

60 cm

[ ——

[} 60 cm
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Figura G.2. Colocacion de sistema de iluminacién en la cdmara

para el ensayo de toxicidad con Selenastrum capricornutum

Preparacion de la pantalla

D

Colocacion de la lampara
E

5 cm de alambre

Cono de vidrio Extension eléctrica

Socket para foco con entradas
para clavija de conexion

Cubierta de litex

Socket para bombilla
de luz fria halogena

Bombilla de luz fria

105cm halogena

Base de la cdmara

Forro de aluminio

Area de iluminacién

Borde unién para la
pantalla

60 cm

SUGERENCIAS

Cambiar la lampara de iluminacién de triple barra de forma regular cada 45
dias si es que el uso es continuo, o calcule las horas de uso equivalentes. El
cambio debe efectuarse ya que el brillo de la ldmpara tiende a disminuir con
el uso, reduciendo la intensidad luminosa, lo que puede reducir significativa-

mente el crecimiento de las algas durante el desarrollo de pruebas.
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Figura G.3. Vista tridimensional de la cdmara de iluminacién

para el ensayo de toxicidad con Selenastrum capricornutum
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Socket para foco con entradas para clavija

Extension eléctrica de conexion
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CULTIVO DE MICROALGAS PARA
LA ALIMENTACION DE LA ALMEJA
CATARINA ARGOPECTEN VENTRICOSUS

Alma Socorro Sobrino Figueroa

CAMPO DE APLICACION

Este procedimiento complementario es ttil para el cultivo de las microalgas
Isocrysis galbana 'y Chaetoceros calcitrans, que se utilizan como alimento de las
almejas (Torrentera y Tacon, 1989; Diaz-Baez et al., 2004). Para ello se debe
seguir los pasos que se detallan a continuacion:

Lavar el material que se utilizara para efectuar los cultivos, de acuerdo alo
descrito en el procedimiento complementario de este documento. General-
mente se utilizan recipientes de borosilicato, tales como matraces Erlenmeyer
de 500, 1000, 2000 y 4000 mL, matraces Ferenback (1 L) y Carboys (20 L).
Para cultivos a gran escala se utilizan contenedores de materiales inertes,
como plastico o fibra de vidrio, de volumen variable (50 a 200 L) o bolsas de
plastico resistentes.
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PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO

SOLUCIONES DE NUTRIENTES MAYORES
Rotular 3 recipientes de plastico donde se colocaran las soluciones de nutrien-
tes mayores. Las soluciones de NaNO, y NaH PO,H,O se pueden mezclar y

todas se deben almacenar en el refrigerador o cdmara fria.

Tabla H.1. Soluciones de nutrientes mayores para el cultivo de Isocrysis galbana

y Chaetoceros calcitrans

Nutrientes traza Concentracion
(g/100 mL
de agua destilada)

CuSO,5H,0 0.98
ZnSO,7H,0 2.2

ZnCl, 1.05
CoCl,-6H,0 1.0
MnCl,-4H,0 1.8
Na,MnO,.2H,0 0.63

SOLUCION FINAL DE NUTRIENTES TRAZA

Disolver 3.15 g de FeCl-6H,0O o 4.36 g de EDTA (Na,) en 900 mL de agua
destilada, agregar 1 mL de cada una de las soluciones stock primarias de
nutrientes traza y aforar a 1 L, ajustar a pH de 2.0.

Tabla H.2. Soluciones de nutrientes traza para el cultivo de Isocrysis galbana

y Chaetoceros calcitrans

Nutrientes mayores Concentracién
(g/100 mL
de agua destilada)
NaNo, 7.5
NaH,PO,_H,O 0.5
NH,CI 2.65

Na,SIO,9H,0 3
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SOLUCION DE BIOTINA

Disolver 10 mg de biotina en 96 mL de agua destilada. Esta solucién debe
hacerse ligeramente acida (pH = 6 con dcido clorhidrico) antes de esterilizarse
en el autoclave. Una vez fria manténgase en un congelador.

SOLUCION DE VITAMINA B |

A partir de cyanocobalamina U.S. de 1000 mg/mL solucién inyectable. Tomar
1 mL y aforarlo en 100 mL de agua destilada, acidificar a pH = 6 con acido
clorhidrico. Esterilizar en autoclave, enfriar y congelar.

SOLUCION DE VITAMINAS

Tomar 1 mL de la solucién primaria de biotina y 0.1 mL de la solucién stock
primaria de vitamina B, ,, aforar a 100 mL con agua destilada y afiadir 20 mg
de tiamina HCIL.

Se pueden preparar ampolletas de 2, 5 6 10 mL y almacenarlas estériles
(acidificadas) en el congelador.

CULTIVO Y PROPAGACION DE LAS MICROALGAS

Las cepas se pueden obtener por compra o intercambio con instituciones
que cuenten con ceparios de especies marinas (UABCS, UABC, UNISON,
CIBNOR, CIAD).

La siembra de las microalgas en el medio de cultivo (F/2) se debe realizar
bajo condiciones de esterilidad, utilizando una campana de flujo laminar o
trabajando cerca de un mechero.

El cultivo se puede iniciar a partir de cepas mantenidas en medio sdlido (agar
o microesferas de alginato), tomando las células con un asa y esparciéndolas en
el medio liquido en un volumen reducido (50 mL). Colocar el medio inoculado
a 20 % 2° C con iluminacién continua superior a 2,000 lux, sin aireacién.

A partir de este cultivo inicial y una vez que se tenga un color verde intenso,
con una densidad de 800,000 a 1 millén de células/mL, se puede realizar una
resiembra a voliumenes mayores (1 a 5 L).

Para volumenes superiores a 10 L se recomienda inocular entre el 20 a
30% de la cepa en fase estacionaria (200 a 300 mL de cultivo de algas/L de
medio de cultivo). Los cultivos se deben mantener 20 + 2 °C, con iluminacién
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continua superior a 2,000 luxes y cuando se manejan volimenes mayores a 1
L con aeracién permanente moderada.

Una vez que el cultivo alcanza la fase estacionaria (de cinco a siete dias), se
retira de la cimara de incubacion y se deja reposar a 4 °C en el refrigerador o en
el interior de un cuarto frio, bajo condiciones de oscuridad de 48 a 72 horas. El
cultivo sedimentado es separado del sobrenadante por decantacion, para obtener
el concentrado de algas que se utilizara en la alimentacion de las almejas.

MEebpi10 F/2 DE GUILLAR

Para preparar el medio F/2 agregar 1 mL de cada una de las soluciones de
nutrientes mayores, 1 mL de la solucién final de nutrientes traza y 0.5 mL de
la solucién de vitaminas, por cada litro de agua de mar filtrada (10, 1 um) y
de ser posible irradiada con UV (Stein, 1973).

Las condiciones en las cuales se deben realizar los cultivos se resumen en
la tabla H.3.

Tabla H.3. Condiciones recomendadas para el mantenimiento de los cultivos

de Isocrysis galbana 'y Chaetoceros calcitrans

Intensidad de la luz 2,000 - 4,000 lux

Fotoperiodo Iluminacién continua

Temperatura 15-22°C

Salinidad 36 a 37%o

pH 7-9
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