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RESUMEN

Las evaluaciones de riesgo basadas unicamente en analisis fisicoquimicos no
contemplan los posibles efectos de las sustancias sobre la biota presente. Para
ello, se hace uso de ensayos ecotoxicolégicos que permiten determinar el
potencial impacto de los contaminantes sobre los organismos, estableciendo
limites de riesgo para sustancias toxicas. Tradicionalmente, los organismos son
expuestos de manera forzada a contaminantes, sin tener en cuenta su
capacidad para percibir la contaminacion y desplazarse (en el caso de
organismos moviles) a un lugar menos contaminado. Este capitulo pretende
mostrar la relevancia de los sistemas multi-compartimentados de exposicién no
forzada y su capacidad de simular escenarios reales de contaminacion, sean
éstos como gradiente lineal o como parches de contaminacion. Ademas, este
capitulo ofrecera las directrices para la construccion de un sistema linear multi-
compartimentado para estudios ecotoxicologicos. Esta aproximacion permite
mejorar las evaluaciones de riesgos en ecosistemas acuaticos sometidos a
estrés ambiental, pues integra la dispersién espacial de organismos y el
concepto de seleccion de habitat como herramienta de diagnéstico ambiental.

Palabras-Clave: Esposicion no forzada; Sistemas Multi-Compartimentados;
Seleccion de Habitat; Evaluaciones de riego; Estrés Ambiental




INTRODUCCION

Los sistemas acuaticos representan ambientes de elevada diversidad
biolégica y, por tanto, de gran importancia ecologica. Sin embargo, la
contaminacién representa un factor inherente en casi todos los ecosistemas
(Burton et al., 2002; Chapman, 2002; Depledge & Galloway, 2005), en especial
para los ecosistemas de agua dulce, ya que éstos actuan frecuentemente como
fuentes iniciales de depdsito para los agentes toxicos (Lotze et al., 2005) que
dan lugar a alteraciones fisicas, quimicas y bioldgicas del agua, generando
riesgos a la estabilidad del ecosistema e incluso para la salud humana
(Rabalais, 2002; Capo, 2003). Por ello, los estudios ecotoxicoldgicos integran
una de las importantes lineas de evidencia en las evaluaciones de riesgo
ecologico (ERA — Ecological Risk Assessment) (Solomon & Sibley, 2002; Shea
& Thorsen, 2012; Chapman, 2016). Debido a su caracter predictivo, este tipo
de estudio representa una herramienta que permite identificar los posibles
efectos aditivos y/o sinérgicos que puedan desencadenar los contaminantes
(Lamberson & Swartz, 1988; Chapman, 1989; Van Gestel et al., 2001; Amin &
Comoglio, 2002; Riba et al., 2004; Casado-Martinez et al., 2007), evaluando no
solo el efecto potencial que puede causar en los ecosistemas, incluso antes de
que sean vertidos (ERA prospectivo), sino ademas servir para
evaluar/monitorear (ERA retrospectivo) la toxicidad de contaminantes
autorizados y/o impactos ya existentes (Calow, 1989; Calow and Forbes, 2003).

La movilidad de los organismos acuaticos representa una funcién
importante ante situaciones de estrés. El desplazamiento de los organismos en
un ambiente contaminado evita exposiciones constantes al contaminante,
disminuyendo el riesgo de sufrir efectos toxicos letales o subletales (Wells et
al., 2004; Amiard-Triquet, 2009; Tierney et al., 2010). Bajo este concepto,
muchos organismos con movilidad propia son capaces de huir de ambientes
con algun grado de estrés (Wells et al., 2004; Araujo et al., 2016a). Sin
embargo, la migracién por parte de los organismos a zonas menos perturbadas
trae implicitas consecuencias para la estructura de la comunidad, tanto para el
area evitada como para las zonas adyacentes (Hansen et al., 1999; Exley,
2000; Fleeger et al., 2003; Wells et al., 2004; Araujo et al., 2018a, 2019). Esta

respuesta de evasion visible en condiciones reales es conocida como




huida/fugal/escape (avoidance). Este comportamiento refleja una primera sefial
de alerta, casi siempre temprana, sobre un posible deterioro del ecosistema
(Hellou, 2011), y su relevancia esta en que generalmente es apreciable a bajos
niveles de toxicidad (Rosa et al., 2008; Araujo et al., 2016b). Varios autores
mencionan que el comportamiento de fuga puede considerarse como una
herramienta complementaria en la evaluacion del riesgo ecoldgico, ya que es
una respuesta facilmente apreciable, fiable, rapida y de alta relevancia
ecologica (Lopes et al., 2004; Rosa et al., 2008; Dornfeld et al., 2009; Araujo et
al., 2012). La fuga integra el concepto de dinamica poblacional donde se
considera el desplazamiento de los organismos "como una respuesta a la
contaminaciéon” (Worm and Duffy, 2003; Hellou et al., 2008; Schmitt-Jansen et
al., 2008). En consecuencia, el desplazamiento lleva a los organismos
evasores (avoiders) a seleccionar habitats mas favorables (preferencia de
habitat), desencadenando incluso procesos de recolonizacion en zonas
adyacentes recuperadas que presenten mejores condiciones para la especie
(Araujo et al 2018a). Este tipo de respuesta representa una importante linea de
evidencia basada en los efectos claves a nivel ecotoxicolégico, dado que el
desplazamiento de un organismo que naturalmente no se encontraba en el
habitat condiciona las relaciones ecoldgicas a muchos niveles, como puede ser
la presidn competitiva por espacio y alimento en las nuevas areas colonizadas
(Hansen et al., 1999; Exley, 2000; Fleeger et al., 2003; Wells et al., 2004). Los
ensayos de exposicion forzada al ser comparados con sistemas ecoldgicos
naturales pueden presentar un caracter reduccionista (si se considera
organismos moviles en un ambiente quimicamente heterogéneo) frente a la
gran complejidad del ecosistema (Van Straalen, 2003). Por ello, resulta
fundamental desarrollar nuevos enfoques que simulen escenarios mas reales
de exposiciébn no forzada presentes en el ecosistema, asi como integrar
respuestas de alta relevancia ecologica que sean comparables al de su

ambiente.




ENSAYOS ECOTOXICOLOGICOS: EXPOSICION FORZADA FRENTE A LA
NO FORZADA

Los ensayos de toxicidad surgen a finales de la década de 1950
(Zapp, 1980) y han ido evolucionando debido a las necesidades de conocer y
predecir como los contaminantes se comportan dentro de un ecosistema. El
principio basico de los ensayos toxicolégicos implica la exposicion continua de
los organismos ante agentes de estrés (Lefcort et al., 2004), es decir, el
organismo de prueba es obligado a estar sometido a una concentracion
especifica del contaminante en condiciones controladas (Newman and Unger,
2002; Martinez-Haro et al., 2015), a lo que se considera "exposicion forzada".
Estas pruebas permiten detectar efectos tdxicos a diferentes niveles biologicos,
desde efectos genéticos, moleculares, fisiologicos y de letalidad. Sin embargo,
pese a su importancia, este tipo de ensayo excluye la capacidad innata de
algunos organismos para desplazarse evitando los dafios generados por la
contaminacién (Kimball and Levin, 1985). Uno de los primeros intentos en
medir el potencial de los organismos evitando areas contaminadas y escapar
de los efectos téxicos en condiciones de laboratorio, se realiz6 usando el pez
Pygosteus pungitius y simulando un gradiente de contaminacién en un tubo
cilindrico que contenia agua limpia en una extremidad del tubo y un
contaminante (alcohol, cloroformo, sulfato de cobre, formaldehido, cloruro de
mercurio y sulfato de zinc) en la otra extremidad (Jones, 1947). Posteriormente,
Jones et al. (1956) estudiaron la capacidad de evasion de tres especies de
salmones expuestos a residuos de sulfato y sulfito, resultantes del proceso de
una planta de celulosa usando dos sistemas diferentes; uno consistia en un
tanque con gradiente modificado con deflectores transversales y el segundo en
un tanque dividido en cuatro canales paralelos en un extremo, en lo cual dos de
los canales recibian residuos y dos de agua limpia.

A través del tiempo, varios sistemas de exposicién no forzada se han
ido desarrollando (Hartwell et al., 1989; Smith and Bailey, 1990; Svecevicius,
1999; Richardson et al., 2001), buscando simular situaciones potencialmente
reales de contaminacién, comparables a las de los sistemas naturales.
Considerando que, en los ecosistemas acuaticos, principalmente en los

sistemas I6ticos, el origen de un gradiente de contaminacién es formado




cuando los contaminantes son alejados y diluidos de su fuente original (excepto
cuando una descarga abrupta forma una pluma de contaminacién), un sistema
de multi-compartimentos fue desarrollado por Lopes et al. (2004), buscando
simular tal situacion. El sistema de Lopes et al. (2004) consiste en la
disposicion lineal de varias camaras o compartimentos conectados entre si
para que los organismos tengan acceso a todas las camaras, simulando
diferentes concentraciones a lo largo de un gradiente de contaminacion vy, por
lo tanto, los organismos podran elegir los compartimentos en funcion del nivel
de su sensibilidad. Este mismo sistema fue posteriormente optimizado por
Moreira-Santos et al. (2008), quienes expusieron el pez Danio rerio a un
gradiente de contaminacion de cobre y efluente acido de mina, y por Rosa et al.
(2008), quienes usaron el crustaceo Daphnia magna y lo sometieron a un
gradiente de residuos de planta de celulosa. Posteriormente, Rosa et al. (2012)
modificaron el sistema a condiciones estaticas, de forma que los ensayos
resultaron mas simples y practicos. Desde entonces, varios estudios se han
desarrollado utilizando el sistema de exposicion no forzada con multi-
compartimentos, en el que varias especies fueron expuestas a diferentes tipos
de contaminantes, tales como: copépodos expuestos a mezcla de
hidrocarburos aromaticos policiclicos (Araujo et al., 2014a), anfibios expuestos
a cobre (Araujo et al., 2014b) y al fungicida pirimetanil (Araujo et al., 2014c),
peces de agua dulce como el pez D. rerio expuesto a residuos de mina acida
(Araujo et al., 2018b) y a cobre (Islam et al., 2019), tilapia (Oreochromis sp.)
expuesta a efluentes de una planta procesadora de atun (Araujo et al., 2016a),
el pez Poecilia reticulata expuesto a triclosan (Silva et al., 2017) y bisfenol
(Silva et al., 2018), ademas de organismos marinos como el pez Rachycenton
canadum y el camaron blanco Litopenaeus vannamei expuestos al cobre
(Araujo et al.,, 2016c). Todos estos trabajos indican que la fuga es una
respuesta sensible a la contaminacion y puede ser utilizada en estudios
ecotoxicoldgicos para la evaluacion del riesgo ambiental. No obstante, este tipo
de ensayo no pretende reemplazar los ensayos de exposicion forzada, sino
mas bien pretende ser considerado un enfoque complementario a los ensayos
forzados tradicionales como una herramienta adicional en la evaluacion del

riesgo ecoldgico (Rosa et al., 2012; Araujo et al., 2016b).




MANUAL DEL SISTEMA LINEAL MULTI-COMPARTIMENTADO

El sistema lineal de exposicion no forzado para simulacién de un
gradiente de contaminacion ha sido ampliamente descrito para estudiar la
dinamica poblacional impulsada por la contaminacién (Vasconcelos et al.,
2016; Silva et al., 2018a; Araujo et al., 2019). Uno de los aspectos importantes
a tener en cuenta en este tipo de sistema es que el numero de compartimentos
que lo integran dependera del numero de concentraciones que se quieran
ensayar, es decir, cuanto mas compartimentos posea el sistema, mas niveles
de contaminacion sera posible simular. Aunque el niumero de compartimentos
no esté estandarizado, los estudios registrados suelen mantener entre 5 (Lopes
et al., 2004; Moreira-Santos et al., 2008; Rosa et al., 2012) a 7 compartimentos
(Araujo et al., 2014Db, c, d; Vasconcelos et al., 2016; Silva et al., 2017, 2018)
(Fig 1). La modificacion del sistema en cuanto a longitud y, consecuentemente,
numero de compartimentos se encuentra asociada a que la prueba contemple
el tiempo de exposicidn suficiente para el desplazamiento de los organismos
dentro del sistema considerando las diferencias entre especies con movilidades
diferentes, esperando asi que los resultados sean iguales, tal como

demostraron Araujo et al. (2018b).

Fig. 1. Sistema de exposicién no forzada de multiples compartimentos utilizado en las
pruebas de fuga/avoidance (Araujo et al., 2016c¢).

Por ejemplo, en un estudio con renacuajos se observd que usaron un
sistema con compartimentos mas pequenos (14-15 cm de longitud) (Araujo et

al., 2014c) y una exposicion de 12 h, mientras que en un estudio con alevines




de peces que tienen mayor movilidad, para un tiempo de exposicidn menor de
3 h, usaron compartimentos mas grandes (27 cm de longitud) (Araujo et al.,
20164, c). A continuacién, el siguiente apartado describe un manual que indica
los pasos para elaborar el sistema de exposicion no forzada de multi-
compartimentos.

El sistema que se presenta en este manual puede ser modificado segun
el tipo de estudio que se llevara a cabo. Por ejemplo, el numero de
compartimentos del sistema es ilimitado (al menos dos compartimentos serian
requeridos), asi mismo, el tamafo del compartimento debe ser definido en
funcidn del tamafo de los organismos que seran utilizados, pues la densidad
de la poblacién es un parametro importante a considerar en un ensayo de
toxicidad. A continuacién, se detalla una guia de como se construye, calibra y

realizan ensayos en el sistema lineal multi-compartimentado.

CONSTRUCCION DEL SISTEMA MULTI-COMPARTIMENTOS DE
EXPOSICION NO FORZADA

Construccion de los compartimentos

Para elaborar un compartimento se necesitan dos botellas de plastico
vacias de igual forma y tamano, factores que deberan estar acordes al tamafio
y cantidad de los organismos a testar. En el caso de la guia, se presenta un
sistema con 7 compartimentos (14 botellas). Se deben usar botellas de agua
gue no hayan tenido contacto con ninguna sustancia quimica para garantizar
que no haya ningun tipo de residuo. Si se desconoce su procedencia o se
observa material extrano en las botellas, ésta debe ser descartada. Debido a
que las botellas seran manipuladas, cortadas y pegadas, es recomendable usar
botellas flexibles que permita su manipulacion pero con un cierto grado de
rigidez para evitar que se deformen, aunque si bien es cierto el tipo de plastico
no requiere ninguna especificidad (excepto aquella relacionada a una posible
adsorcion del contaminante), generalmente las botellas con agua de gas suelen
ser adecuadas ya que presentan una textura lisa y manejable, factores que
ademas no generarian dificultades en el desplazamiento de los organismos al

llevar a cabo los ensayos . Una vez obtenidas las botellas, se debe verificar el




buen estado de las mismas, retirar las etiquetas (en caso de tenerlas) y realizar
un lavado previo con agua destilada. Posteriormente, se procedera a ejecutar
los cortes para la creacion de los compartimentos, tal como se describe a

continuacion:

Paso 1. Obtener las dos mitades de cada compartimento

Se cortan las botellas transversamente de forma a obtener la porcion
equivalente a la mitad de un compartimento (formada por la parte superior de la
botella), usando un objeto corto punzante (estiletes o tijeras) (Fig 2). Hay que
tener en cuenta que cuanto mas cerca de la base de la botella sea el corte,
mayor tamano tendra el compartimento. Por el contrario, si se desea un
compartimento mas pequeno, el corte debe ser lo mas cercano posible a la
boca de la botella. Es importante considerar que cuanto menor el diametro de
la apertura de la boca de la botella mejor para mantener un gradiente de
contaminacion estable. De todas formas, este diametro también va en funcion
del tamafo de los organismos y de las botellas usadas; para organismos mas
grandes (por ejemplo, peces o camardn) se recomienda usar botellas de mayor
tamano, por lo contrario, si se utilizan organismos mas pequefos (por ejemplo,
copépodos o cladéceros) es preferible usar botellas de menor tamafo. Se

descartan las bases de las botellas.

Fig. 2. Mitad de un compartimento (parte superior de la botella).




Paso 2. Preparar la apertura de cada compartimento

Se realiza sobre la mitad del compartimento un pequefio corte
rectangular, tal como se representa en la Fig 3. El tamafo del corte va a
determinar el area de acceso al compartimento. Para criterio de esta guia las

medidas usadas en la apertura son: 2x7 cm para cada compartimento.

Fig. 3. Mitad de un compartimento con la apertura rectangular. La linea roja representa
la zona del corte.

Paso 3. Montaje de cada compartimento

Se pegan dos mitades con sus respectivos cortes rectangulares
alineados. En el borde de una mitad se aplica el pegamento (e.g. Sikaflex-E o
Sikaflex 11FC+, no téxicos a los organismos) por el parte externa y en la otra
mitad se pone pegamento en el borde interno del corte rectangular, de tal forma

que al unirse se adhieran ambas mitades con el pegamento, garantizando un

buen sellado (Fig 4).

L E :' "'ﬂt
Fig. 4. Union de las dos mitades para formar un compartimento.




Al unir ambas mitades para formar el compartimento, hay que tener en
cuenta que los cortes rectangulares se conecten uniformemente y se alineen
entre si para permitir que se forme una apertura en el compartimento armado
(Fig. 5); se deja secar el pegamento por 24 h. La apertura tiene la finalidad de
permitir que se introduzcan las muestras y los organismos de ensayo en los

respectivos compartimentos.

Fig. 5. Compartimento con su respectiva apertura bien definida.

Paso 4. Verificacion de ausencia de fugas en cada compartimento

Se colocan las dos tapas en cada extremidad del compartimento, se
llena con agua de grifo, y se deja en reposo por al menos 24 h. Si se observa
fuga de agua en alguno de los compartimentos, se procedera a reforzar con
pegamento la fisura donde surge la fuga; de seguido hay que esperar mas 24 h
para secar y mas 24 h con agua del grifo para verificar una vez mas la
ausencia de fugas. Para facilitar la identificacion de posibles fugas, colocar los

compartimentos llenos de agua sobre papel absorbente.

Unidén de los compartimentos

Paso 1. Conectar dos compartimentos

Se retira las tapas de los extremos de cada compartimento y se
aplica pegamento cuidadosamente en los bordes de la boca de las botellas y
en la parte externa (para ayudar la unién) (Fig. 6), evitando aplicar el
pegamento internamente para no bloquear el paso entre los compartimentos.

De seguido, unir los compartimentos asegurando que las respectivas aperturas




estén alineadas. Se deja secar el pegamento durante 24 h. Se recomienda unir
los compartimentos primero en grupos de dos, después en grupos de cuatro, y
asi sucesivamente, de forma a evitar exceso de manipulacién del sistema que
dificultara el buen alineamiento de las aperturas y de todos los compartimentos
de un sistema (ver Paso 3). Para facilitar este proceso, se sugiere montar los

compartimentos utilizando una base para el sistema.

|
Fig. 6. Union entre compartimentos

Paso 2. Reforzar la conexion de los dos compartimentos

Se aplica nuevamente pegamento en la parte externa donde se
conectaron los compartimentos, con el fin de reforzar la unién entre ellos (Fig.

7). El objetivo es reducir el riesgo de fuga de liquidos entre conexiones.

Fig. 7. Refuerzo de las conexiones entre los compartimentos.




Paso 3. Conectar todos los compartimentos de un sistema

Unir los grupos de compartimentos necesarios para construir un sistema,
siguiendo los procedimientos descritos en al paso 1 y 2 de esta seccion. El
numero de compartimentos de un sistema de exposicién no forzada no esta
estandarizado, aunque los estudios que lo han usado suelen crear entre 5 a 7
compartimentos; esta guia presenta un esquema ilustrativo de 7
compartimentos (Fig. 1).

Paso 4. Verificacion de ausencia de fugas en cada sistema

Se cierra las dos extremidades del sistema con las tapas y se llena el
sistema con agua y se espera 24 h. Si se observa fuga de agua entre las
conexiones, seguir los procedimientos indicados en el Paso 4.

Sostén para el sistema

Armado el sistema de multi-compartimentos, es recomendable elaborar
un sostén para darle estabilidad y evitar asi movimientos bruscos o balanceos
durante la ejecucion del ensayo, provocando desequilibrios en el sistema y en
consecuencia en el gradiente de contaminacion. Se emplean tubos de plasticos
(tipo policloruro de vinil-PVC), con dimensiones (acho x largo) semejantes a las
del sistema, cortados longitudinalmente por el eje medio (Fig 8). El sostén

puede ser elaborado de otro material, desde que ofrezca estabilidad al sistema.
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Fig. 8. Sostén de policloruro de vinil (PVC) para dar estabilidad al sistema.




Tapones para establecer el gradiente

Paso 1. Hacer un tapén

Se forma una pequefa bola (tapdn), usando plastilina no toxica, que
tenga un didametro un poco mayor a la boca de las botellas. Serd necesario un
tapdn para cada conexion entre compartimentos para evitar el paso de fluido de
un compartimento a otro durante el montaje del experimento. Se envuelve cada
tapdn con cinta teflon no téxico o parafilm, para evitar que la plastilina tenga

contacto directo con el sistema y las soluciones testadas (Fig. 9).

Fig. 9. Tapon y procedimiento de envoltura con teflon.

Paso 2. Aislar los compartimentos

El aislamiento de los compartimentos se hace introduciendo un tapén en
cada conexién, con la ayuda de unas pinzas, como esta representado en la Fig.
10.

Fig. 10. Colocacién de los tapones en los compartimentos.




Verificacion del volumen de los compartimentos y del sistema

La determinacién de los volumenes de cada compartimento es crucial
para comprobar que todos los compartimentos tienen el mismo tamarno y, a la

vez, determinar el volumen total del sistema.

Paso 1. Medir el volumen de cada compartimento

Utilizando un recipiente graduado, se llena cada compartimento
vertiendo agua del grifo por la apertura, hasta que el agua cubra la zona de
paso entre los compartimentos, pero sin sobrepasar el limite de la apertura
superior para evitar que se desborden (Fig. 11). Después de llenar cada
compartimento se estima el volumen de cada uno de los compartimentos del

sistema; la suma de todos los valores dara el volumen total del sistema.

Fig. 11. Medicion de la capacidad del volumen del sistema.

Calibracion del sistema

Calibrar el sistema consiste en verificar que el gradiente de
contaminacién permanezca estable en cada sistema replicado, es decir, que no
haya una difusidon brusca de las concentraciones entre cada compartimento
que pueda alterar el gradiente de contaminacion establecido durante el periodo
de exposicion estipulado a utilizar en los ensayos (i.e., en cada sistema y entre
las réplicas de cada compartimento). La magnitud de la mezcla (diferencia

entre las concentraciones iniciales y las finales) debe ser evaluada al final del




ensayo. El minimo recomendable serian 3 réplicas, que es lo utilizado en esta
guia. Para esto se puede utilizar cualquier sustancia no toxica que sea
facilmente cuantificada. Para la ilustracion de esta guia se utilizé cloruro de
sodio (NaCl) por la facilidad de medirlo indirectamente a través de la

conductividad.

Generacion del gradiente de un sistema

Paso 1. Seleccionar la concentracion a estudiar en cada compartimento

Se asigna un porcentaje de contaminacidn a cada compartimento,
siendo que en los compartimentos extremos hay que asignar 0% que
representa el control (compartimento sin contaminacion) y 100% que
representa el nivel maximo de contaminaciéon. De acuerdo con el esquema
ilustrativo de 7 compartimentos de esta guia (Fig. 1), se selecciona las
siguientes concentraciones: 0, 17, 34, 50, 66, 84 y 100% (Fig. 12).

Fig. 12. Modelo de la distribucion del gradiente de contaminacién en cada
compartimento de un sistema con 7 compartimentos.

Paso 2. Aislar los compartimentos

Se coloca un tapdn en cada conexién entre compartimentos (Fig 10), para
impedir que la solucién vertida en cada compartimento pase al compartimento
adyacente.

Paso 3. Preparacion de las concentraciones para el gradiente

Se preparan las concentraciones de NaCl con agua del grifo o agua destilada
para anfadir a cada uno de los 7 compartimentos teniendo en cuenta los
porcentajes de contaminacién indicados en la Fig 13: 0, 17, 34, 50, 66, 84 y




100 mg/L. Se mide la conductividad de cada concentracion de NaCl. Las
concentraciones al igual que el compuesto salino referidos son ilustrativos, y
pueden modificarse segun el objeto de estudio, de modo que se puede usar

otra sal facilmente medible, asi como otras concentraciones para el gradiente.

Paso 4. Formacion del gradiente en el sistema lineal de exposicion

Se vierte lenta y gradualmente cada concentracion de NaCl en su respectivo
compartimento y se retiran los tapones de forma cuidadosa con la ayuda de
una pinza (Fig. 13), para que las concentraciones se mezclen naturalmente
formando el gradiente. Todo el procedimiento debe ser realizado con extremo
cuidado evitando balanceos del sistema, de forma a no incrementar la mezcla

entre los compartimentos.

Fig.13. Retiro de los tapones para armar el gradiente lineal.

Paso 5. Cuantificar el gradiente inicial

Se mide la conductividad en cada compartimento 30 minutos después
de retirar los tapones. Para ello, se debe introducir el electrodo por la apertura
central de cada compartimento, iniciando la lectura y registro de valores desde
el control hasta el compartimento con mayor concentracion de NaCl. Mantener
el sistema con este gradiente durante el periodo estipulado para la exposiciéon
en los ensayos, para comparar i) la variacidon entre las réplicas de las

concentraciones de NaCl y ii) si el gradiente se mantiene.




Paso 6. Cuantificar el gradiente final

Se mide la conductividad en cada compartimento tras 24 h de iniciado el
ensayo de calibracién, siguiendo los procedimientos detallados en el paso 6.
Este tiempo puede ser acortado o alargado, dependiendo del tiempo que se

quiera desarrollar los ensayos.

Analisis estadistico de la calibracion

Paso 1. Cuantificar el gradiente inicial y final

Se hace una regresion lineal entre las concentraciones nominales de
NaCl (0, 17, 33, 50, 66, 84 y 100 mg/L) y sus respectivos valores de
conductividad (Fig. 14). Se estiman las concentraciones iniciales (tras unos 30
minutos) y finales de NaCl en cada compartimento (n = 3) a partir del modelo
de regresion entre ambas medidas. Por ejemplo, citando el ensayo de prueba,
la conductividad obtenida inicialmente para la concentracion 17, 33 y 50 mg/L
(concentraciones nominales) dio un valor de 204, 396 y 600 (pS/cm),
respectivamente. Después de dejar el experimento durante 24 horas, los
valores de conductividad a las mismas concentraciones fueron de 1645, 1675,
1714 (uS/cm), respectivamente. Para conocer las concentraciones finales de
NaCl, se utiliza la ecuaciéon producida en la regresion establecida con los
valores iniciales.

Aunque los valores de conductividad (o concentraciones finales) no sean
los mismos que los iniciales, lo que se busca es asegurarse de que haya un
gradiente de contaminacion. Por lo tanto, la calibracion debe comparar el
gradiente inicial con el final a través de una prueba estadistica (Statistica 7.0,
StatSoft, Tulsa, OK, EE. UU.; ver referencia Araujo et al., 2018b).
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Fig. 14. Curva de regresion lineal entre las concentraciones nominales de NaCl y los
valores de conductividad.

Seleccion y aclimatacion de los organismos

Para elegir una especie de ensayo, hay que tomar en cuenta la
movilidad y el tiempo que les lleva a los organismos desplazarse por todo el
sistema. Si los organismos que se van a experimentar tienen poca movilidad y
tardan demasiado tiempo en recorrer todo el sistema, se puede extender el
periodo del ensayo o reducir el tamafio del sistema con botellas mas pequefias.
Los organismos a usar en los ensayos pueden ser cultivados en laboratorios
(estandarizados) o ser especies locales, preferiblemente de lugares de baja o
nula incidencia antropica y sin indicios de contaminacion. Eso evitaria usar
organismos que hayan previamente expuestos a contaminantes. Los
organismos deben ser sometidos a un periodo de aclimatacion, el cual consiste
en mantenerlos en condiciones 6ptimas y controladas en laboratorio, por un

periodo minimo de 48 h.

Ensayo control de distribuciéon de los organismos

El ensayo control verifica que la distribucién de los organismos dentro
del sistema cuando expuestos solo a agua control (sin contaminacién) es
aleatoria, es decir, que no hay preferencia de los organismos por ninguno de
los compartimentos, especialmente hacia los extremos del sistema. Este
ensayo descarta la presencia de cualquier factor externo que pueda interferir

en el desplazamiento del organismo. Este ensayo pude realizarse previo a los




ensayos con contaminante o en simultaneo y debe consistir en no minimo 3

réplicas.

Paso 1. Llenar el sistema

Se llena todo el sistema con el agua control (agua de cultivo o de

referencia).

Paso 2. Organismos para el ensayo

Se separa un numero total de organismos a exponer en cada
compartimento del sistema (Fig. 15), utilizando el minimo posible de agua, para
que al introducir los organismos en el sistema el volumen de agua de los
compartimentos no aumente considerablemente; organismos pequefios y de
facil manipulacion pueden ser colocados en el sistema con pipetas o redecillas
para acuarios. El numero de organismos por compartimento debe ser calculado
de modo a que su densidad no influya en la seleccion del compartimento; es
importante por eso considerar en el calculo la posibilidad de que todos los
organismos del sistema se desplacen hacia un unico compartimento, sin que

haya una sobrepoblacion.

Paso 3. Exposicion de los organismos

Se introducen los organismos de cada recipiente en el respetivo
compartimento, transfiriendo el minimo volumen de medio control posible, para
cambios de los volumenes por prueba (y de concentraciones por
compartimiento en la prueba con contaminantes). El tiempo de exposicion sera

igual al seleccionado para los ensayos con contaminacion.




Fig. 15. Separacién de los organismos test y su introduccion en el sistema (n=3).

Paso 4. Condiciones de exposicion

Se realiza el ensayo en ambiente cerrado, con temperatura controlada y
en oscuridad, con el fin de eliminar cualquier factor externo tal como corriente
de aire, luz, presencia humana u otro factor que interfiera en el desplazamiento
de los organismos. El tiempo de exposicion no debe ser superior al tiempo

utilizado en la calibracién del sistema.

Paso 5. Conteo de organismos

Se coloca cuidosamente los tapones entre las conexiones de los
compartimentos para cerrar el paso de los organismos y acto seguido se
registra el numero de organismos que se encuentran en cada uno de los
compartimentos. En todos estos procedimientos se utiliza una luz roja, con el
fin que los organismos no detecten la presencia del observador y asi mantener
las condiciones de exposicion (Job and Shand 2001; Fisher and Bellwood.,
2003; Widder et al., 2005) (Fig. 16).




Fig. 16. Conteo de organismos al final del experimento utilizando luz roja.

Analisis estadistico del ensayo control

El ejemplo de la Tab 1A indica primero el numero de organismos que se

introdujeron al inicio del experimento control en cada compartimento. Luego, al

final del ensayo, se cuentan y registran la posicion de los organismos en el

sistema (Tab. 1B). Para determinar que en este ensayo control los organismos

no presentaron preferencia por ninguno de los compartimentos, es procedente

aplicar la misma estadistica de calibracién con NaCl.

Tab. 1. Datos de distribucion de los organismos en los compartimentos del sistema de
fuga. A) Numero de organismos introducidos al inicio del experimento control en cada
compartimento. B) Numero de organismos visualizados en cada compartimento
después del tiempo de conteo establecido.

COMPARTIMENTO #1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 TOTAL
Réplica #1 4 4 4 4 4 4 4 28
Réplica #2 4 4 4 4 4 4 4 28
Réplica #3 4 4 4 4 4 4 4 28

TOTAL 12 12 12 12 12 12 12 84

COMPARTIMENTO #1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 TOTAL
Réplica #1 2 3 5 4 6 4 4 28
Réplica #2 3 5 5 4 2 5 4 28
Réplica #3 5 4 3 3 4 4 5 28

TOTAL 10 12 13 11 12 13 13 84




Ensayos de fuga con contaminacién

Los ensayos de fuga con contaminacién deben realizarse bajo las
mismas condiciones descritas anteriormente para el calibrado y control de
distribucion, siendo la unica diferencia la presencia de un gradiente de
contaminacién. Es imprescindible tener controlado todos los factores externos
como luz, temperatura, corriente de aire, presencia humana, ruido u otra

interferencia que pueda alterar la movilidad de los organismos en el sistema.

Paso 1. Definir el contaminante y el gradiente de concentraciones

La relacion que se use entre las concentraciones dependera de los
objetivos del estudio. Las concentraciones descritas en la seccion 3.3 (Fig. 12)
pueden ser usadas como orientativas. Como la mortalidad en los ensayos de
fuga no es deseada, se puede establecer como mayor concentracion aquella
que causa un efecto letal al 50% de la poblacion expuesta (LCsp). A partir de
esta concentracién, se determinan las demas. El razonamiento para determinar
las concentraciones es el mismo para compuestos quimicos, efluentes o aguas

naturales.

Paso 2. Preparacién del volumen de cada concentracién segun el numero
de réplicas.

Se prepara el total de volumen necesario para las 3 réplicas de cada
concentracion; por ejemplo, si en cada compartimento se vierten 300 mL y se
van a usar 3 réplicas, se tiene que preparar 900 mL (300 mL x 3 réplicas) por
concentracion. Si se desea realizar un analisis quimico de las concentraciones
preparadas antes del experimento, hay que preparar un volumen mayor de

cada concentracion.

Paso 3. Verter las disoluciones

Se colocan los tapones en el sistema cerrando el paso entre los
compartimentos. A continuacion, se aflade cada concentracion en su respectivo

compartimento de modo a formar un gradiente de contaminacion. Una vez




estabilizado el sistema (ausencia de turbulencia), se retiran cuidosamente los

tapones.

Exposicién y finalizacién del ensayo de fuga

El procedimiento de separacién de los organismos que seran usados en

los experimentos debe ser tal como fue descrito anteriormente.

Paso 1. Definir el tiempo de exposicion para los ensayos

El tiempo de exposicién sera definido de acuerdo a los objetivos del
estudio, sin embargo, nunca debe superar el tiempo usado en la calibracion,

pues no se puede garantizar el mantenimiento del gradiente.

Paso 2. Conteo de los organismos

Se procede al conteo de los organismos en el final del ensayo de fuga,

empleando la misma metodologia descrita anteriormente.

Paso 3. Toma de muestras en cada compartimento

Se cierran los pasos entre los compartimentos con los tapones y se
toman las muestras en cada uno de ellos; de este modo se evita una mezcla de
las concentraciones por la turbulencia generada en el sistema al momento de
tomar las muestras. Se recomienda empezar a tomar las muestras desde el
control, siguiendo hacia la mas contaminada, todo para su posterior analisis
quimico. Las muestras son tomadas con ayuda de una jeringa, colectando el

volumen que sea necesario para analisis.

Lavado de los sistemas

Al culminar con el ensayo, los sistemas deben ser lavados con mucho
cuidado para evitar que se rompan. El lavado debe asegurar que no queden

restos de los contaminantes usados en los ensayos.




Analisis estadistico del ensayo con contaminacién

Paso 1. Calculo de los porcentajes de fuga

Para los calculos del porcentaje de fuga (avoidance), se describe la
metodologia usada por Araujo et al. (2018b). A continuacion, se presenta un
ejemplo de como ordenar los datos y hacer los calculos de los ensayos (Tab 2,
3y4).

Organismos Expuestos: Son los organismos que inicialmente se disponen en
cada compartimento, teniendo en cuenta que todos los compartimentos deben
tener la misma cantidad de organismos depositados. En este ejemplo el

numero de organismos expuestos es de 4 para cada compartimiento (Tab. 2).

Tab. 2. Organismos expuestos en cada compartimento en ensayos de exposicidon no
forzada.

NaCl mg/L 0 17 33 50 66 84 100 TOTAL
Réplica #1 4 4 4 4 4 4 4 28
Réplica #2 4 4 4 4 4 4 4 28
Réplica #3 4 4 4 4 4 4 4 28
TOTAL 12 12 12 12 12 12 12 84

Organismos registrados: es el registro de la posicion de los organismos en

cada compartimento tras el conteo en un tiempo determinado (Tab. 3).

Tab. 3. Registro de la posicién de los organismos en cada compartimento tras cuatro
horas de exposicion.

NaCl mg/L 0 17 33 50 66 84 100 TOTAL
Réplica #1 11 7 5 2 2 1 0 28
Réplica #2 8 7 5 5 3 0 0 28
Réplica #3 12 5 6 3 1 1 0 28
TOTAL 31 19 16 10 6 2 0 84

Organismos esperados: Se espera que los organismos sean capaces de

migrar a las zonas menos contaminadas. Partiendo de este principio, se espera




que los organismos migren al compartimento mas cercano que esté menos
contaminado, con lo cual, el numero de organismos esperados representa el
total de organismo expuestos en el compartimiento, mas aquellos organismos
que deben venir de los compartimientos mas contaminados. Esta consideracion
se realiza para todos los compartimentos, esperando que todos los organismos
migraran hacia el control (Tab. 4).

Este método de calculo de los organismos esperados en un
compartimento supone que todos los que huyeron de los compartimientos mas
contaminados se quedan ahi. Sin embargo, si se considera que los fugitivos se
van a distribuir uniformemente en todos los compartimientos menos
contaminados, entonces los calculos deben realizarse de acuerdo con Araujo et
al. (2018b).

Tab. 4. Organismos esperados en cada compartimento tras cuatro horas de

exposicion.
_____ ORGANISMOS ESPERADOS (4horas)
NaCl mg/L 0 17 33 50 66 84 100
Réplica #1 28 24 20 16 12 8 4
Réplica #2 28 24 20 16 12 8 4
Réplica #3 28 24 20 16 12 8 4
MEAN 28 24 20 16 12 8 4

Organismos observados: Para el calculo de los organismos observados, se
mantiene el principio descrito anteriormente para organismos esperados, donde
se consideran los organismos registrados en el compartimento (X), mas
aquellos organismos registrados en el compartimento adyacente mas

contaminado (Tab. 5).

Tab. 5. Organismos observados en cada uno de 7 compartimentos tras cuatro horas de
exposicion.

Organismos registrados en COM PART. # 1 # 2 # 3 # 4 # 5 # 6 # 7
cada compartimento Observados #1 28 17 10 5 3 1 0
+ Observados #2 28 20 13 8 3 0 0
Organismos migrantes de  Observados #3 28 16 11 5 2 1 0
concentracion adyacente  Promedio 28 18 11 6 3 1 0
mas alta SD* 0.0 2.1 15 17 06 06 0.0

*SD: desviacion estandar.




Para los calculos de los fugados (avoiders) y el porcentaje de fuga/avoidance
se emplean las siguientes férmulas:

Avoiders (Organismos fugados):

Ne= Organismos esperados
No= Organismos observados

Avoidance: [fugados / esperados] * 100

(%) = — 100

Tab. 6. Modelo para calculo del porcentaje de organismos fugados (avoiders) y de
porcentaje de fuga (avoidance).

COMPART. #1 #2 #3 #4 #5 #6 #7
O Avoiders #1 00 70 100 11.0 90 7.0 40
esperados - Avoiders #2 0.0 4.0 7.0 8.0 9.0 8.0 4.0
Otr)ganisfgos Avoiders #3 00 80 90 110 100 7.0 4.0
observados Promedio 00 63 87 100 93 73 40

SD* 00 21 15 17 06 06 0.0
COMPART. #1 #2 #3 #4 #5 #6 #7
Avoidance #1 00 292 500 688 750 87.5 100.0

[Org. Fugados / Org. Avoidance #2 00 167 350 50.0 750 100.0 100.0
esperados] * 100 Ayoidance #3 00 333 450 680 833 87.5 100.0
Promedio 00 264 433 623 778 917 100.0

SD* 0.0 8.6 7.6 10.6 4.8 7.2 0.0
*SD: desviacion estandar.




SISTEMA HeMHAS (Heterogeneous Multi-Habitat Assay System)

HeMHAS es un novedoso sistema de exposicién no forzada desarrollado
para simular diferentes escenarios de contaminacién, ya sea en forma de
gradiente linear o como parches de contaminacion, que ha sido implementado
por Araujo et al. (2018c). El sistema fue construido en acetal (polioximetileno),
para evitar la adsorcion de contaminantes. HeMHAS tiene una dimensiéon de
70x30x7 cm (largo, ancho y alto) y es formado por 18 compartimentos
circulares con 6 cm de altura, 10 cm de diametro y capacidad hasta 320 mL.
Los compartimentos se distribuyen en una disposicion de 3x6 (3
compartimentos en un eje vertical y 6 compartimentos en eje longitudinal) (Fig
17A). Todos los compartimentos estan interconectados entre si. El fondo
central de cada compartimento es cbéncavo con una suave pendiente
ascendente que llega a las compuertas de conexiones. Las compuertas estan
controladas por un sistema de apertura y cierre de las conexiones entre
compartimentos, que permiten abrir o bloquear el paso entre conexiones
(véase compuerta esquematica en la Fig 17B). Cada compartimento tiene una
tapa para evitar que los organismos salten del sistema (véase la tapa
esquematica en la Fig. 17C). HeMHAS ha sido patentado en Espafia por la
Oficina Espanola de Patentes y Marcas (ES2717145A1).

Fig. 17. Esquema ilustrativo de A) el sistema de ensayo de habitat multiple
heterogéneo (HeMHAS) utilizado en los experimentos de seleccion de habitat, B) la
puerta utilizada para abrir o cerrar las conexiones entre los compartimentos, y C) la
tapa utilizada para cubrir los compartimentos. Fuente: Araujo et al. (2018c).




Debido a las caracteristicas de este sistema, es posible evaluar
escenarios contaminados no solo de manera unidireccional en forma de
gradiente lineal, sino también como parches de contaminacién, integrando a su
vez conceptos de preferencia y seleccidén de habitat en los estudios de impacto
ambiental asociada a la heterogeneidad y conectividad entre habitats. Se
establecen las concentraciones a testar y la disposicion en forma de gradiente
lineal de contaminacioén, tal como evaluaron Araujo et al. (2018c). Como parche
de contaminacion, entran en juego no solo la contaminacion, sino también la
disposicion de rutas de migracion, pudiéndose definir diferentes niveles de
contaminacion. Vera-Vera et al. (2019) definieron tres niveles de contaminacion
identificados como: zona referencia (poco contaminada), mezcla (zona
medianamente contaminada) y zona contaminada. Este estudio evalu6 tres
escenarios de contaminacion, uno como gradiente lineal y dos escenarios
como parches. El ensayo lineal mostré la capacidad de los organismos para
detectar la contaminacién y seleccionar zonas menos contaminadas. Para los
escenarios como parches, el primer caso no presento diferencia significativa en
la distribucion de los organismos, sin embargo, para el segundo escenario hubo
una clara tendencia de los organismos para preferir la zona referencia,
mostrando que en ambos casos la disposicion y conectividad entre parches
jugdé un papel determinante. Este estudio destacd la gran importancia de
conservar zonas limpias en sistemas afectados por la contaminacién ya que
éstas actuan como areas de amortiguamiento y permiten el desplazamiento de
los organismos entre parches a zonas menos afectados dentro de un sistema
en situaciones de riesgo.

Pese al reciente uso de este sistema, los resultados obtenidos a partir de
estos ensayos muestran un nuevo avance en evaluaciones de riesgo ecoldgico
y sin duda promete ser una herramienta valiosa para realizar predicciones de
riesgo ambiental. La descripcion en detalle de los meétodos y algunos
resultados pueden ser encontrados en Araujo et al. (2018c) y Vera-Vera et al.
(2019).




CONCLUSIONES

Los sistemas de exposicion no forzada permiten obtener respuestas
rapidas de elevada sensibilidad, considerando el desplazamiento temporal y
espacial de los organismos en presencia de un gradiente de contaminacion.

El sistema lineal de exposicién no forzada se puede modificar y adaptar
segun las necesidades de estudio, y ha mostrado tener gran sensibilidad y
complementariedad en estudios ambientales con relacién a la respuesta de
fuga, preferencia y/o seleccion de habitats.

El HeMHAS, pese a ser un sistema nuevo y de uso reciente, esta
mostrando ser una herramienta valiosa para evaluaciones de riesgo ecoldgico
presentando ventaja con respecto a los sistemas lineales en cuanto a
simulacion de otros escenarios de contaminacion “parches”, que sin duda
permitira realizar futuras predicciones de riesgo ambiental.

Los sistemas multi-compartimentados son una herramienta capaz de
integrar los conceptos de preferencia y seleccion de habitat en los estudios de
impacto ambiental, y representan un avance significativo en la evaluacion de
riesgos en los ecosistemas acuaticos sometidos a estrés ambiental por

presencia de contaminantes fisicos, quimicos y bioldgicos.
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