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RESUMEN

La contaminacion por cobre se da por particulas liberadas por las diversas
actividades humanas, entre ellas la mineria en lugares no especificos, aumentando la
concentracion natural de este mineral en el medio representando un riesgo biol6gico

a los organismos.

Se realizara un disefio de bioensayo que tiene el objetivo de medir la transferencia de
cobre en una cadena tréfica simple desde la Thalassiosira pseudonana a
Potamocorbula amurensis el cual consistira en realizar pruebas con concentraciones
de 0.5 mg/l y 1.0 mg/l. Los organismos se encuentran en el Golfo de Guayaquil,

donde el molusco P. amurensis esta en grandes cantidades.

Esperando que la Potamocorbula amurensis biomagnifique el cobre por medio de la
concentracion de este mineral en la diatomea Thalassiosira pseudonana en un

periodo de tiempo de 72 horas, sirviendo como un bioindicador.
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INTRODUCCION

Ecuador es un pais que dispone de muchos recursos minerales entre ellos el
cobre, la explotacion de este producto por medio de la mineria generan desechos que
se dispersan en el ambiente, llegando alterar las concentraciones naturales del medio

provocando contaminacion.

El cobre es un oligoelemento encontrado en la corteza terrestre de forma natural en
rocas y minerales [1]. Es un elemento esencial para procariotas y eucariotas [1]. En
el agua el cobre debe estar en una concentracion de < 1300 ppb y en el sedimento en

2 — 250 ppm, cerca de minerias los valores del cobre se llegan a encontrar en 17000

ppm [2]

El cobre ayuda a la actividad enzimética de todos los organismos vivos, en nifios de
1 a 3 afios de edad la concentracion de cobre debe ser de 340 pg/dia, personas adultas
(>18 afos) de 900 pg/dia [2] dosis superiores a estos tienen efectos toxicos en el
organismo. La deficiencia de cobre ocasiona la enfermedad de Menkes y la

sobresaturacion ocasiona la enfermedad de Wilson [2].



El problema de todos los metales pesados es la acumulacién que no se puede

degradar bioldégicamente ni quimicamente en el organismo.

La acumulacion de metales se da por diferentes vias como la alimentacion, el medio y

el contacto directo.

Cuando la concentracion de un elemento contaminante aumenta y se transfiere a otro

organismo de nivel trofico superior se lo denomina biomagnificacion.

Conociendo que en Ecuador la actividad minera de extraccion de cobre es activo
queremos disefiar un bioensayo que ayude a medir la concentracion de cobre en dos
organismos por transferencia de una cadena trofica simple del alga Thalassiosira

pseudonana a el molusco Potamocorbula amurensis.

El disefio constara de dos etapas en el cual la primera consistira suministrar cobre en
dos concentraciones: 0.5 mg/l y 1.0 mg/l a la Thalassiosira pseudonana por 3 dias
para luego en la segunda etapa alimentar a la Potamocorbula amurensis con dicha

alga en un periodo de 72 horas.



CAPITULO 1

1. INFORMACION GENERAL

La contaminacién de metales pesados consiste en una concentracion excesiva de
metales que no se puede degradar de manera biol6gica ni quimica provocando una
alteracion en el medio y metabdlica en organismos [3]. Esta concentracion aumenta
por las diversas actividades humanas, entre ellas la mineria de metales como oro,

cobre, aluminio etc.

La contaminacion de metales pesados produce un cambio en la alcalinidad del suelo
degradandolos y volviéndolo menos productivos. También afectan a los cultivos en
el agua y fauna [4]. Algunos metales pesados afectan al sistema nervioso
especialmente a las neuronas como el plomo, el arsénico tiene afectacion sobre las
mitocondrias, con el tiempo la contaminacion con cadmio puede producir una

insuficiencia renal [4].



Un efecto de la contaminacion de metales pesados es la bioacumulacién de metales
como el cobre en los organismos. Las formas de acumular cobre en el organismo
pueden ser por el aire, agua e ingestion de alimentos [5], cuando sobrepasan los
niveles donde ya no es saludable para el organismo provocan una serie de
enfermedades como es la Enfermedad de Wilson, Cirrosis en la infancia e Idiopética

Toxicosis de cobre [5].

1.1 Metales Pesados

Los metales pesados se encuentran de forma natural en el medio ambiente
(corteza terrestre), y son necesarios en minimas cantidades para el desarrollo de la
vida [6]. EI cobre y el hierro permiten el buen funcionamiento del sistema
enzimatico en todos los organismos vivos (humanos, organismos acuaticos, terrestres

entre otros) [7].

Los metales se clasifican en esenciales y no esenciales segun requerimiento y habitat
de cada especie, se presentan los siguientes elementos considerados macronutrientes,
donde estan el sodio (Na), potasio (K), magnesio (Mg) y calcio (Ca) pero estos estan
considerados para el hombre, mientras que para otros organismos estan los
oligoelementos como son el cobalto (Co), cobre (Cu), cromo (Cr), hierro (Fe),
molibdeno (Mo), manganeso (Mn), selenio (Se), y zinc (Zn), estos Ultimos metales

esenciales deben estar en bajas concentraciones porque el aumento asi sea minimo se



convierte en toxico teniendo efectos que perjudiquen la salud humana y demas

organismos [8].

Dentro la clasificacion de los metales no esenciales son cadmio (Cd), plomo (Pb) y
mercurio (Hg) en concentraciones bajas es toxico y sus efectos en elevadas

concentraciones serian fatales provocando la muerte del organismo [8].

4
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Concentracién del metal Concentracién del metal
Metales esendales (Cu, Zn) Metales no esenciales (Cd, Pb)

llustracién 1.- Relacion del crecimiento y la concentracion de los metales esenciales

y los no esenciales en organismos. Tomado de Forstner y Whittman, 1981 [9].

1.1.1 Problemas ocasionados por los metales pesados
El problema de los metales pesados es su gran capacidad de bioacumulacion,

tanto en el ambiente como en los organismos vivos [6], [7].

La exposicion prolongada a los metales pesados resultan ser tdxicos para el

ecosistema y para el humano, cominmente esta relacionado a la calidad de vida



humana y es clasificada en aguda y crénica [6], [7]. Los metales pesados se

depositan en sedimentos marinos, lagos, o estuarios [6], [7].

Los principales medios de exposicion y por ende acumulacion de metales pesados en
organismos se da por diferentes vias, ya sea por aire (inhalacién), contacto con la piel

(exposicidn) y por la ingesta de alimentos [1].

Los metales pesados tienen mayor afinidad en los tejidos blandos de los bivalvos
[10]. Los organismos acuéticos sirven como indicadores de la presencia de metales

pesados [1]

Uno de los organismos que indican la calidad de medios acuaticos son los moluscos,

viven enterrados al sedimento, y se alimentan por filtracién.

1.1.2 Efectos de los metales pesados
Los efectos de los metales pesados dependeran del tiempo de exposicion, la
concentracion y el lugar de exposicion en el organismo. Tenemos los siguientes

metales comunmente conocidos segun los efectos que ocasionan en el organismo.



Tabla I.- Tabla de efectos y enfermedades producidas por metales pesados.

Fuente [47]

Organo o
Metal N )
Descripcion de efectos y enfermedades sistema
pesado
afectado
Irritacion de vias respiratoria produce enfermedades Sistema
Mercurio | como Bronquitis, Neumonia. En situaciones cronicas a . i
: : - . respiratori
(Hg) bajas dosis produce debilidad, baja de peso, sabor o
metalico, insomnio e indigestion
. Cancerigeno, dafios renales, nauseas, vOmitos. .
Cadmio I A i . Rifiones,
Disminuye la actividad pulmonar produciendo enfisema
(Cd) . Pulmones
y cancer pulmonar.
Sistema
Trastornos del suefio, dolores musculares, impotencia, | circulatori
trastornos de conducta, dolores 6seos, enfermedad renal, 0,
Plomo (Pb) | impotencia sexual, delirio, esterilidad, hipertension | cerebro,
arterial, estrefiimiento agudo, 6sea, problemas de cancer | estructura
y muerte. 0sea,
musculos.
Causa dermatitis, aumento de sensibilidad de la piel, | Dérmicos
Cromo (Cr) g
afectacion de las mucosas.
Anemia, dafio en el higado, rifién, irritacion del | Higado,
Cobre (Cu) | .. A g ga
estdbmago e intestino. rifion
- La anemia aplésica es una afectacion comuin de este .
Arsenico . . . - Eritrocito
metal. El higado puede dilatarse mas la obstruccién de .
(Ar) 2 e s, higado
conductos biliares conducen a una ictericia
Pigmentacién azulada o negra de los tejidos corporales,
dafio en las corneas si tiene contacto con los 0jos. En
Plata (Pb) | cantidades altas puede causar  somnolencia, | Ojos, piel
inconsciencia, coma 0 muerte. En tiempos de exposicién
prolonga puede causar dermatitis alérgica.
1.2  Cobre (Cu)

El cobre es un oligoelemento encontrado en la corteza terrestre como en las

rocas y minerales [1]. Es un micronutriente esencial para el desarrollo metabolico en

procariotas y eucariotas. Existen enzimas que contienen cobre para la catalisis redox

o el transporte de dioxigeno [1].




El cobre esta clasificado como un metal esencial que se une a las metaloenzimas y
proteinas estructurales, se estima que el requerimiento de cobre en un adulto es de 1

a 5 mg/dia [11].

El cobre es un metal de transicion que posee tres estados de oxidacion: el cero (Cu°,
cobre so6lido), el plus uno (Cu (I) ion cuproso) este es inestable (por lo que se
transforma en Cu (Il), y el plus dos (Cu (II) i6n cuprico) [1], [2]. También se
presenta el Cu (lll) en escasas ocasiones, estos estados de oxidacion afectan o
benefician los sistemas bioldgicos por la transferencia de electrones [2]. Posee dos
isotopos estables el Cu®® y Cu® con abundancia relativa de 69,2 y 30,8%

respectivamente [2].

Cuando el estado del ion libre Cu?* esta hidratado es toxico para el fitoplancton ya
que inhibe los sitios de captacion de los demas micronutrientes esenciales como el
Zn?* y el Mn?*, porque el ion de cobre compite con el sitio catalitico del Mn?*y
este ya no pueda ayudar para 6ptimo crecimiento del fitoplancton, por esta razon a

elevadas concentracion llega ser toxico en organismos estuarinos [12].

Una investigacion presentada por Buck et al. [12] en la bahia de San Francisco,
California se pudo observar y comprobar este tipo de anomalia gracias a la

acumulacion de cobre en organismos acuéticos [12].

El cobre se asocia con el arsénico cuando este esta en su forma de sulfuros, haciendo

que este aumente de 40 ug/g a 100-2500 ug/g [13].



1.2.1 Importancia del cobre en el medio ambiente

El cobre es importante en el ambiente por ser un elemento esencial que sirve
para los sistemas bioldgicos se desarrollen de forma completa, pero al aumentar sus
niveles normales llega ser toxico inhibiendo el desarrollo o crecimiento [1], [12]. El
cobre debe estar en una forma soluble para ser utilizado en el sistema biolégico. Hay
elementos toxicos que son altamente insolubles como es en el caso del aluminio, o

son poco comunes o raros en el medio como el Osmio [1].

La forma idnica que el cobre adquiera, dependera del pH, suelo, el tipo de sedimento,

su potencial redox, la dureza del agua [1].

El cobre tiene diferentes formas inorganicas que se dividen en Cu?*y Cu? del cual
Cu?* es el mas toxico en la suma de todas las formas de cobre (Cu?*, Cu! y Cu

total) [12].

En el ambiente marino el cobre se acopla a otros elementos esenciales presentes en el
medio, formando aleaciones que favorecen en rangos tolerables el desarrollo,
mientras que lo contrario desfavorece su crecimiento provocando la muerte de los

organismos.

Los microorganismos son, generalmente, rapidamente afectados por las descargas de
metales pesados en el ambiente; los contaminantes ejercen directamente su efecto

sobre ellos, alterando a su vez la comunidad a la que pertenecen [14].
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1.3 Exposicion de contaminantes a las algas y moluscos.

Los organismos acudaticos especialmente las especies planctonicas como las
algas y especies filtradoras como los bivalvos estdn mas expuestos a los metales
pesados disueltos en agua, lo que produce una captacion de los metales al ingerir

particulas sedimentarias y la absorcion de aguas relacionadas a los sedimentos [15].

Debido a la capacidad de algunos organismos marinos y estuarinos, como las algas y
los moluscos bivalvos para concentrar metales trazas, se recomienda utilizar estos

organismos para determinar las concentraciones de estos metales [16].

La contaminacion por metales pesados en algas tiene efectos toxicos irreversibles
que afectan gravemente a la estructura externa e interna del alga, entre los cuales
podemos destacar la perdida de la impermeabilidad lo que ocasiona una serie de
eventos que involucran la perdida de nutrientes, perdida de almacenamiento de
carbono fotosintético, falla en la actividad enzimatica, deformidades en sus
estructura, perdida de partes fundamentales para su movilidad (flagelos), pérdida de
la pigmentacion y el Gltimo de los casos la muerte del microorganismo. Existen
algas que pueden soportar la exposicion de los metales mediante adaptacion de la
pared celular que evita la absorcion de los iones toxicos, esto le permite mantenerse

en medios donde existe contaminacion [17].

Los moluscos pueden ser seleccionados como organismos de control y
bioindicadores, por su desarrollada capacidad para acumular una variedad de

sustancias quimicas como metales pesados y compuestos organicos [18].
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Estos organismos son ampliamente utilizados en programas internacionales de

contaminacion [10].

Un bioindicador ideal es aquel que reune ciertas caracteristicas:

. Abundantes.

. Facil de identificar

. Facil de muestrear durante todo el afio

. Aclimatable a condiciones experimentales

. Estaticos

Caracteristicas que retnen los moluscos bivalvos. Ademas de la opcion de evaluar
posibles riesgos para la salud derivados del consumo de la especie de bivalvo

estudiado [19].
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1.4  Thalassiosira pseudonana

Thalassiosira pseudonana.
Reino: Chromalveolata
Phylum: Heterokontophyta
Clase: Coscinodiscophyceae
Orden: Thalassiosirales
Familia: Thalassiosiraceae
Género: Thalassiosira

Especie: Thalassiosira pseudonana (Cleve, 1873).

llustracion 2.- Thalassiosira pseudanana, vista electronica. Fuente: (Mohler &
Hoose, 2011). Atmospheric science: Ocean Algae and atmospheric ice. Nature
Geoscience [20].
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Las diatomeas planctonicas representan uno de los principales grupos autotroficos en
ecosistemas marinos y fuente importante de alimento para sustento de la acuicultura.
Por su fotoadaptacion, las diatomeas tienen la mayor produccién de nutrientes en la
zona eufética, debido a que obtienen la energia necesaria proveniente de la luz [21],

[22].

Tienen la capacidad de capturar el CO2, controlar la produccion de carbono
organico entre otros macronutrientes [23]. Diatomeas del género Thalassiosira son
frecuentemente utilizadas como alimento de moluscos debido a su alto contenido de

acidos grasos poliinsaturados [24].

El porcentaje de lipidos en la Thalassiosira pseudonana es 24, el peso organico es de

22 ug 107° células y de volumen celular medio 45pm?3 [25].

Thalassiosira pseudonana es un fitoplancton, eucariota, fotoautotrofo, su tamafio es
desde 2 hasta 15 micras de didmetro (um) [26], su forma es céntrica, se encuentra en
la base de la cadena trofica, es de origen marino. Este forma colonias pero también
puede estar en forma individual. Ha sido utilizado como alimento vivo en la
produccion de camarones, moluscos, y peces. La tasa de crecimiento y su
composicion bioquimica es influenciada por los factores naturales del ecosistema
tales como son la irradiancia y la disponibilidad de nutrientes [27]. Por sus
caracteristicas es considerado como alimento ya que tiene un rango amplio de
salinidad siendo el crecimiento optimo en 35ppt [28], con temperaturas de 22°C [27],

[28], en relacidn a luminosidad se tienen dos clases para observar mejor crecimiento:
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fotoperiodo (intercalado de luz y oscuridad) y luz continua (no existen variacion de
luz) para tener un crecimiento 6ptimo donde en el fotoperiodo se tiene 453,000 +

89,000 cél/ml y 555,000 + 137,000 cél/ml [28].

Esta especie de diatomea ha sido ampliamente estudiada en su biologia, genética,
ecologia entre otros. Es la primera diatomea en conocerse su genoma completo y

sirve de guia para el resto de diatomeas.

Es considerada también para pruebas de toxicidad por cumplir los requerimientos
necesarios como son: crecer en un corto periodo de tiempo en grande densidades,
facilidad de manejo, tener un alto contenido nutricional para los organismos a
cultivar o a suministrar, mantener la pureza y ser relativamente econémicos los

cultivos [8].

La Thalassiosira pseudonana esta registrada en el Golfo de Guayaquil por Jiménez

[29] aunque anteriormente era conocida como Cyclotela nana.

15 Potamocorbula amurensis

Potamocorbula amurensis
Reino: Animalia
Phylum: Mollusca
Clase: Bivalvia
Orden: Myoida
Familia: Corbulidae
Género: Potamocorbula
Especie: Potamocorbula amurensis (Schrenck, 1861).
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lustracion 3.- Potamocorbula amurensis. Especie invasora. Fuente: 1SSG, 2005.
En linea 30 de marzo del 2015 [30].

Los bivalvos son filtradores herbivoros en el que su dieta consiste de
fitoplancton, materia organica muerta y detritus, son organismos bentonicos
distribuidos en ecosistemas costeros. Por su tipo de alimentacion los lleva ser
bioindicadores por su exposicién a los metales presentes en sedimento y agua, ya que
los metales se fijan en los tejidos de estos organismos (bioacumulacion) [31], [32].
Para conocer los efectos de contaminantes en los organismos marinos, los moluscos
son un modelo perfecto porque se hace un analisis al tejido y se podra tener un valor

cuantitativo [33].
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Smooth shell

Overbite — one shell longer
than the other

llustracion 4.- Potamocorbula amurensis. Foto del Ministerio de Pesquerias de
New Zelanda. Tomado de ISSG, 2005. [En linea, 10 de abril] [30].

La Potamocorbula amurensis o “almeja china”, es un bivalvo de concha blanca con
variacion de colores beige y amarillo, sus valvas son de superficie lisa y delgada,
pero cuando alcanzan la edad adulta se vuelve un poco rugoso, una concha es mas
larga que la otra [30]. La longitud que alcanza este organismo es de 2-3 cm, es

bentonica, para conseguir alimento se entierra en el sedimento marino [30].

Soporta variaciones bruscas en la salinidad, también puede habitar en aguas dulces,
siendo la salinidad en el desove de este organismo es de 5 a 25 ups, tanto asi que
puede los espermatozoides del P. amurensis soportar un aumento en la salinidad de
10 ups. Con horas de nacidos los organismos pueden soportar rangos de salinidad de
10 a 30 ups, y pasado las 24 horas de haber eclosionado una salinidad de 2 a 30 ups
[30]. En relacion a la temperatura estos moluscos pueden estar tanto en aguas

tropicales (25 — 27°C) como frias (15 - 20°C), son propios de la submareal pero
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existen registros encontrarse en la zona intermareal lo que ha ayudado a adaptarse a
cualquier ecosistema acuatico. Asi mismo, se los ha reportado en casi todo tipo de

sedimentos desde fangoso a arenoso [30].

La almeja china es altamente filtradora de fitoplancton y zooplancton a pesar de su
tamafio, consume una gran variedad de diatomeas y copépodos [30], en algunos
casos la tasa de filtracion excede los blooms de fitoplancton y disminuyen la
concentracion en los cuerpos de agua [34]. Byeong-gweon et al. [32] indica que no
existen estudios donde se precisa la cantidad consumida de T. pseudonana
consumida por P. amurensis. Blacio et al. [35] describen que la especie Agropecen
circularis consume 80000 cel/ml en su etapa juvenil que guarda relaciéon con las
condiciones del clima, ubicacion, pardmetros de salinidad y temperatura con la P.
amurenis. El sefior Jimmy Velazco Jefe de campo de la camaronera BISTEFANA ha
observado que existen poblaciones de la almeja china en la camaroneras del sector

Puerto Morro donde hay una densidad de 100000 cel/ml de fitoplancton en total.

El Potamocorbula amurensis desova en todo el afio, existe un registro en [32] que
desova en primavera y otofio, pueden producir 45.000 a 220.000 ovocitos viables

aunque esto dependera del tamafio de la hembra [30].

Es nativa de China, Korea y Japon, esta es especie es considerada invasora pero
debido a su tamafio no es consumida por humanos y por ende no es de interés
comercial, se presume que ha llegado a diferentes paises como Estados Unidos por

aguas lastre [30].



18

1.5.1 Relacion con el disefio de bioensayo

Las especies invasoras son un gran problema a nivel mundial, por su gran
capacidad de adaptacion. Ecuador ha sido afectado por especies invasoras
provenientes de aguas lastre descargadas por bugues que atraviesan el océano. Un
estudio presentado por Torres [38] indican las especies que han ingresado al Ecuador
por esta modalidad, entre ellas esta registrada la Potamocorbula amurensis. Esta
especie se la encuentra en las camaroneras en el Golfo de Guayaquil y esta
ocasionando problemas, por el consumo del recurso destinado a los cultivos de larvas
de camaron, en los cascos de las embarcaciones y por su alto crecimiento

poblacional.

La Potamocorbula amurensis no es de interés comercial y no es consumida por el
hombre por su tamafio (2 — 3 cm), es considera en este disefio de bioensayo por su
disponibilidad en medios estuarinos, por ser filtrador y se alimenta de Thalassiosira
pseudonana (ambas reportadas en el Golfo de Guayaquil). Su fécil obtencion y al
encontrarse en lugares donde existe la actividad humana y ser resistente a cualquier
circunstancias podemos usarlo como bioindicador en el sector Puerto Morro de

biomagnificacion de cobre.

1.6 Bioensayo
Los bioensayos de toxicidad sirven como herramientas para conocer los
efectos fisicos y quimicos en organismos de estudio en condiciones controladas y

parametros medidos. Los efectos dependeran del organismo, puede inhibir o
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acumular los contaminantes que se quiera aplicar y las reacciones variara como es el

crecimiento, cambio fisiologico, genético e incluso la muerte del individuo [39].

Las pruebas de toxicidad permiten medir el efecto de un toxico en un organismo en
particular para tener una nocion de lo que sucede en el ecosistema. Los bioensayos

sirven para tener parametros de calidad ambiental [40].

El bioensayo de bioacumulacion es el poder determinar la capacidad de un
organismo para acumular un contaminante suministrado en el medio en un
determinado tiempo, con el objetivo de conocer sus efectos en el individuo. Cuando
se utiliza el mismo organismo como alimento, esta pasa de un nivel tréfico a otro,
esto se llama bioensayo de transferencia trofica. Este tipo de experimentos es para
conocer el efecto que tiene los contaminantes que se encuentran en el ambiente por
causas naturales o androgénicas, cuando estos valores son intermedios causan
crecimiento tardio, enfermedades, y otras patologias, mientras que en valores altos
causan la muerte del individuo. Los bioensayos de bioacumulacion y de transferencia
trofica sirven para evaluar las sustancias que a través del tiempo pueden aumentar su

concentracion en los organismos vivos e inclusive biomagnificarse [41].

Los bioensayos tienen como objetivo dar un diagndstico de los posibles impactos de
las diversas sustancias y energias en el ambiente usando parametros de calidad en el

agua y sedimento, y dar un criterio real de su estado [42].



20

1.7 Tipos de Bioensayo
Los diferentes tipos de bioensayos son pruebas en relacion al tiempo para
poder observar y medir el efecto de un contaminante en organismos, estos se dividen

en bioensayos agudos y crénicos.

1.7.1 Bioensayo agudo
El tipo de bioensayo agudo trata de un tiempo de exposicion corto el que
comprenderd un rango generalmente de 24 a 96 horas donde el punto final del

bioensayo es la mortalidad y se utilizara para evaluar concentraciones letales [43].

1.7.2 Bioensayo crénico

En cambio en bioensayo crénico generalmente es realizado en un rango
mayor de 96 horas, donde los factores dependeran de una exposicion continua y
repetida. Con el objetivo de poder medir evaluar efectos subletales, conocer los
efectos ocasionados por los contaminantes empleados a los organismos, observando
y analizando su toxicidad por el tiempo de exposicién prolongada y consecutiva y la

acumulacién de este toxico en el organismo.



CAPITULO 2

2. BIOENSAYO

Para el desarrollo de esta investigacion se realizaran bioensayos de
bioacumulacion de cobre en Thalassiosira pseudonana y bioensayo de transmision
de cobre en Potamocorbula amurensis en condiciones estaticas sin renovacion de

agua con dos organismos de niveles troficos diferentes [33].

Parte de la metodologia que se aplicara esta referenciada en el trabajo de
investigacion de Abalde et al. [14]. Este trabajo guarda similitud en sus
caracteristicas fisiologica y niveles troficos con el trabajo de investigacion de

referencia.

Este bioensayo se realizara en dos etapas para un mejor desarrollo en la cual la
primera estara relacionada con la medicion de cobre bioacumulado en las algas
Thalassiosira pseudonana y su respectivo proceso. Las algas seran obtenidas de un

cultivo de Thalassiosira pseudonana en CENAIM (Centro Nacional de
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Investigaciones Marinas) que se recibira con las mismas condiciones de la
planificacion del bioensayo. La segunda etapa se relaciona con la medicion de cobre
biomagnificado en bivalvos los Potamocorbula amurensis y sus respectivos

jprocesos.

2.1  Primera etapa Thalassiosira pseudonana

2.1.1 Seleccion y adecuacion del sitio

La especie designada a utilizar sera la Thalassiosira pseudonana, para la
seleccidn del sitio se debera tomar en cuenta un espacio fisico que estara protegido
contra la filtracion de polvo e invasion de posibles animales, buscando un lugar
donde se puedan mantener parametros de temperatura y luminosidad constantes para

no afectar los resultados durante el proceso.

Las condiciones del lugar donde se trabajaran deberan incluir valores de 2000 - 4000
lux que equivaldria a 40 watts obtenidas de una fuente de I[&mparas fluorescentes con
un foto periodo de 12 horas (aplicacion de luz cada 12 horas) manteniendo una

temperatura de 24 °C £ 1 con una concentracion de 35 ppt de salinidad [44].

En el siguiente bioensayo antes de que se realice cualquier procedimiento los
materiales deben tener un tratamiento de desinfeccion para evitar cualquier factor

que altere la ejecucion del mismo y la lectura objetivo de analisis.
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Los materiales que se utilizaran para el cultivo de las algas deben ser previamente

lavados con acido nitrico al 10% y luego esterilizado en el auto clave.

El agua que se utilizara para el bioensayo y el mantenimiento de las especies tendra
una concentracion de 35 ppt de salinidad que deberd ser tratada con filtros mecénicos
de 0.45 pum y carbdn activado, para finalizar la preparacion de los materiales a
utilizar en el proceso se realizara la esterilizacion con autoclave a 212°C durante un

tiempo de 10 minutos [14].

2.1.2 Descripcion de la metodologia

El futuro bioensayo trabajara con datos y valores de concentracion de cobre
que tienen referencia de estudios y bioensayos anteriormente realizados en el trabajo
de investigacion por Abalde et al. [14]. Estos valores fueron escogidos por ser
concentraciones donde el cobre tiende a tener un valor constante en la

bioacumulacion a nivel celular intracelular [14].

Se realizara dos tratamientos de concentracion cobre de 0.5 mg/l y 1.0 mg/l con 10
réplicas cada uno, teniendo como resultado 10 pruebas con 0.5 mg/l, 10 pruebas con
1.0 mg/l en total 20 recipientes con cultivos de algas. Estos contenedores seran de
plastico con una capacidad de 5 litros con una concentracion de 25x10* células por
mililitro (cél/ml) en cada recipiente, este valor de concentracion de algas se

seleccionaré del trabajo de investigacion de Abalde et al. [14].
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El cultivo de algas se deberd lavar con agua de mar tratada y desinfectada para
eliminar los restos del medio enriquecido con Guillard F/2 con el fin de que todo el

cobre afadido aparezca en forma de ion libre [14].

Luego de eliminar los restos del medio de cultivo se procedera a verificar que la
concentracion de algas inicial sea la correcta con un valor de 250,000 cél/ml, para

esto se utilizara el método de conteo de la cAmara Neubauer.

Para obtener la concentracion de cobre en los cultivos de algas se tomara en cuenta la
concentracion de ion de cobre que viene establecida en la casa comercial donde se
adquiera. Y realizar el respectivo célculo de concentraciones y volimenes. Para
demostracion de la aplicacion de la formula, se tomara como ejemplo a la casa

comercial de “Inorganic Ventures” con una concentracion de 1000 pg/ml.

llustracidn 5.- Envase con el concentrado de cobre (Cu) de la empresa Inorganic
Ventures.



Calculo de Concentraciones y Volumenes en Thalassiosira pseudonana

C1 = Concentracion inicial.

V1= Volumen inicial.

C2= Concentracion final.

V2=Volumen final.

Calculo de ion de cobre a utilizar para concentracion de 0.5mg/I.

1) Férmula General
V= G,

2) Despejar el volumen V1 de la contraccion de Cu (Cy)

_ G

V; = o
0,5 L 5L
3) Reemplazando valores v, = 05mg/L SL
1000 pg/ml

4) Volumen a afiadir del frasco de ion Cu V = 2.5 ml

25

Como resultado tenemos que necesitamos 2,5 mililitros de la solucion de ion cobre

para la medicién de bioacumulacién de cobre en Thalassiosira pseudonana en una

concentracion de 0.5mg/l.
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Calculo de cobre a utilizar para concentracion de 1.0 mg/I.

1) Férmula General C,Vi= GV,

2) Despejar el volumen V1 de la contraccion de Cu (Cy)

GV

V., =
1 C,

1.0mg/L 5L

3) Reemplazando valores  V; =
1000pg/ml

4) Volumen a afiadir del frasco de ion Cu V = 5,0 ml

En este resultado tenemos que necesitaremos 5,0 mililitros de la solucidn de ion
cobre para la medicion de bioacumulacion de cobre en Thalassiosira pseudonana en

una concentracion de 1.0mg/l.

Estos valores dependeran del producto que se vaya a conseguir en las diversas casas

comerciales porque pueden variar la concentracion de presentacion comercial.

Este bioensayo es de tipo cronico. Los cultivos de algas medidos e inoculados con su
respectiva concentracion de cobre, deberan esperar 72 horas hasta medir el cobre
bioacumulado, luego proceder a medir la concentracion de algas final con el método

de la camara de Neubauer [14].
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llustracion 6.- Conteo de algas Thalassiosira pseudonana. Tomada de los
autores.

2.1.3 Medicion de cobre en Thalassiosira pseudonana

Para la medicion de cobre en la Thalassiosira pseudonana debemos esperar
72 horas de exposicion con las diferentes concentraciones. Se medira el cobre total
del alga y el cobre intracelular, para esto utilizaremos el método de

espectrofotometria de absorcion atdbmica en ambos tipos de mediciones.

Se tomara dos muestras y una de ellas se filtrara con esteres de celulosa que tengan
diametros en sus poros un valor de 0.45 um, estos filtros se digieren con 1 ml de
HNO3 15 M y 0.5 ml de HCIO4 al 72%, el producto digerido se diluye con 5 ml de
agua filtrada y se procede a medir con una espectrofotometro de absorbancia
atdmica, se analizara y se anotaran los datos obtenidos.

En el método de medicion de cobre intracelular se procede con la centrifugacion de
células a 1000 rpm por 10 minutos [17] y se resuspenden en una solucion que sera
previamente preparada de EDTA al 0.02M en agua filtrada de mar para eliminar todo

el cobre adsorbido en la superficie celular de la Thalassiosira pseudonana, después
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de 20 minutos de la resuspension de vuelven a centrifugar y se digieren con el mismo
método para medir cobre total retirado que se indicéd anteriormente. El cobre
absorbido en la capa superficial celular se la calcula por diferencia matematica entre

el cobre total retirado y el cobre intracelular [14].

Mediante el calculo de la diferencia entre el cobre total (medido al final del proceso
de las 72 horas) y el cobre inicial de las algas se determinara la cantidad de cobre en
las Thalassiosira pseudonana. Para calcular la bioacumulacion simple de cobre en
las algas serd mediante céalculo del “Factor de bioacumulacion™ el cual aplica la
siguiente formula que es tomada de Walker et al. [45]:

BCF concentracion de los quimicos en el organismo

concentracion en el medio ambiente

2.2  Segunda etapa Potamocorbula amurensis

El bivalvo Potamocorbula amurensis serd recolectado de una de las
camaroneras del sector del “Puerto el Morro” que tiene condiciones climaticas
tropicales, el estado del agua entre 28- 31 °C de temperatura y 40 ppt de salinidad. El
transporte se realizara en una tina de plastico de 1000 litros de capacidad, con tanque
de oxigeno para lograr la mayor sobrevivencia de animales durante el estrés de la
transportacion hacia el lugar de la prueba. Se obtendran 400 ejemplares vivos en

estado adulto que aclimataran por una semana en el laboratorio.
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Para el proceso de aclimatacion se utilizara 40 recipientes de plasticos de 5000 ml de
capacidad, cada contenedor sera llenado con 2 litros de agua de mar a 35 ppt de
salinidad con una temperatura ambiente de 25°C sembrada con 10 individuos en cada
contenedor para la aclimatacién. Durante la aclimatacion se ira eliminando los
individuos que no sobrevivan 0 no sean viables para la medicion de
biomagnificacion de cobre.

Se debe medir la “concentracion basal” de cobre en el bivalvo antes de iniciar el

proceso de bioensayo y anotar los resultados de la cantidad de cobre inicial.

Byeong-Gweon et al. [32] indica que actualmente no hay datos registrados de tasas
de ingestion o tasas de alimentacion del Potamocorbula amurensis. En Blacio et al.
[35] la especie Agropecten circularis es un bivalvo que se encuentra en Ecuador y
que durante su estadio juvenil consume un concentracion de 80000 cél/ml del algas
en su alimentacion.

Por otra parte segun visitas y observaciones realizadas en las camaroneras del sector
del Puerto el Morro se encuentra a la P. amurensis en piscinas que tienen una

densidad de algas superiores a 100,000 cél/ml.

Segun las experiencias personales y la informacion académica adquirida durante los
afios de estudios se propondra una dieta para la alimentacion de 2 litros del cultivo de

algas con una concentracion de 25x10* cél/ml por cada réplica, con la finalidad de
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tener un margen de seguridad alimentaria que no ponga en riesgo el bioensayo

durante todo el proceso.

Para evitar afiadir 2 litros del medio de cultivo de algas a los recipientes que
contienen las P. amurensis se procedera a realizar una centrifugacion a los dos litros
de cultivo de algas esta centrifugacion es descrita por Barrera [36] que consiste en
utilizar una centrifuga Solbart a 1000 rpm por un periodo de tiempo de 10 minutos y
colocar lo centrifugado a los recipientes que contienen los P. amurensis [36]

(Nustracién 7).

Bioacumulacién de cobre enla
Thalassiosira pseudonana

Densidad 250000 cel./ml en recipiente de plasticode 5 litros con un duracién de 72 horas

de Bioensayo. Concentracion 0.5

s AAAAAAAAAAERES
B AAAAAAAAAA

Aclimatacién P, - - - - - - - - -
amurensis (1 semana). - - - - - - - - - -

400 ejemplaresen

total,10individuos por - - - - - - - - - -
et () () (D (D N0 N O O O

de 5L de capacidad.

Bioensayo de transferenciatrdfica de cobre de la Thalassiosira
pseudonana a Potamocorbula amurensis
16 individuos por recipiente de plastico con 2 litros de agua con una duracién de 72 horas de

bioensayo Concentracion
‘ A 4 A A ‘ ‘ ‘ ‘ 1 0.5 Id
Tratamlento J DR
cobre

llustracion 7.- Representacion del proceso del disefio de bioensayo de la
Thalassiosira pseudonana y Potamocorbula amurensis.
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Después de la semana de aclimatacion se estandarizara la poblacion inicial a 320

individuos que se repartira se la siguiente manera:

o 10 recipientes de plastico de 5L con 16 individuos en cada uno (primer
tratamiento y sus réplicas).
o 10 recipientes de plastico de 5L con 16 individuos en cada uno (segundo

tratamiento y sus réplicas).

En total seran 320 individuos repartidos en los 20 recipientes de los tratamientos 1 y
2 que se usaran. Para el bioensayo con la Potamocorbula amurensis se realizaran 2
tratamientos uno con el cultivo de algas que tendra una concentracion de cobre de 0,5
mg/l y otro tratamiento con el cultivo de 1.0 mg/l de concentracion de cobre. Esta
fase tendra un tiempo de exposicion de 72 horas con una dieta de alimentacién cada

12 horas.

Cada 12 horas se analizaran 10 organismos de bivalvos en el tratamiento 1 y 10
organismos en el tratamiento 2, siendo un total 20 individuos entre los dos
tratamientos. Luego de las 72 horas se tendrén 120 individuos (60 en el T1 y 60 en el
T2) para analizar la evolucion del cobre (si se estara biomagnificando), dando como
resultado 100 organismos repartidos en las 10 peceras del tratamiento 1 y 100 mas
repartidos en las peceras del tratamiento 2. Con los resultados obtenidos se calculara
una curva de concentracion de cobre en los organismos durante las 72 horas del

bioensayo.
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2.2.1 Medicion del cobre en la Potamocorbula amurensis

Segun Mero [43] para la preparacion de muestras de Potamocorbula
amurensis para la lectura del cobre se realizara un procedimiento que consiste en
lavar las muestras de organismos con agua destilada, de esta manera se debe eliminar
todo el material adherido a las conchas que hubiere, se separa el tejido blando de las
conchas y se lo coloca en cépsulas de porcelana. Se procede a la eliminacion de
humedad por medio de una estufa a temperatura de 60 a 80°C, hasta obtener peso
constante, por un periodo de 24 a 48 horas, luego se procedera a pulverizar las
muestras y se las almacena en frascos plasticos hasta su respectivo andlisis quimico.
Para el analisis quimico los tejidos seran sometidos a digestion acida, adicionando
5ml de &cido nitrico (HNO3) a 1 gramo del tejido seco pulverizado en un vaso de
precipitacion tapado con un vidrio reloj, por 24 horas. Una vez transcurrido el tiempo
de digestién, las muestras seran sometidas a calor y disminucion del liquido (acido),
el extracto se filtrara en papel Whatman No. 40 y se completa al volumen a 50 ml
con agua destilada [43]. Para la lectura del cobre en la Potamocorbula amurensis se

utilizara el método descrito por PerkinElmer [44].

Para calcular la biomagnificacion de un compuesto en este caso el cobre se empleara

el Factor de Biomagnificacion utilizado por Calle et al. [46] donde:

cobre total del molusco
FBM =

cobre total del alga

Donde se establece que existe biomagnificacién (transferencia a nivel trofico)

cuando los valores del compuesto (cobre) son >1.



CAPITULO 3

3. RESULTADOS ESPERADOS

Se espera que este disefio de bioensayo sirva como protocolo para pruebas
eco-toxicologicas de transferencias tréfica de cobre, donde se espera comprobar la
presencia de cobre transferido en los organismos Thalassiosira pseudonana y

Potamocorbula amurensis especies que habitan en el litoral de ecuador.

Se tiene la expectativa que la aclimatacion sea adecuada para dar una poblacion
necesaria en la medicion de cobre realizando el protocolo descrito y que los
resultados de la medicion tenga valores del cobre cercanos o similares al trabajo de
investigacion de Abalde et al. [14] sin afectacion o incidencia de algin pardmetro

dentro del bioensayo.

Se espera que la P. amurensis y la T. pseudonana aumente la concentracion de cobre
suministrado por el cultivo de algas de las diferentes concentraciones de cobre sin

afectar su metabolismo o estado biologico. Se espera que la “almeja china” pueda ser
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utilizada como bioindicador de biomagnificacion de cobre en moluscos bivalvos en

el Ecuador.

Mediante el uso de los Factores de bioacumulacion y biomagnificacién se pueda

comprobar la asimilacion del cobre en los organismos seleccionados.
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