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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar los efectos de la contaminacion marina
producida por las fabricas de harina de pescado en el desarrollo embrionario del “erizo de
mar” (Tetrapygus niger Molina). Se recolecté muestras de sedimentos de la zona marina
cercana a la zona de arrojo de los lixiviados de las empresas pesqueras, ubicadas en la Caleta
de Carquin (Lat.: 11 °5’ 14.39” S, Long. 77° 38’ 12.59” O), las cuales fueron trasladadas al
laboratorio de Microbiologia y Biotecnologia de la Universidad Catélica Sedes Sapientiae
para la extraccion del elutriado (400 ml). Los “erizos de mar” fueron recuperados de la zona
rocosa de la playa San Francisco - Ancon y trasladados al laboratorio para ser mantenidas
en acuarios. Se realiz6 la fecundacion in vitro de gametos recuperados a partir de los erizos
adultos. Se aplicaron 4 tratamientos a diversas concentraciones del elutriado (100 %, 50 %,
25 %, 12.5 % y control) sobre los huevos fecundados y se realiz6, ademas la evaluacion de
la toxicidad aguda (DLso) del elutriado sobre la fertilizacion de gametos del erizo de mar.
Los resultados de la presente investigacion muestran que el porcentaje de fecundacion
disminuye conforme se incrementa las concentraciones del elutriado de manera significativa
(p<0.05) (81 % de fecundacion para una concentracion de 12.5 % y 22 % para una
concentracion de 100 % del elutriado). También se observo que a medida que aumenta las
concentraciones del elutriado, el porcentaje de embriones con division normal va
disminuyendo. El tratamiento 1y el tratamiento 2 que contenian elutriado al 100 % y 50 %
de concentracion respectivamente, generaron el mayor efecto inhibitorio del desarrollo
embrionario, registrandose solo la presencia de los estadios de blastula y gastrula en ellos y
con gran presencia de embriones anémalos, mientras que el control logré su desarrollo
normal hasta larva pluteus a las 76 horas de evaluacion. La prueba de toxicidad aguda (DLso)
registré una dosis de 10.73 % de la concentracion del elutriado.

Palabras claves: Desarrollo embrionario, Tetrapygus niger, elutriado, sedimentos marinos.



ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the effects of marine pollution produced by
fishmeal factories on the embryonic development of the “sea urchin” (Tetrapygus niger
Molina). Sediment samples were collected from the marine area near the area of the leachate
of the fishing company (Lat.: 11° 5" 14.39” S, Long. 77° 38" 12.59” W) which were
transferred to the Laboratorio de Microbiologia y Biotecnologia of the university Catolica
Sedes Sapientiae for the extraction of elutriado (400 ml). The sea urchins were obtained from
the rocky area of San Francisco - Ancon beach and transferred to the laboratory to be kept
in aquariums. The in vitro fertilization of gametes obtained from adult urchins was
performed. Four treatments were applied to different concentrations of the elutriated (100
%, 50 %, 25 % y 12.5 %) on the fertilized eggs and the evaluation of the acute toxicity (Dlso)
of the elutriated on the fertilization of gametes of the sea urchin was carried out. The results
of the present investigation show that the percentage of fecundation decreases; as elutriate
concentrations are increased significantly (p<0.05) (81 % fertilization for a concentration of
12.5 % and 22 % for a concentration of 100 % elutriate). It was also observed that as the
elutriated concentrations increase, the percentage of embryos with normal cleavage
decreases. Treatment 1 and treatment 2 containing 100 % elutriated and 50 % concentration,
respectively, generated the greatest inhibitory effect of embryonic development, with only
the presence of the blastula and gastrula stages in them and with a high presence of abnormal
embryos, while control achieved its normal development until larva pluteus at 76 hours of
evaluation. The water toxicity test (DLso) recorded a dose of 10.73 % of the elutriated

concentration.

Key words: Embryonic development, Tetrapygus niger, elutriated, marine sediments.
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INTRODUCCION

El desarrollo industrial en los Gltimos afios estd generando problemas ambientales a nivel
mundial. En el Per0 la industria pesquera esta provocando problemas de alto impacto como
es la pérdida de recursos marinos producto de la contaminacion marina (Cabrera et al.,
2005). En el norte de Lima y en especial el distrito de Caleta de Carquin, la industria
pesquera presenta un incremento en los Gltimos afios lo que se refleja en un mayor
desembarque de recursos hidrobiolégicos y un mayor vertido de efluentes liquidos
industriales como son agua de bombeo, agua de cola, sanguaza y aguas industriales. Estos
efluentes han provocado desequilibrios en el contenido nutricional de las aguas marinas,
provocando la pérdida paulatina de la biodiversidad principalmente presente en las areas
costeras de esta region.

Es por ello que en la actualidad se busca evaluar la calidad ambiental de muestras de
sedimentos de ecosistemas marinos a través del uso de bioensayos en etapas embrionarias y
larvarias de organismos marinos (Carr et al., 1996). El equinodermo mas usado para evaluar
la toxicidad de sedimentos marinos es el erizo de mar, debido a las numerosas ventajas que

presenta (Fernandez, 2002).

Ademas, el erizo de mar es un organismo cosmopolita, abundante y de facil recoleccién, ya
que puede mantenerse en condiciones de laboratorio sin presentar dificultades. Asimismo,
posterior a obtener gametos, se logra la fecundacién y el desarrollo embrionario in vitro de
una manera sencilla (Ghorani et al., 2012).

En la presente investigacion se evalu6 los efectos de la contaminacion marina, producida por
las fabricas de harina de pescado ubicadas en la Caleta de Carquin, a través de la evaluacién
del desarrollo embrionario del “erizo de mar” (Tetrapygus niger) en presencia de diferentes

concentraciones del elutriado procedente de los sedimentos marinos.



OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar los efectos de la contaminaciéon marina producida por las fabricas de harina de
pescado presentes en el elutriado del sedimento marino, en el desarrollo embrionario del

“erizo de mar” (Tetrapygus niger Molina).

Objetivos Especificos

— Evaluar la presencia de agentes contaminantes presentes en el elutriado en el

desarrollo embrionario del “erizo de mar” (Tetrapygus niger).

— Evaluar el efecto antimitdtico en el desarrollo embrionario de T. niger y las

malformaciones embrionarias por efecto del elutriado.

— Evaluar la toxicidad aguda (DLso) del elutriado sobre la fertilizacion de gametos de

erizo de mar T. niger.



CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes

1.1.1. Antecedentes Internacionales

Mendiola et al., (1998) realizaron una investigacidon cuyo objetivo fue evaluar el potencial
contaminante de los vertidos al mar procedentes de las harinas y aceites de pescado. El
estudio estuvo centrado en la localidad de Santofia, Espafia. La metodologia usada para esta
investigacion consistié en analizar muestras de aguas durante cinco dias sucesivos, los
parametros considerados fueron la temperatura, pH, tamafio de particula, materia organica,
demanda quimica de oxigeno y presencia o ausencia de Salmonellas. Adicionalmente se
realizé un perfil de &cidos grasos de los aceites de pescado mediante un cromatografo Perkin-
Elmer 8600. Los resultados mostraron bajos valores en el porcentaje de peso de la materia
orgénica del efluente analizado; ademaés, una ausencia de Salmonellas en el agua, asi como,
un valor de pH de las aguas moderadamente acidas (5,5) muy cercanas a valores éptimos
para la vida de organismos acudticos. Otro resultado a tener en cuenta es una alta
concentracion de grasas en el efluente evaluado. Los autores concluyeron que estas aguas
presentan un bajo potencial contaminante, que podria revertirse si la constancia de vertido
aumenta. Se recomienda realizar un plan preventivo de descontaminacion disminuyendo el

volumen de los residuos.

Manzo (2004) realiz6 bioensayos modificados de la prueba de embriotoxicidad usando un
namero limitado de dvulos. El objetivo de este trabajo fue verificar la fiabilidad de la
prueba de embriotoxicidad de erizo de mar simplificada, para lo cual evalué su
repetitividad y compard los resultados con los recuperados en un bioensayo tradicional bajo
las mismas condiciones de prueba. En este estudio usdé embriones de especimenes adultos
deParacentrotus lividus (Lamarck) colectados del mar Tirreno (bahia de Népoles), Italia.
Los embriones fueron criados en agua de mar filtrada y expuestos al aumento de



concentraciones de dicromato de potasio y sulfato de cobre. Luego calculé el DLso. El
andlisis de los resultados evidencié una buena repetibilidad. Los limites de confianza en
todas las pruebas lo superpusieron; ademas el analisis de correlacién de datos entre los
resultados de ambas pruebas mostré una alta correlacion significativa. El autor concluye que
esta nueva prueba de embriotoxicidad parecia ser una buena alternativa frente a los métodos
tradicionales, ademas, las técnicas como la criopreservacion de huevos fertilizados podrian
ser una herramienta Gtil para mejorar la velocidad de la prueba y tener disponibilidad de
embriones todo el afio; incluso, podria ser un primer paso hacia un nuevo kit ecotoxicolégico

de rutina para el agua de mar.

Martinez et al., (2006) evaluaron la calidad ambiental de sedimentos en la costa espafiola a
través del ejercicio interlaboratorio de bioensayos con embriones del “erizo de mar”
Paracentrotus lividus; el primer ejercicio se realiz6 en el afio 2003 con el dragado de varios
puertos de Espafia, en la que se evalud la toxicidad de seis muestras de sedimentos. Los
embriones utilizados en la prueba fueron procedentes de una pareja de P. lividus, recogidos
in situ, que a través de la fecundacion in vitro se obtuvo el material biolégico del “erizo de
mar”, donde se introdujeron de 20 a 30 embriones en recipientes de incubacion conteniendo
los lixiviados con cuatro réplicas por cada lixiviado, mas el respectivo control conformado
por agua de mar. Luego se incubd durante 48 horas a 20 °C en oscuridad. Posteriormente las
muestras lo fijaron con unas gotas de formaldehido al 40 %. El segundo ejercicio lo
realizaron en el afio 2004 para lo cual el ensayo siguié el procedimiento establecido en el
ejercicio primero. Sin embargo, hubo algunas modificaciones en funcién a una mejora en la
homogeneidad metodoldgica, principalmente en la aireacion de los lixiviados previo a la
incubacion con el objetivo de evitar falsos positivos generados por la existencia de sulfuros
0 amonio en las respectivas muestras. El analisis de los resultados lo realizaron mediante el
analisis de varianza ANOVA y el método de Tukey, asimismo, utilizando el software SPSS
11.5. El coeficiente de variacion medio para la Fase | o primer ejercicio fue de 61 %, donde
el mayor porcentaje fue en la muestra B con 116 % y para el control un valor de 9.7 %. El
coeficiente de variacién medio para la Fase Il o segundo ejercicio fue de 49 %, donde el
mayor porcentaje fue en la muestra E con 162.9 % y para el control un valor de 1.0 %;
respecto a la variabilidad interlaboratorio del ensayo fue de 63 % cuando calibraron la ECs
(concentracion efectiva que genera una disminucion de la respuesta en el 50 % de la

poblacién). Observaron una reduccion en las larvas pluteus normales superior a 20 % en



relacién a la muestra control. Asimismo, la muestra E fue encontrada altamente toxica en

comparacion a las muestras C, D y F y las muestras A y B resultaron no téxicas.

Ceron et al., (2014) evaluaron la toxicidad aguda de un fluido de exploracion offshore en la
fecundacion del “erizo de mar” Lytechinus variegatus (Lamarck). El estudio lo realizaron
durante nueve meses en el Laboratorio de Bioprospeccién Marina del Invemar — Colombia.
El material bioldgico L. variegatus fue recolectado en la Bahia de Chengue donde se inicio
con el proceso de cuarentena, luego procedieron a la induccién y obtencion de gametos; el
mantenimiento de gametos; la determinacién de la calidad de los gametos; el manejo de
gametos para conteo y realizacion de diluciones. En tanto el ensayo de fecundacion
obtuvieron al fecundar 2 000 ovocitos con 50 000 000 espermatozoides y se contaron 200
ovocitos para determinar el porcentaje de fecundacion en cada una de las réplicas. Respecto
a los ensayos con toxico de referencia y lodo, utilizaron el sulfato de cobre pentahidratado
(sustancia con caracteristicas toxicas frente a organismos acuaticos). Estos ensayos lo
prepararon a diferentes concentraciones del toxico a partir de una solucion madre de 200 mg.
I1, mientras que para los ensayos con el lodo trabajaron con una dilucion de 1:9 (lodo: agua)
(v/v). Por lo tanto, para los experimentos con el sulfato de cobre pentahidratado y la fase
suspendida particulada del lodo utilizaron el procedimiento del bioensayo de fecundacion en
la determinacion de la concentracion de esperma. La CEsp en 20.45 +/- 1.90 mg. I para el
toxico y 3 649 mg. It +/- 400 mg. I correspondiente a la fase suspendida particulada del
lodo. En el disefio experimental y analisis estadistico desarrollaron el indice de fecundacién
que se requirié para obtener la CEsg a través del analisis Probit. Los resultados indicaron un
alto grado de sensibilidad de los gametos de L. variegatus en relacién al lodo de perforacion
para explotacion offshore de hidrocarburos.



1.1.2. Antecedentes nacionales

Cabrera et al., (2005) han realizado estudios sobre el impacto de la contaminacion por los
vertimientos de industrias pesqueras. Esta investigacién tuvo como objetivo principal la
evaluacion de las condiciones ambientales de la bahia de Paita, Perd y su entorno. Asi como
buscar la solucion a “diversos problemas ambientales presentados para lograr una mejoria
en la calidad de vida de la poblacion con la debida conservacién del medio ambiente y sus
recursos naturales”. Ellos realizaron como metodologia el analisis ambiental territorial que
incluyé varios aspectos, tales como el ecosistema construido a través de evaluaciones hidro-
oceanograficas, trabajo de campo en playas y trabajo de campo en el entorno urbano en los
meses de abril y octubre de 2003 en el area de estudio. Ademas, aplicaron las mas
importantes metodologias de analisis fisico, quimico y biolégico de las principales variables
ambientales en concordancia con normas nacionales e internacionales. En la investigacion
obtuvieron como resultado que las condiciones ambientales en el agua de mar durante el mes
de abril de 2003 fueron: una concentracion de oxigeno disuelto en el rango de 1.15 ml. I'* a
2.85 ml. IY, la demanda bioquimica de oxigeno (DBOs) lleg6 a un maximo de 10 mg. I en
la Estacion 7, frente al Centro de Entrenamiento Pesquero. Asimismo, la concentracion
méaxima de grasas y aceites fue de 74.14 mg. I y los rangos de sélidos suspendidos oscilaron
entre 54.48 mg. I"! y 66.33 mg. I1. Los sedimentos marinos presentaron concentraciones de
materia orgénica total (MOT) entre 8.6 % y 13.32 %, presentdndose las més altas
concentraciones de MOT en la parte norte de la bahia, frente a Punta Colan. Los autores
concluyeron que existia deterioro del espacio fisico y urbano de la bahia; asi como
incompatibilidad de actividades; lo que denotaba una falta de ordenamiento territorial.

Castafieda et al., (2006) hicieron una investigacion cuyo objetivo fue estudiar los posibles
efectos citotoxicos y embriotoxicos de la Alchornea castaneifolia (Humb. & Bonpl. ex
Willd.) A. Juss. utilizando el erizo de mar y raices de bulbo de cebolla como organismos
para los bioensayos. Este experimento fue llevado a cabo en el Instituto de Investigacion de
la Universidad San Martin de Porres, Lima — Per(. Para la evaluacién de la actividad
antimitética fueron usados raices de bulbos de la cebolla germinados a 25 °C durante tres
dias, de donde se extrajeron y colorearon células que fueron observadas al microscopio,
comparandose los indices mitoticos del control frente a diferentes concentraciones del
extracto del Hiporuro. La actividad embriotoxica fue realizada con erizos de mar, del cual



se extrajeron gametos que fueron fecundados para obtener huevos y posteriormente
embriones. Los resultados mostraron un retardo en el desarrollo del ciclo celular de la cebolla
y un lento desarrollo embrionario del “erizo de mar”, principalmente de la fase blastula y
gastrula; asi como, un aumento significativo de la mortalidad de estos embriones. Los
autores concluyen que estos estudios in vitro son de gran utilidad por ser de facil
implementacion y bajo costo y que Alchornea castaneifolia genera un retardo sobre las
células de la “cebolla” y una actividad toxica sobre los embriones del erizo.

Olaechea et al., (2006) realizaron un estudio con erizos colectados de la playa de Punta
Negra al sur de la ciudad de Lima, Per0; y puestos a las temperaturas de 5, 10 y 15 °C para
su respectiva evaluacion desde la formacion de huevo hasta la formacion de larva pluteus.
En los resultados observaron que la alteracién de la temperatura del agua afecta en la
segmentacion del “erizo de mar” alterando las etapas de su ciclo celular. Determinaron que
la temperatura éptima para el desarrollo embrionario temprano de “erizo negro” Tetrapygus
niger varia de 14 a 16 °C. Los autores concluyeron que las diferentes especies de “erizo de
mar” requerian de una temperatura 6ptima para un buen desarrollo desde la fase zigote hasta
la fase pluteus y que esta variaba de acuerdo al habitat de cada especie tal como lo corrobor6
con las especies Echinometra lucunter L, Strongylocentrotus droebachiensis O.F. Miller
“erizo verde”, Strongylocentrotus purpuratus Stimpson “erizo purpura” y Arbacia
punctulata Lamarck.

lannacone et al., (2007) realizaron una investigacién cuyo objetivo fue evaluar el efecto
ecotoxicoldgico del plaguicida metamidofos, en dos presentaciones comerciales, la primera
Monofos y Tamaron, sobre cuatro organismos acuaticos no destinatarios: el “erizo negro”
Tetrapygus niger Molina; la lombriz roja Chironomus calligraphus Goeldi; el nedn tetra
Paracheirodon innesi Rabout y la trucha Oncorhynchus mykiss Walbaum. La presente
investigacion se realizo en el Laboratorio de Ciencias Biologicas de la Universidad Ricardo
Palma, Lima — Perd. Se colectaron organismos de diversas localidades del Per( para realizar
los bioensayos con las cinco concentraciones de cada plaguicida. El disefio experimental
correspondid a uno de bloques completamente al azar con cuatro repeticiones cada una.

Todas las evaluaciones fueron hechas a través de un analisis de varianzas de dos vias, previa



transformacion de los datos a la raiz cuadrada del arcoseno para poder ser sometidos a
pruebas paramétricas. Los resultados muestran una mayor cantidad de mortalidad en
Chironomus calligraphus frente al metamidofos. El bioensayo de mortalidad este organismo
ocupo el cuarto lugar de sensibilidad seguido de Tetrapygus niger, Oncorhynchus mykiss y
Paracheirodon innesi. Todos los organismos mostraron un alto valor de riesgo ambiental
para metamidofos clase IA. Los autores concluyeron que a través del cociente de riesgo

ambiental se mostré un alto riesgo del metamidofos en el ambiente acuético.

Paredes (2016) realiz6 una investigacion cuyo objetivo fue evaluar el riesgo ecoldgico del
contaminante sulfato de bario, empleando la respuesta toxicoldgica de doce organismos no
destinatarios, a fin de conocer los posibles efectos que este compuesto puede generar en
organismos marinos y continentales. Este estudio lo realizd en el Laboratorio de
Ecofisiologia animal de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Nacional
Federico Villareal, Lima. Los organismos usados en esta investigacion fueron: Isochrysis
sp., Chlorella sp., las plantas Medicago sativa L. y Zea mays L., los crustaceos Daphnia sp.,
Emerita andloga Stimpson y Apohyale sp., el equinodermo Tetrapygus niger, el insecto
acuatico Chironomus calligraphus, y a los peces Odontesthes regia regia Humboldt,
Poecilia reticulata Peters y Paracheirodon innesi Myers. Emple6 un kilogramo de sulfato
de bario mezcladas con agua destilada para las pruebas ecotoxicoldgicas. Los equinodermos
como el erizo de mar fueron evaluados a través de la inhibicion de su fecundacion,
observable por la presencia o formacion de la zona pellcida. Las condiciones aplicadas a las
plantas fueron: sin iluminacién (ambiente de laboratorio y alimentados con agua potable
declorinada. Los resultados presentaron un efecto negativo del sulfato de bario sobre el
crecimiento de la microalga Chlorella sp., de igual manera obtuvo un efecto negativo en el
crecimiento foliar del maiz. En erizo de mar el sulfato de bario bajo las condiciones de
prueba no afectd a esta especie considerandola “no peligrosa”. El autor concluyé que existia
un alto riesgo ecoldgico (RQ) del sulfato de bario en sus formas solubles (RQ = 37 500).



1.2. Bases teoricas especializadas

1.2.1. Contaminacion marina en el Peru

En el Perq, los principales contaminantes del mar estan comprendidos principalmente en las
descargas domésticas y mineras, por el volumen que llevan y por el tipo de sustancias toxicas
que se liberan a los cuerpos de agua. Tarazona et al., (1985) realizaron estudios de aguas
marinas de la costa central, concluyendo que estas aguas estan relacionadas con el fendmeno
El Nifio, mostrando aumentos de la temperatura superficial en mas de cinco grados y

aumento en el nivel del mar en méas de 40 centimetros en varias de estas zonas.

Entre las principales fuentes de contaminacién, Tarazona et al., (1985), identifican las

siguientes:

— Lapescay la industria pesquera que descarta desechos sélidos.

— Laagroindustria, por el uso de plaguicidas.

— Los cultivos de productos de consumo doméstico por su utilizacion de plaguicidas.

— Aspersiones aéreas de herbicidas.

— La mineria ilegal que genera contaminacién de suelos y rios, particularmente por el uso
de mercurio, ademas de procesos de deforestacion y una alta conflictividad social.
Puntualmente se refieren a que los sitios de explotacion minera méas criticos estan
localizados en el entorno o dentro de areas protegidas, particularmente en la zona andina.

— La actividad hidrocarburifera, en lo que se refiere a derrames de hidrocarburos por la

rotura del oleoducto (Martinez et al., 2006).

1.2.2. Contaminacion marina en el Peru por efluentes industriales pesqueros

Segun el Instituto del Mar del Per [IMARPE] (2010), el efluente conocido como agua de
bombeo es el principal subproducto que se genera en el proceso de elaboracién de harina y
aceite de pescado. Esta agua de bombeo se produce al usar el agua de mar como mecanismo
de transporte de la anchoveta. Posteriormente, los peces son almacenados y procesados, esto

genera etapas de proceso como: la coccién a vapor, el prensado y finalmente el secado.



Seguidamente, los efluentes generados en todas las etapas del proceso, incluidas el envasado
de la harina, asi como el agua residual del bombeo es expulsada al mar, los cuales producen
una serie de problemas que implican la afeccidn a organismos que viven en la zona marino

costera e indirectamente también al hombre.

Entre los principales factores causantes de la probleméatica que acarrean los efluentes

industriales pesqueros son los siguientes:

— Insuficiente o poca tecnologia 6ptima o apropiada para el tratamiento y disposicion del
agua de bombeo.

— Una alta variabilidad en la calidad de la materia prima.

— Problematicas que acarrean el régimen de vientos.

— Una alta complejidad en el sistema de corrientes marinas.

— La alta facilidad de captacion del cuerpo de agua de mar.

En nuestro litoral marino-costero, estos factores negativos han podido generar la existencia
de zonas de alta contaminacion tal como lo observamos en las bahias de EI Ferrol de
Chimbote, Carquin, Chancay y Huacho en Lima, y Paracas en Ica. Algunas presentan un
menor impacto de contaminacion entre las que tenemos las zonas de Tambo de Mora, llo,

Samanco y Sechura (Padilla et al., 2014).

1.2.3. Contaminacion ambiental por la actividad de procesamiento de Harina de

pescado
En el Per( operan 26 plantas procesadoras de harina de pescado convencional dedicadas

exclusivamente al procesamiento de harina y vierten sus residuos al mar a través de tuberias,

algunas de ellas sus efluentes son tratados y otras no. Estas presentan una capacidad de
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procesamiento de 1 300 TM/h, descargando entre otros elementos, altas cargas de materia
organica (Grillo et al., 2018).

La produccion anual de residuos sélidos que se liberan al mar es de 1 256 TM,
aproximadamente, sélo el 5 % son recuperados usando algun sistema. Esto manifiesta el

gran deterioro que se viene causando al mar y a la costa riberefia.

Una serie de contaminantes son vertidos y que van a generan un fluido conocido como
sanguaza (agua mas sangre), rica en compuestos sulfurosos, grasas, peliculas de escamas
que no permiten la oxigenacién de los fondos marinos y que generan la muerte de
organismos vivos. Otros contaminantes que se liberan vienen con el aceite, combustible y
grasa de los motores, aunado al agua de sentina que es expulsada al mar, generando manchas

aceitosas que modifican la calidad del agua.

Uno de los contaminantes mayores de esta industria es el agua de bombeo cuya composicién
principalmente son: So6lidos Totales (32-79 g/L), Grasa (0.16-7.5 g/L), Proteinas Solubles
(0.3-7.50 g/L), Ceniza (no reporta), DBO5 (4 600 ppm), DQO (490-12 600 ppm) y un pH
6.2 (Castro, 2009).

La Sanguaza se genera por la presion que ejerce el pescado en las zonas de almacenamiento.
Este efluente presenta una considerable carga organica. Ademas, presenta entre 6.0 a 8.0 %
de solidos totales y entre 1.0 — 2.0 % de grasa (Ministerio de la Produccion [PRODUCE],
2009).

Las Emisiones gaseosas gque se generan en esta actividad industrial son principalmente fruto
del proceso de combustion interna necesarios para producir energia y por maquinas usadas
en la operacion de secado y otros. El azufre es el contaminante mayor presente en los
combustibles, que luego de la combustion producen anhidrido sulfuroso (SO2), Mondxido
de carbono (CO), trimetilaminas, etc. Un secador de la planta harinera produce 10 TM/h de
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harina, llega a consumir 141 galones de petrdleo residual, eliminando 41.351 m®h de gases

y vapores.

El Proceso de molienda se realiza a través de una maquina de martillos, la que permite que
se desprenda sélidos en suspension que se mezclan con el aire circundante afectando su

calidad.

Los residuos industriales liquidos, en todo el momento de operacidn concentran los vertidos
de los otros procesos, conteniendo sustancias extremadamente toxicas como la soda caustica
y otras sustancias con altas cargas organicas e inorganicas lo que va a conllevar a cambios
en el sedimento y en el agua de mar. Otras alteraciones van a ver afectadas por variaciones
en la salinidad, bajas en la oxigenacion, el aumento de la DBO, el aumento de nutrientes
(POs, NO3), altas cargas de sulfuros y amonio en los sedimentos, llevando a generar un

proceso de eutrofizacion.

Con respecto al paisaje marino, se ve deteriorado, porque los residuos de aceites, grasas y
solidos en suspensidn llegan a las playas generando una mala apariencia estética. Se pierden
de esta manera playas, bahias etc. (Grillo et al., 2018).

1.2.4.Contaminacion por metales pesados

Los compuestos metalicos generados por la actividad humana dentro del ecosistema marino
han llegado a ser considerados un asunto de gran interés. Se tiene conocimiento que los
metales son un constituyente comun de casi todos los efluentes y no solo por sus efectos
toxicos directos sino por que expresan el comportamiento de ciertos desechos. Los procesos
de concentracion de metales pesados en los diferentes niveles troficos son de gran interés en
la mayoria de especies que sirven de alimento para el hombre, las cuales son potencialmente

peligrosos para la salud (Simpson et al., 1974).
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El plomo y el mercurio son dos metales pesados con mas alta toxicidad para el hombre, ya
sea en sus formas elementales y de compuestos; afectando los procesos bioldgicos. Recientes
estudios demuestran sus maximas concentraciones en las zonas costeras principalmente,
debido a su continuo uso en una serie de actividades industriales maritimas. Por otro lado,
el plomo se acumula principalmente en los organismos y puede interactuar como un
inhibidor de enzimas y/o deteriorar el metabolismo celular. EI mercurio facilmente se
acumula en forma de metilmercurio en los organismos marinos, incluyendo peces y
mariscos. Sus compuestos tienen una gran persistencia prolongada en el ambiente marino,
antes que eventualmente se sumerjan en los sedimentos del fondo. EI metilmercurio es el
mas tdxico de los compuestos organicos de mercurio, normalmente se halla en el agua de
mar en concentraciones alrededor de 0.1 % del total contenido de mercurio. Los niveles
normales de mercurio en peces varian de 6.01 a 0.2 ppm. La contaminacion que se dan en
los océanos por metales puede concentrarse en la cadena alimenticia, como el caso del
metilmercurio, el cual conlleva a pérdidas econdmicas de peces y 0tros recursos pesqueros.
El limite permisible de mercurio es de 0.5 ppm y muchos peces como el “atin” y otros
contienen con frecuencia valores mas altos tal como lo refiere Kannan et al., (1998). Otros

metales contaminantes son: cadmio, cromo, zinc, arsénico, selenio, etc.

1.2.5. Contaminacion del mar en la zona norte de Lima

Desde el 2000 se iniciaron los estudios de contaminacién circunscritos a las bahias de
Carquin y Huacho, y posteriormente se incorporaron las bahias de Chancay y Végueta. Hasta
el aflo 2005, estos estudios han permitido identificar y caracterizar las diversas fuentes
contaminantes de origen terrestre, destacando las aguas residuales domésticas e industrial
pesquera. El exceso de materia organica y la elevada carga microbiana constituyen los
principales contaminantes que alteran la calidad del medio marino receptor (Elliot et al.,
2012, p. 88).

1.2.6. Sedimentos marinos

Los sedimentos marinos son el destino final de las sustancias producidas principalmente en
las aguas superficiales y de aquellas ingresadas al mar por procesos naturales y o producto
de la actividad humana. Las principales sustancias que concentran estos sedimentos son los

compuestos organicos persistentes, nutrientes, combustibles, radioniclidos, patdégenos y
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metales pesados. Estos Ultimos han sido los mas estudiados ampliamente por que se
encuentran asociados a diversas actividades industriales, aun cuando todos ellos se

encuentran presentes en forma natural en los ambientes marinos (Stevenson, 2001).

1.2.7. Evaluacién de la contaminacion usando bioensayos

Romén (2010) menciona que las evaluaciones de la contaminacion se utilizan bioensayos.
A través de ellos se pueden evaluar el grado de toxicidad de distintas sustancias o el grado
de respuesta de distintos organismos de distintas especies a un mismo téxico. La presencia
de estas sustancias toxicas en el medio ambiente es amplia y pueden generar muchos efectos
negativos a distintos ecosistemas y diferentes niveles. Se han probado una gran variedad de
metodologias estandarizadas para su evaluacion. Los test de toxicidad o bioensayos, por la
versatilidad en sus pruebas y por lo sencillo y econdmico, son los mas recomendados para
evaluar el efecto que genera en un organismo vivo la aplicacion de una sustancia quimica
requerida para producir efectos negativos en el organismo. Estos bioensayos son justificables
por presentar un protocolo estandarizado, reproducible, de facil control y barata. Los
estudios de toxicidad acuatica presentan un enfoque relacionado con los cuerpos de agua y
su afeccion a comunidades y poblaciones que se desarrollan en este ecosistema. Otra forma
de evaluar este dafio, es a través del estudio de ecosistemas experimentales mediante el cual
someten poblaciones de dos a mas especies a un toxico o0 sustancia contaminante. Los
bioensayos ofrecen varias ventajas al evaluar la toxicidad relativa de ciertas sustancias
quimicas por ejemplo en efluentes de descargas. Por el contrario, los test de toxicidad aguda
solo nos permiten tener una informacion general del efecto del contaminante limitandose

solamente a mostrar solo los efectos letales del compuesto quimico.

Los requisitos que deben de cumplir los organismos para ser usados en los bioensayos estan
avalados por organismos internacionales como la United State Environmental Protection
Agency [USEPA] (1994), en los que se considera principalmente que sean organismos de
facil adquisicion y de preferencia sean especies nativas, aunque en algunos casos se tenga
que recurrir a especies foraneas. Existe ventajas que deben de considerarse teniendo en
cuenta si son especies autdctonas, la primera de ellas es el uso como especies indicadoras de

perturbaciones en ecosistemas locales (Roman, 2010, p. 45).
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Generalmente la caracterizacion de contaminantes en los sedimentos estaba limitada
solamente a la realizacion de analisis fisico quimicos, siendo las concentraciones maximas
registradas en la legislacion por patrones numéricos. Sin embargo, la cuantificacion de las
sustancias quimicas por separado no proporciona la suficiente informacion sobre los efectos
negativos causados a los organismos acuaticos; asi como sus interacciones, tiempo efectivo
y biodisponibilidad. Presentando estas sustancias una amplia diversidad y complejidad, se
muestra inviable su caracterizacion, no solamente desde un punto de vista analitico, sino

desde un punto de vista econdémico (Rand, 1995).

1.2.8. *erizo de mar” Tetrapygus niger

Los equinodermos son herbivoros ecoldégicamente importantes en todos los sistemas marinos
del mundo, ejerce relaciones muy intimas con las algas en las zonas mareales e intermareales.
Tetrapygus niger (Molina, 1782) es uno de los representantes presentes en Peru y Chile, no
presentan valor comercial y tiene una amplia abundancia. Esta especie es un herbivoro de
amplia capacidad dietaria al punto de consumir algas fijas en el substrato como a la deriva
(Rodriguez, 2003), debido a esto puede generar y mantener zonas libres de macroalgas.
Muchos de ellos consumen regularmente presas animales y la evidencia indica que pueden
ser omnivoras de forma permanente o facultativa (Knip y Scheibling, 2007). El potencial
omnivoro de T. niger es un aspecto poco conocido, que hasta ahora solo ha sido inferido o
documentado de forma indirecta (Figura 1).

Figura 1. Tetrapygus niger (Molina, 1782). Testa, vista aboral. Fuente: Larrain (1975).
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Todos los erizos son organismos dioicos, y no presentan diferenciacion sexual externamente.
Un erizo hembra libera miles de ovocitos (gametos femeninos), mientras el erizo macho
libera espermatozoides en proporciones y cantidades similares. EI gameto femenino
fecundado son de tipo oligoleciticos, por presentar su material de reserva o vitelo dentro de
su citoplasma, en forma de pequerias granulaciones distribuidas en toda la matriz celular. Su
segmentacion es de tipo holoblastica, semejante a la que realizan muchos mamiferos
(Gilbert, 2003). T. niger “erizo de mar” constituye uno de los organismos mas
representativos dentro de los equinodermos y mas utilizados en los estudios de fecundacion
y desarrollo embrionario temprano, ya que es un organismo que guarda mucha semejanza
en cuanto a dichos procesos con respecto a los mamiferos. Ademas, es un excelente modelo

utilizado en estudios de biologia del desarrollo (Zamora y Stotz, 1993).

a. El desarrollo embrionario de los erizos

El desarrollo embrionario presenta los cambios sucesivos por los que pasa la especie desde
que las células sexuales se fusionan formando una célula Unica que se desarrolla por
maltiples divisiones y diferenciaciones celulares hasta originar el nuevo individuo.
Campbell y Reece (2007) describen el desarrollo animal, donde se destaca el modelo animal
de los erizos y comprenden cambios que se dan en 4 fases:

e Gametogénesis: Es el proceso donde las células germinales migran hacia las gbnadas y

se diferencian en células reproductivas con una cantidad establecida de cromosomas.

e Fecundacion: Es el proceso por el cual el espermatozoide ingresa en el dvulo, seguida de
la generacién de una membrana de fecundacién que impide la penetracién de otros
espermatozoides (poliespermia). Se genera la fusion del material genético y se estimula
el inicio del desarrollo del cigoto diploide formado.

e Segmentacion: En este proceso el embrion sufre divisiones mitoticas simétricas y
sincronicas siguiendo un patron por ejes y planos meridionales perpendiculares o
ecuatoriales y forma blastomeros cada vez mas reducidos (mesémeros, macrémeros y
micromeros) hasta llegar al estadio de morula. En esta fase se ahueca formando una esfera
Ilamada blastula con un espacio interior, el blastocele, que continda expandiéndose y

desarrolla unos cilios que rompen la membrana de fecundacion (Figura 2).
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Figura 2. Etapas del desarrollo de Tetrapygus niger “erizo negro” (400X). A) Zigote.
B) 2 Células. C) 4 Células. D) 8 Células. E) 16 Células. F) 32 Células. G) Mérula. H)
Blastula temprana. 1) Blastula media. J) Blastula tardia. K) Géstrula temprana. L)
Gastrula media. M) Gastrula tardia. N) Prismatico. O) Pluteus temprano. P) Pluteus

tardio. Fuente: Olaechea et al., 2006.

Pasos de la segmentacion

Gastrulacion: los blastomeros generan tres hojas embrionarias: ectodermo (de la cual se
genera la epidermis y el sistema nervioso), endodermo (que formarad todo el aparato
digestivo) y mesodermo (que formaran 6rganos como son el corazon, gonadas, tejido

conjuntivo y citoesqueleto).

e Organogénesis y morfogénesis: En esta fase las células presentan una alta diferenciacion,
es decir, sufren una variacion en sus componentes bioquimicos y funcionales para ser

tipos celulares altamente especializados mediante una expresion especifica de genes. Se
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observa el desarrollo de érganos y una organizacion de ellos. Se moldea la forma
anatomica y finalmente se llega a un estadio larvario ciliado nadador planctonico
heterotrofo. En el erizo, la gastrula se convierte en una larva mévil ciliada. Pasado el mes
la larva sufrird una metamorfosis: se degeneraran érganos larvarios, otros 6rganos se
readaptaran y se formardn Organos adultos. A los dos afios el erizo de mar es

completamente adulto.

b. Pruebas de toxicidad con el erizo negro Tetrapygus niger (Echinodermata:
Arbaciidae)

Este organismo marino de amplia distribucion en américa del sur, ha sido usado en una gran
cantidad de investigaciones relacionadas con su fisiologia y en su biologia molecular Medina
et al., (2001). Las principales investigaciones han radicado en evaluar el desarrollo
embrionario, asi como bioensayos para estudiar el efecto de sustancias tdxicas presentes en
el agua sobre la fertilizacion. Se han usado para estos estudios una gran cantidad de especies
de erizos como: Arbacia spatuligera Valenciennes, Paracentrotus lividus Lamarck,
Psammechinus miliaris Miller, Sphaerechinus granularis Lamarck, Bella et al., (2005).
Investigaciones realizadas por Arévalo et al. (2001) emplearon el bioensayo de fertilizacion
con “erizos de mar” para monitorear las actividades de liberacion de aguas de lastres de
embarcaciones en Chile. Asi también Martinez et al., (2006) emplearon bioensayos de
fertilizacion con erizos de mar expuestos a efluentes procedentes de lixiviados de sedimentos

para determinar su toxicidad.
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CAPITULO II: MATERIALES Y METODOS

2.1. Disefio de la investigacion

Se utiliz6 un disefio metodoldgico experimental, se manipuld diferentes concentraciones del
elutriado de los sedimentos marinos (variable independiente) para comprobar si era un
agente perturbador de la progresion del desarrollo embrionario temprano (DET) del “erizo
negro de mar” Tetrapygus niger tal como lo sugiere Cier et al., (2017). El enfoque que
abordd la investigacion es de tipo mixto, en donde se evallan variables cualitativas como

cuantitativas.

2.2. Lugary fecha

La investigacion se realiz6 entre los meses de junio y diciembre del afio 2018, en dos etapas:
la toma de muestras y la parte experimental. La primera etapa se realiz6 en la zona del litoral
perteneciente al distrito Caleta de Carquin de la provincia de Huaura y el desarrollo de la
parte experimental se realizd en el Laboratorio de Biotecnologia y Microbiologia de la
Facultad de Ingenieria Agraria de la Universidad Catolica Sedes Sapientiae - Sede Lima.

2.3. Descripcion del experimento

El desarrollo de la presente investigacion se realiz6 en dos etapas las cuales son la fase de
campo Y la fase de laboratorio.
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2.3.1. Trabajo en campo

a. Recoleccién de las muestras de sedimentos

La recoleccion de muestras de sedimentos se realiz6 en la zona marina cercana a la
zona de arrojo de los lixiviados de las empresas pesqueras ubicada en la Caleta de
Carquin. La ubicacion de las coordenadas (Lat.: 11° 5" 14.39" S, Long. 77° 38" 12.59"
0.) se muestra detallada en la Figura 7. La toma de muestras se realiz6 siguiendo las
normas técnicas para el procedimiento del muestreo de agua de mar y sedimento marino
(Programa Desarrollo Institucial Ambiental [PRODIA], 2004).

La toma de muestras del sedimento marino se hizo con el uso de una draga tipo Van Veen
de 0.04 m? (Figura 3), en cada estacion de muestreo y por triplicado. Se us6 un deslizador
de pesca de 70 HP para el traslado a cada estacién de muestreo en alta mar. Las réplicas se
utilizaron para obtener una sub-muestra de aproximadamente 500 g de donde se extrajo el
elutriado. Estas sub-muestras fueron refrigeradas antes del analisis en laboratorio.

Figura 3. Draga Van Veen usada en la extraccion de sedimentos marinos.

Fuente: Elaboracion propia.
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b. Obtencién de los erizos de mar

Los erizos fueron recolectados de las zonas rocosas de la playa de San Francisco del distrito
de Ancén (Figura 4). Se extrajeron especimenes de tamafios superiores a los 40 mm de
didametro. Los especimenes recogidos fueron introducidos en recipientes con agua para su
transporte al laboratorio. Una vez en el laboratorio los erizos adultos se mantuvieron en
acuarios con abundante agua marina y condiciones de temperatura a 21 °C adecuados hasta

su induccion al desove, tal como se aprecia en la Figura 5.

Figura 4. Orilla rocosa de la Playa de San Francisco - Ancon. Fuente: Elaboracion propia
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Figura 5. Acondicionamiento de los Erizos de mar en el laboratorio de Microbiologia

y Biotecnologia de la UCSS. Fuente: Elaboracion propia

2.3.2. Trabajo en laboratorio

a. Extraccién del elutriado de los sedimentos marinos

Las muestras de sedimentos fueron trasladadas al laboratorio y trabajadas inmediatamente
para evitar alteraciones en ella. Se tomaron 100 g de sedimento marino con una paleta y se
depositd en un vaso vidriado de 500 ml. Posteriormente se afiadio agua de mar filtrada hasta
rebosar (aprox. 400 ml). Seguidamente se agitd por espacio de 30 minutos, en un agitador a
60 rpm vy se dejé decantar durante 12 h a 21 °C en condiciones estériles en total oscuridad

siguiendo la metodologia descrita por Beiras (2002). Posteriormente se filtr6 con papel
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Watman de 150 mm. Una vez recuperado el elutriado, se guardd en oscuridad y a una

temperatura de 4 °C para su posterior uso (Figura 6).

Figura 6. Extraccion del elutriado del sedimento y su caracterizacion fisico quimica.

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 7. Ubicacion del punto de muestreo de los sedimentos marinos en la Caleta de

Carquin - Huaura. Fuente: Elaboracion propia.
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b. Obtencion de gametos

Para la obtencion de los gametos se procedid a realizar una induccion mediante una
inyeccion de 1 ml de cloruro de potasio (KCI) a 0.5 molar en la zona blanda que rodea la
boca. Todos los erizos son organismos dioicos, y no presentan diferenciacion sexual
externamente. Se hizo el reconocimiento de las hembras cuando estas liberan ovocitos de
coloracién rojiza en proporciones de 2.0 a 5.0 ml por individuo. El erizo macho fue
reconocido por liberar un fluido blanquecino y no mayor de 2.0 ml por individuo.
Posteriormente, el material gonadal femenino fue colocado en vasos precipitados y lavados
con agua de mar estéril (Figura 8). De los erizos machos se recolectaron los espermios secos,
sin ningun diluyente. La fecundacion in vitro se realiz6 siguiendo el método sugerido por
Cier et al., (2017). La fertilizacion fue corroborada por la observacion de la membrana de

fertilizacion bajo microscopia.

Figura 8. Obtencion de gametos de los erizos de mar. Fuente: Elaboracion propia.
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c. Aplicacion del elutriado a los huevos de erizo fecundados

Los huevos fertilizados fueron expuestos a diferentes concentraciones del elutriado del
sedimento por un periodo de 76 horas a condiciones de laboratorio (Figura 9). Los
tratamientos contenian 20 ml del elutriado aplicados sobre los huevos fecundados in vitro.
Se realiz6 3 réplicas de cada tratamiento experimental. Se evalud el efecto antimitotico
durante el desarrollo del embridn, determinandose el porcentaje de desarrollo hasta alcanzar

la larva pluteus. Las etapas evaluadas comprendieron:

— Las etapas de segmentacion.

La etapa de Morula.

La etapa de Blastula.

La etapa de Gastrula.

Larva Pluteus temprana

Figura 9. Exposicién de los huevos de erizo de mar a diferentes concentraciones del

elutriado. Fuente: Elaboracion propia
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d. Medicién de parametros en el laboratorio

Los parametros fisicoquimicos analizados al inicio del bioensayo fueron: temperatura, pH,
conductividad, oxigeno disuelto, sulfatos y amonio, los cuales fueron obtenidos de la

siguiente manera:

—  Temperatura (T): Se midié la temperatura con la ayuda de un termémetro.

—  pH: Este parametro fue medido con un potenciémetro.

— Conductividad eléctrica: EI conductimetro fue el instrumento usado para medir la
conductividad.

— Oxigeno Disuelto (OD): Se midi6 el oxigeno disuelto con un Oximetro.

— Sulfatos: Se determino por fotometria.

— Amonio. Se determiné por fotometria.

2.4. Tratamientos

Los tratamientos se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1

Tratamientos de la presente investigacion

Tratamientos Descripcion

Control Huevos fecundados de T. niger + agua de mar estéril
Tratamiento 1 Huevos fecundados de T. niger + Elutriado al 100 %
Tratamiento 2 Huevos fecundados de T. niger + Elutriado al 50 %
Tratamiento 3 Huevos fecundados de T. niger + Elutriado al 25 %
Tratamiento 4 Huevos fecundados de T. niger + Elutriado al 12.5 %

Fuente: Elaboracion propia.

Las caracteristicas de cada tratamiento se detallan a continuacion:

Todos los tratamientos y la muestra control contienen 5 ml de huevos fecundados, la

variacién que se presento es en la proporcion de agua de mar estéril y la proporcién de la
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concentracion del elutriado. Todos los tratamientos estuvieron sometidos a 21°C, que

correspondio al agua de mar estéril, asi como del elutriado.

e EIT1 presentd el 100 % de la concentracion del elutriado més 5 ml de huevos fecundados,
en cantidades exactas es 15 ml de elutriado.

e EI T2 presentd el 50 % de la concentracion del elutriado mas 5ml de huevos fecundados,
en cantidades exactas es 7.5 ml de agua de mar estéril y 7.5 ml de elutriado.

e EI T3 presentd el 25 % de la concentracion del elutriado mas 5ml de huevos fecundados,
en cantidades exactas es 11,25 ml de agua de mar estéril y 3.75 ml de elutriado.

e EIT4 presentd el 12.5 % de la concentracion del elutriado mas 5ml de huevos fecundados,

en cantidades exactas es 13.125 ml de agua de mar estéril y 1.875 ml de elutriado.

Segun Cier et al., (2017) indica que aproximadamente en un 1ml de contenido de gametos
fecundados hay 500 huevos fecundados, por lo que 5 ml agregado a cada tratamiento

contendré aproximadamente 2 500 huevos fecundados.

2.5. Unidades experimentales

Se contaron con 12 unidades experimentales. La unidad experimental estard conformada por
cada una de las cdmaras incubadoras, es decir un vial de capacidad de 20 ml donde se
evaluaran los resultados de embriotoxicidad, donde las muestras del elutriado seran puestas
en contacto con los ovocitos con 3 repeticiones por cada prueba mas 1 control.

a. Actividad antimitdtica
Las evaluaciones de la actividad antimitética se realizaron a condiciones de laboratorio a
una temperatura de 21 °C. Se evalud la actividad antimitética en las diferentes etapas del
desarrollo embrionario sometidas al elutriado, expresado en porcentaje, segun lo propuesto

por Cier et al., (2017). Las evaluaciones consistiran en dos fases:

1. Evaluacion de la division celular a las 2, 4, 8, 16 y 32 células

2. Evaluacién del desarrollo embrionario
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b. Defectos en el desarrollo larval

Los defectos en el desarrollo de la larva pluteus fueron registrados siguiendo lo mencionado
por Zavaleta et al., (2013), que se resumen como:

— Desarrollo de defectos en embriones expuestos durante el desarrollo temprano.
— Anomalias citogenéticas.

— Cambio en el éxito de la fertilizacion.

c. Evaluacion de la toxicidad aguda (DLso) del elutriado sobre la fertilizacion de

gametos de T. niger

Para la evaluacion de la toxicidad aguda (DLso) del elutriado se sigui6 el método propuesto
por lannacone et al., (1999) y se considerd como valores validos del bioensayo a un 75 %
de fertilizacion en el tratamiento control. Este criterio de validez fue propuesto por
lannacone et al., (1999) para el erizo de mar A. spatuligera en virtud a lo establecido
anteriormente por Nacci, Jackim y Walsh (1986), al evaluar tres test de toxicidad se logré
establecer rangos, siendo no validos si las fertilizaciones del control fueran superiores a 90

% o0 menos del 60 %, considerandose aceptar para futuros estudios el punto medio (75 %).

Para la evaluacion del porcentaje de fertilizacion se transfirié la cantidad de 1,0 ml de
suspensién que contendra espermios con 6vulos (Figura 10). Posteriormente se contabilizé
los huevos fertilizados y no fertilizados. Se empled las mismas concentraciones antes
mencionadas (12.5; 25.0; 50.0 y 100 %). Todas presentaron tres repeticiones. La DLso se
calculd usando el programa computarizado Probit (United States Environmental Protection
Agency [USEPA], 1994) con un intervalo de confianza del 95 %.

29



Figura 10. Evaluacion de la toxicidad aguda (DLso) en erizos de mar. Fuente: Elaboracion

propia

2.6. Disefio estadistico

Para el desarrollo del estudio se aplicd un disefio estadistico completamente aleatorizado
(DCA) de efectos fijos.

2.7. Andlisis estadisticos de los datos

Los datos obtenidos se pasaron al programa Microsoft Excel para realizar las tablas y
gréaficos y un analisis de contraste lineal, para poder observar la dinamica de los parametros

analizados en el experimento.

La diferencia significativa entre la respuesta a las distintas concentraciones del elutriado se
determin6 mediante ANOVA vy el test de Tukey. Previamente se comprobard la
homocedasticidad de los datos aplicando el test de Levene. Para estos analisis se usaron el
software estadistico SPSSv.12.
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CAPITULO I1l: RESULTADOS

3.1. Resultados

3.1.1. Descripcion de los agentes contaminantes presentes en el elutriado

Se hizo la descripcién fisico quimica de los agentes contaminantes del elutriado (pH,
Conductividad eléctrica, oxigeno disuelto, sulfatos y amonio) estos fueron analizados en

condiciones de laboratorio cuyos resultados se muestran en la Tabla 2.

Los resultados obtenidos con respecto al valor de pH (7.6£0.42) muestran un elutriado
levemente alcalino, esta condicion es mas propensa a sedimentar los metales pesados o
sustancias toxicas presentes cuando el pH es acido, por lo que existe una probabilidad alta
de encontrar contaminantes disueltos en este tipo de elutriado.

Los valores de conductividad eléctrica que contiene el elutriado, indican un comportamiento
de conductividad alta similar a la conductividad de agua de mar (Aproximadamente 40 mS.
cm del mar, en donde el valor encontrado fue de 38.2+1.2 mS.cm™ de conductividad

eléctrica.

El oxigeno disuelto que presenta el elutriado es bajo (1.176+0.42 mg. L) y generalmente
es producto del oxigeno absorbido de la atmosfera al ser enviado de estanques de tratamiento
de la planta pesquera hacia el mar y permite entender estudios de descomposicion y

oxidacion de la materia organica.
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La presencia de amonio en el elutriado (2.2+0.92 mg. L?) se debe principalmente a fuentes

nitrogenadas depositadas en los sedimentos originados por la fabrica de harina de pescado.

Los sedimentos son el principal sumidero de sulfatos generados en el proceso de la
fabricacion de harina de pescado que al ser expulsado se convierte en el segundo ion mas
abundante del mar y cuyo incremento es altamente toxico para cualquier organismo. Se

registro el valor de 160.5 +7.2 mg. L™ para sulfatos en el elutriado

Tabla 2
Valores iniciales de los parametros correspondientes al analisis fisicoquimico de la

muestra del elutriado del sedimento marino

Pardmetro Unidades Valores

pH 7.620.42

Conductividad eléctrica mS.cm? 38.2+1.2
Oxigeno disuelto mg.L? 1.176 +0.42

Amonio mg. L 2.2+0.92
Sulfatos mg.L? 160.5 +7.2

Fuente: Elaboracion propia.

3.1.2. Resultados del efecto antimitotico en el desarrollo embrionario de T. niger

a. Evaluacion de la division celular a las 2, 4, 8, 16 y 32 células

El resultado de la actividad antimitotica del elutriado en las diferentes divisiones celulares
de T. niger se observan en la Tabla 3 y la Figura 12. En ella se muestra los valores promedio
de los porcentajes de division evaluados a 90 minutos de exposicion. Las divisiones celulares
fueron contabilizadas en todos los tratamientos cuando presentaron 2 células, 4 células, 8

celulas, 16 células y 32 células (Figura 11).
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El T1 presentd células sin divisibn en un mayor porcentaje (80.2+1.52 %) y un menor
porcentaje en 4 células en division (1.33+£0.5 %). EI T2 presentd células sin dividir en un
51.6£0.57 % y no se registrd divisiones de 2 células al momento de su evaluacion, pero
presento un porcentaje de 10.6+0.57 %,10.3+1.52 %, 13.3+1.5 % y 15+1.0 % en 4, 8, 16 y
32 células en division respectivamente. EI T3 presentd un mayor porcentaje a las 16 células
(40.0£2.0 %) y un menor porcentaje a las 2 células (4.0+1.0 %). El T4 presentd el mayor
porcentaje a las 32 células (51.0+£1.0 %) y el menor porcentaje a 2 células (1.0£1.0 %).

El andlisis de varianza de los efectos del elutriado y el porcentaje obtenido de las divisiones
celulares de T. niger resultaron ser significativas (p<0.001) en todos los tratamientos tal
como se verifica en la prueba de Tukey (Apéndice 1), tal como se aprecia en la Tabla 4. La
prueba de Tukey mostré 2 subgrupos homogéneos en los tratamientos con diferencias
significativas entre ellos (ver Apéndice 1). La Figura 11 muestra la division normal mitotica
de células fértiles que aumentan rapidamente en nimero de células, tal como se observa en
la figura, las células se vuelven mas pequefias con cada division de la segmentacion y a estas
se les denomina blastomeras. La segmentacién es de 2, 4, 8, 16 etc. hasta que su aspecto
toma la forma de una mora y a esto se denomina morula. Los porcentajes de la division
normal mitotica de T. niger, en condiciones de laboratorio, a los 90 minutos de evaluacion

se hallan detallados en el control de la Tabla 3.

Figura 11. Divisién normal de células fértiles (2, 4, 8 y 32 células) a los 90 minutos.
Microfotografias realizadas a 400 X. Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 3
Porcentaje de las divisiones celulares de T. niger en cada uno de los tratamientos a
los 90 minutos de evaluacion (promedio +D. S)

Porcentaje de divisiones celulares a los 90 minutos

Tratamientos Sin 2 4 8 16 32
dividir celulas células células células  células
Tl 80.2+1.52 1.33+0.57 1.33+0.5 4.0+1.0 12.0#1.0 2.3%1.5
T2 51.6+0.57 0 10.6£0.57 10.3+1.52 13.3t15 15+1.0
T3 21+3.0 4.0+1.0 7.3+0.57 8.6£0.57 40.0+2.0 31.0+1.0
T4 6.0£1.0 1.0£1.0 2.0£1.0 11.0#0.57 30.0+2.0 51.0£1.0
Control 0 0 4.33+0.57 10.3+0.57 14.0+1.0 72.0+2.0

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 12. Porcentaje de division celular de T. niger a los 90 minutos de exposicion al

elutriado. Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 4

Andlisis de varianza de los tratamientos con el porcentaje de division celular

Variable dependiente: porcentaje del clivaje celular

Tipo 111 de
suma de Cuadrético

Origen cuadrados gl promedio F Sig.
Modelo corregido 40 927.656% 29 1411.298 977.053  .000
Interceptacion 27 422.678 1 27422.678 18984.931 .000
Tratamientos 145.822 4 36.456 25.238 .000
Células 15 795.389 5 3159.078 2187.054 .000
tratamientos * células 24 986.444 20 1249322 864.915 .000
Error 86.667 60 1.444
Total 68 437.000 90
Total corregido 41 014.322 89

Fuente: Elaboracion propia.

b. Evaluacion del desarrollo embrionario de T. niger

Los resultados de la evaluacion del efecto del elutriado sobre el desarrollo embrionario se
muestran en las Tabla 5. En ella se detallan los porcentajes de los diferentes estadios
embrionarios de desarrollo de T. niger como son; blastula, gastrula, prisma y pluteus; asi
como los porcentajes de embriones muertos y embriones con anomalias en los diferentes
tratamientos, sometidos a 76 horas de evaluacion. La morfologia normal de estos estadios

embrionarios se observa en la Figura 13 y explicados en el Apéndice 4.

En el T1 se observo solo el desarrollo de los estadios de blastula (8.0 %) y gastrula (3.6 %),
mientras el porcentaje de embriones muertos fue de 66.4 % y de andmalos fue de 22.0 %.
En el T2 se registro solo los estadios de blastula (16.0 %) y géstrula (22.0 %), mientras el
porcentaje de embriones muertos fue de 51.0 % y de anémalos en 11,0 %. El T3 presenté
los estadios de blastulas (9.0 %), gastrula (26.8 %), prisma (10.5 %), pluteus (2.1 %),

mientras el porcentaje de embriones muertos fue de 47.0 % y anomalos en 4.6 %. El T4
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presentd los estadios de blastula (4.0 %), gastrula (13 %), prisma (28 %) y pluteus (12 %),
mientras el porcentaje de embriones muertos fue de 41 % y presentd embriones anémalos
de 2 %.

El andlisis de varianza de los efectos del elutriado y el porcentaje obtenido de los diferentes
estadios embrionarios de T. niger resultaron ser significativas en los tratamientos y sus
respectivas repeticiones (p<0.001) tal como se aprecia en la Tabla 6. La prueba de Tukey
muestra diferencias significativas en todos los porcentajes de los estadios embrionarios,
excepto en el estadio de blastula (ver Apéndice 3). En la Figura 14 se muestra que la fase de
la géstrula fue la mas representativa de los estadios, al ser registrado en todos los tratamientos

con mayor porcentaje seguida de prisma, blastula y pluteus.

Figura 13. Estadios de desarrollo (Blastula, Gastrula, Prisma y Pluteus temprano)

normales. Microfotografias realizadas a 400X. Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 5
Porcentaje de los estadios embrionarios de erizo de mar T. niger en los diferentes
tratamientos (Temperatura de 25 °C)

Estadio embrionario (%)

Tratamientos Blastula Géstrula  Prisma Pluteus Muertos Andémalos

T1 8.0 3.6 0 0 66.4 22.0
T2 16.0 22.0 0 0 51.0 11.0
T3 9.0 26.8 10.5 2.1 47.0 4.60
T4 4.0 13.0 28.0 12.0 41.0 2.00
Control 12.4 36.0 14.4 31.00 6.2 0

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 14. Porcentajes obtenido vs los cuatro tratamientos y el control. Fuente:

Elaboracion propia
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Tabla 6
Andlisis de varianza entre los porcentajes de los estadios embrionarios y los

tratamientos

Pruebas de efectos inter-sujetos
Variable dependiente: Porcentajes %

Tipo 11l de suma Cuadratico

Origen de cuadrados gl promedio F Sig.
Modelo corregido 6 948.249% 19 365.697 478.766 .000
Interceptacion 9 208.248 1 9208.248 12055.311 .000
estadio 1205.190 3 401.730 525.939 .000
tratamientos 2 621.769 4 655.442 858.096 .000
estadio *

) 3121.289 12 260.107 340.529 .000
tratamientos
Error 30.553 40 0.764
Total 16 187.050 60
Total corregido 6 978.802 59

2. Ral cuadrado = .996 (R al cuadrado ajustada = .994)

Fuente: Elaboracién propia.

3.1.3. Defectos del desarrollo embrionario

La Tabla 7 muestra los defectos del desarrollo embrionario registrados en porcentajes. De
un total de 100 embriones evaluados se detectd 38 embriones afectados. Para la descripcién
de los defectos del desarrollo embrionario se siguieron lo mencionado por Zavaleta et al.,
(2013), que describe como los mas comunes:

. Desarrollo anormal del cono de fecundacién

a
b. Lisis de embriones

o

. Blastomeros disgregados

o

. Afeccién a nivel de la membrana
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Tabla 7
Defectos del desarrollo embrionario (%) registrados en los tratamientos

Defecto en
embriones (%)

Tratamientos Cono de Lisis Blastomeros  Afeccion de
fecundacion embrionaria  disgregados la membrana
T1 31.5 13.5 7.8 5.2
T2 0 21.05 5.2 2.6
T3 0 2.6 10.52 0
T4 0 0 5.2 0
Control 0 0 0 0

Fuente: Elaboracién propia

a. Desarrollo anormal del cono de fecundacién

La Figura 15 se observa anomalias de los embriones que se muestran a las primeras horas
del desarrollo embrionario (2 h). Se observa una evaginacion correspondiente al cono de

fecundacién anormal.

En la Tabla 7 se puede observar que se registra esta anomalia en T1 con 31.5 % mientras
que en los otros tratamientos no se evidencia esta anomalia (0 %). EI T1 es que presenta la

mayor concentracion del elutriado que los otros tratamientos.

b. Lisis de embriones
La lisis que consiste en el rompimiento de las capas protectoras del embridn y que produce
la salida de células es observada en la Figura 16. Esta anomalia en los embriones se observa

enT1, T2y T3 con 13.5%, 21.05% y 2.6 % respectivamente. EI T4 y el control no presento

esta anomalia (0 %)
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Figura 15. Anomalias del desarrollo de embriones a las primeras horas de desarrollo.
Microfotografia realizada a 400X. Fuente: Elaboracion propia.

Figura 16. Lisis de célula a nivel de bléstula, en donde se observa rompimiento de las
membranas que protegen al embrién. Microfotografia a 400X. Fuente: Elaboracion propia
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c. Embridn con blastomeros disgregados

La Figura 17 muestra a embriones con blastomeros disgregados y mal compactadas. Esta
anomalia es la mas frecuente y se registro para los cuatro tratamientos; asi T1 presento un
7.8 %, T2 presento 5.2 %, mientras que el T3 fue el que registrd el mayor porcentaje para

esta anomalia (10.52 %) y T4 registro 5.2 %.

Figura 17. Embrion con blastdmeros disgregados, se observaron a las 12 horas. Las

microfotografias estan a 400X. Fuente: Elaboracion propia
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d. Afecciones a nivel de la membrana
Se identificd numerosos embriones que presentaron afecciones a nivel de la membrana. Se

observé rotura de la membrana, liberando el contenido celular de los embriones; asi como

la adherencia de células no fecundadas, tal como se aprecia en la Figura 18.

En la Tabla 7 se puede observar que se registra esta anomaliaen T1 con 5.2 %y T2 con 2.6

% mientras que en los otros tratamientos no se evidencia esta anomalia (0 %).

Figura 18. Rompimiento de la membrana de los embriones y adherencia de células
no desarrolladas. Microfotografias a 400X. Fuente: Elaboracion propia
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3.1.4. Resultados de la evaluacion de la toxicidad aguda (DLsg) del elutriado sobre

la fertilizacion de gametos de T. niger

Para realizar la evaluacién de la toxicidad aguda del elutriado sobre la fertilizacion de
gametos de T. niger se contabilizaron 100 huevos para cada concentracion del elutriado. Se
registré los huevos no fertilizados (Figuras 19 y 20) después de exponerlos directamente por
una hora a las diferentes concentraciones del elutriado, tal como se aprecia en la Tabla 8.

Los resultados muestran que en promedio 77 huevos no fueron fértiles a una concentracion
del 100 % del elutriado. A una concentracion de 50 % del elutriado se registro 31 huevos no
fértiles, mientras que a la concentracion de 25.0 % y 12.5 % del elutriado, se registr6 21y 9

huevos no fértiles respectivamente.

La Tabla 9 muestra el resultado del analisis PROBIT para determinar la DLso del elutriado
extraido del sedimento marino, que corresponde a una dosis de 10.73 % de la concentracion
del elutriado, es decir, para alcanzar un 50 % de la no fertilizacion de huevos de T. niger es
necesario una dosis de 10.73 % del elutriado.

La muestra control present6 un 89 % de fertilizacion (se considera el minimo aceptable de
75 %). Este criterio de validez fue propuesto para el erizo de mar A. spatuligera en virtud a
lo establecido anteriormente por para esta prueba segun Nacci et al., (1986), y lannacone et
al., (1999),
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Tabla 8

Resultados del conteo de huevos no fértiles a la exposicién con el elutriado

Dosis Respuesta
(concentracion del elutriado) (huevos no fértiles)

78
100 % 79
76

30
50 % 32
30

20
25% 23
21

8
125% 9
10

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 9
Resultados del analisis Probit para la determinacion de la DLso del elutriado

Pardmetro  Estimacion Error Z. Sig.
Standar
PROBIT ™ Dosis 10.73 18.47 0.545 0.586
intercepto -10.336 20.245 -0.512 0.609

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 19. Huevos fértiles de T. niger. Microfotografia realizada a 400X. Fuente:

Elaboracion propia

Figura 20. Huevos no fértiles de T. niger. Microfotografia realizada a 400X.

Fuente: Elaboracién propia
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CAPITULO IV: DISCUSIONES

4.1. Descripcion de los agentes contaminantes presentes en el elutriado

La evaluacion de los sedimentos contaminados por la acumulacion de compuestos quimicos,
asociados a material particulado proveniente a la actividad antropogénica, principalmente la
industria pesquera, es un factor en aumento que fue estudiada en la presente investigacion.
La caracterizacion Fisicoquimica permite establecer valores que no pueden ser comparados
en el Perd, por no contar con una legislacién que establezca estandares para la calidad de los
sedimentos, mientras que los estandares recomendados por las Canadian Environmental
Quality Guidelines (CEQGS, 2003) contempla principalmente a contaminantes metalicos,
por lo que los estudios en donde se utilicen herramientas ecotoxicologicas son cada vez mas
necesarias; asi, Rudolph et al., (2014), realizaron evaluaciones del sedimento marino en la
zona sur de Chile, en donde utilizaron como organismo de ensayo a el “erizo negro” Arbacia,
cuyos embriones de este equinodermo permitieron conocer la calidad del sedimento
logrando un 95 % de fertilizacién del erizo, similar al reportados por Aguirre et al. (2009)
también en el “erizo negro” Arbacia, con un 98 % en la fecundacién, ambos estudios asocian
escasa contaminacion del elutriado extraido del sedimento, mientras que en nuestra
investigacion se evidencié solé una fecundacion del 19 % siendo afectado por la poca
oxigenacion (1,17 mg.L™) del elutriado tal como lo refiere Mudge y Seguel (1999) y Zufiiga
et al., (1995). El amonio es otra sustancia encontrada en el elutriado (2.2 mg. L) y cuya
presencia es altamente toxica para embriones de erizos, el cual presenta umbrales de
toxicidad desde los 80 ugL™ tal como los reporta Saco et al., (2010). También se determind
altas concentraciones de sulfatos (160.5 mg. L?), lo que podria estar relacionado con la
presencia de sulfuro de hidrégeno en los sedimentos. Esta sustancia esta presente de forma
natural en los sedimentos andxicos y cuya concentracién puede aumentar durante el
almacenamiento de la muestra, pudiendo producir afecciones a organismos benténicos como

a poblaciones de erizo en especial T. niger, tal como lo menciona Paredes (2016).

46



4.2 Efecto antimitotico en el desarrollo embrionario de T. niger

Evaluacion de la division celular a las 2, 4, 8, 16 y 32 células

Los resultados que se observa en la Tabla 3 sobre el porcentaje de las divisiones celulares
de T. niger en cada uno de los tratamientos a los 90 minutos de evaluacion, disminuyen con
respecto al control. Ello se debe posiblemente a la influencia del sustrato béntico presente
en los sedimentos, pudiendo tener repercusion sobre células en division tal como lo refiere
Garcia (2000) en sus investigaciones en “erizo de mar” Paracentrotus lividus. De igual
manera Zufiiga et al., (1995) expresan que las descargas organicas e inorganicas de origen
industrial tiene un efecto negativo significativo sobre la fertilizacién y la division celular de

erizos de mar.

Adicionalmente, Kobayashi (1990), menciona que ante una alta contaminacion marina los
huevos fertilizados de erizo, no podran generar divisiones celulares de manera normal,
debido a una amplia variedad de sustancias toxicas. En la presente investigacion los
resultados de los tratamientos mostraron un alto porcentaje de células sin division (80.2 %),
esto conforme se incrementa las concentraciones del elutriado. Asimismo, se puede
establecer en esta investigacion, que la captacion del elutriado al ser hecha de la zona de
deposito de efluentes de las plantas harineras, podrian contener una gran cantidad de

sustancias quimicas cuya interaccion podrian causar la inhibicién de las células en division.

Evaluacion del desarrollo embrionario de T. niger

Los resultados que se muestran en la Tabla 5, sobre el porcentaje de los estadios
embrionarios de erizo para T1y T2, que fueron expuestas a las mas altas concentraciones
del elutriado, s6lo se encontrd los estadios de bléstula (T1=8 %, T2=12 %) y géastrula
(T1=3.6 %, T2=22 %) en bajos porcentajes, asi como un gran porcentaje de embriones
muertos (T1=66.4 %, T2= 51 %) y andmalos. Asi mismo, el T3 y T4 que fueron expuestos
a una menor concentracion del elutriado, presentaron los estadios de blastula, gastrula,
prisma y pluteus en porcentajes significativos. Similares efectos de ausencia de estadios
fueron reportados en el erizo P. lividus por Marin et al., (2001), ellos reportan la ausencia
del estadio pluteus al aumentar la concentracion del elutriado evaluado. Asimismo, Pagano,
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et al., (1983) para los erizo de mar P. lividus y S. granularis con agua de mar filtrada para
el metal pesado Cr, en 48 horas de exposicion, observaron que el desarrollo de la gastrula es
totalmente suprimido, afectando el desarrollo de ambas especies evaluadas. En la presente
investigacion, la ausencia de estadios; asi como, el alto porcentaje de embriones muertos y
anomalos reflejan la alta sensibilidad del bioensayo con embriones de erizo para detectar

contaminantes presentes en el elutriado.

Existe una gran cantidad de investigaciones que se han hecho con los “erizos de mar” en
especial para evaluar el grado de toxicidad de sustancias quimicas como las reportadas en la
presente investigacién, en donde se utilizaron especies de T. niger para evaluar el efecto en
el desarrollo embrionario por parte del elutriado. Como el trabajo de lannacone y Alvarifio
(2007) quienes evaluaron los extractos acuosos de la planta Paullina clavigera usando
gametos de T. niger, encontrando que la concentracion del extracto al 5 % provoca efectos

inhibitorios en la fertilizacion y desarrollo embrionario.

El albendazol ha sido evaluado por Zavaleta et al., (2013) quienes usaron el “erizo negro”
T. niger, para dicha evaluacion prepararon diferentes concentraciones del toxico (400 ppm;
800 ppm y 1 200 ppm) para aplicar sobre el desarrollo embrionario de T. niger “erizo de
mar”’; Cada unidad experimental presentd 200 ml de agua de mar estéril y tamizada a un pH
neutro y a temperatura ambiente. Encontraron que el farmaco en estudio a diferentes
concentraciones y periodos de exposicion alteran el desarrollo embrionario de T. niger “erizo

de mar”.

Otras especies de erizos han sido evaluados como la especie Lytechinus variegatus; como el
trabajo de Cerdn et al., (2014) quienes evaluaron sustancias toxicas en areas marinas, usando
lodo sobre la fecundacion del erizo, logrando evidenciar su alta sensibilidad de prueba ante
estas sustancias. También Warnau y Pagano (1994) realizaron estudios en el “erizo”
Paracentrotus lividus, quienes evaluaron las afecciones del metal pesado plomo a diferentes
concentraciones, reportando malformaciones a nivel de embriones y larvas del “erizo de

mar”. El mismo metal pesado fue evaluado por Ghorani et al., (2012) en el “erizo de mar”
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Echinometra mathaei, quienes evaluaron el desarrollo de las larvas del erizo a 6
concentraciones de agua conteniendo plomo y obtuvieron como resultado un decrecimiento
en el desarrollo de las larvas al incrementar la concentracion del plomo. Todas las
investigaciones realizadas a las sustancias quimicas usando embriones y larvas de los erizos
logran ubicar a este organismo cosmopolita como buen bioindicador de contaminacion

quimica; como se ha demostrado en el presente estudio.

4.3. Defectos del desarrollo embrionario

De los resultados del estudio de los defectos del desarrollo embrionario, se ha podido
determinar embriones con divisiones anormales, observandose embriones con blastémeros
disgregadas y con escasa compactacion, esto podria ser debido a la falta de adhesion celular,
ya que el elutriado podria estar interfiriendo este proceso celular, alterando el normal
funcionamiento de las cadherinas y cateninas principalmente dependientes del ion calcio.
Similares efectos relacionados a divisiones anormales, se han reportado en embriones
tempranos de T. niger sometidos al contacto del farmaco Albendazol a 120 minutos de
exposicion; segun refiere Zavaleta et al., (2013), esto podria deberse a la naturaleza propia
del contaminante asociado a factores como la temperatura. Los mismos investigadores
relacionan la disminucion del porcentaje de fecundacién con la inhibicion del movimiento
de los espermatozoides por accion de las sustancias contaminantes y que en nuestra
investigacion podrian estar contenidos en el elutriado. En la presente investigacion, se ha
observado un retraso en las células en desarrollo comparadas con el control. Este retraso de
desarrollo celular y la dispersion de blastdmeros es comun en células expuestas a
contaminantes inorganicos como los metales pesados, tal como lo refiere Kobayashi y
Okamura (2005) en estudios realizados en el erizo de mar Anthocidaris crassispina, ellos
manifiestan que los metales podrian tener una fuerte influencia sobre la division celular

estableciendo un orden de toxicidad decreciente sobre el embrion.
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4.4. Evaluacion de la toxicidad aguda (DLso) del elutriado sobre la fertilizacion de

gametos de T. niger

En referencia a la evaluacion de la toxicidad aguda (DLso) del elutriado, Cerdn et al. (2014)
obtuvo un DLso fue de 3 649 mg. L? en sedimentos marinos usando el “erizo de mar”
Lytechinus variegatus. En el presente estudio se ha establecido una DLsg de 10.73 % de la
concentracion del elutriado, que es equivalente a 10 730 mg. L™, esta toxicidad aguda
superior a los 10 000 mg. L es considerada moderadamente tdxica por Cerdn (2013) por
presentar a esta concentracion lisis y/o deformacion de los embriones de Lytechinus
variegatus. El valor de la DLso obtenido del elutriado se considera alto si se compara con los
DLso registrados para el erizo Arbacia spatuligera que obtuvo 4.69 mg. L™* Rudolph et al.
(2005) y para Paracentrotus lividus (entre 0.016 mg. L™ y 0.069 mg. L) Lera et al., (2006).
Por lo tanto, se puede establecer que los “erizos de mar” reaccionan de diferente manera al
contaminante de referencia. Esto puede deberse al lugar de colecta del organismo, lo que
posibilita que el organismo sea menos 0 mas tolerante que otros tal como lo menciona King
y Riddle (2001). Otro factor observado, es la sensibilidad de los erizos a diferentes tdxicos,
generando que los valores de la DLso varien (lanaconne y Alvarifio, 2007) y finalmente las

condiciones del experimento.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES

De la caracterizacion fisico quimica del elutriado extraido del sedimento procedente de
la zona costera de Carquin se determiné que esta presentd poca oxigenacion (1.17 mg.
L), una presencia de amonio (2.2 mg. L) en cantidades toxicas y altas concentraciones
de sulfatos (160.5 mg. L™). Con estos parametros el elutriado afecta el desarrollo

embrionario del “erizo de mar” T. niger.

De la evaluacion del efecto antimitético en el desarrollo embrionario de T. niger se
determind un alto porcentaje de células sin division (80.2 %), una ausencia de estadios
prisma y pluteus en los T1 y T2, asi como, un alto porcentaje de embriones muertos y
andmalos en todos los tratamientos a medida que las concentraciones del elutriado
aumentan, lo que reflejan la alta sensibilidad del bioensayo con embriones de erizo para

detectar contaminantes presentes en el elutriado.

Se obtuvo malformaciones embrionarias por efecto a la exposicion con el elutriado,
siendo los embriones con blastomeros disgregados la anomalia mas frecuente,
registrdndose para los cuatro tratamientos; asi T1 presento un 7.8 %, T2 presento 5.2
%, mientras que el T3 fue el que registrd el mayor porcentaje para esta anomalia (10.52
%) y para T4 5.2 %.

De lo evaluado en la prueba de toxicidad aguda en T. niger se obtuvo que el elutriado

extraido del sedimento marino presenta una toxicidad moderada con un DLsg

equivalente a 10 730 mg. L.
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CAPITULO VI: RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar un monitoreo, midiendo algunos pardmetros fisicoquimicos en la
zona costera de la caleta de Carquin, con la finalidad de establecer las fluctuaciones de
los efluentes enviados por las plantas harineras de pescado que perjudican
principalmente a las poblaciones bentdnicas locales.

Se debe realizar una caracterizacion quimica de los metales pesados contenidos en el
elutriado, para poder establecer la relacion con las anomalias detectadas en los embriones
de T. niger.

Se debe de controlar la temperatura en toda la investigacion, dado que su variacion podria
provocar alteraciones en el desarrollo embrionario de T. niger como las obtenidas y

corregidas en esta investigacion.

Se recomienda contar con una poblacion considerable de erizos de mar (n=25), con la
finalidad de asegurarse de porciones parejas de especimenes macho y hembras para la

investigacion.
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TERMINOLOGIA

Los términos descritos a continuacién han sido extraidos del articulo “Protocolo del test de
toxicidad de sedimentos marinos con larvas del erizo de mar Paracentrotus lividus de

Garmendia, Menchaca, Belzunce y Revilla (2009).

— Control: Esta referido dentro de una investigacion a las condiciones y factores que
generalmente no estan afectados directamente con el experimento, presentando las
condiciones basicas o especificas de analisis. El tratamiento control debe mostrar
todas las formas de la exposicion, sin tener el contaminante a estudiar. El

tratamiento control permite verificar los efectos externos de la prueba en anélisis

(pag. 3).

— DLso: Es la concentracion que muestra el 50% de la muerte de la poblacién en
estudio. Presenta sindnimos dependiendo del efecto, pudiendo ser: Concentracion
letal media (LCso), Concentracion de inhibicién media (Clso) (pag. 3).

— Elutriado: Es la solucion que se obtiene cuando se mezcla una sustancia sélida con
liquidos, principalmente agua destilada, sometiéndolo a agitacién. Se habla
especialmente de agua destilada o agua natural. Posteriormente la mezcla obtenida
se centrifuga a revoluciones estandares (pag. 3).

— Exposicién: Referido a la unién o contacto de los organismos (larvas de erizo negro)
con las muestras de estudio (elutriado) (pag. 3).

— Muestra: Sustancia (disolucion o sedimento) que es analizada en la investigacion

(pag. 3).
— Sensibilidad toxica: Conocida también como intolerancia ambiental y esta

relacionada a la exposicion de un organismo a diversas sustancias toxicas en bajas

concentraciones.
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— Toxicidad: Propiedad que refiere una sustancia de provocar efectos adversos a
organismos vivos. El efecto que puede ocasionar puede ser la muerte del organismo

(letal) o ser subletal (pag. 3).
— Toxico de referencia: Sustancia quimica utilizada para evaluar la afeccion de los

organismos utilizados en los bioensayos. Pudiera ser lo que contiene el elutriado

debidamente caracterizado (pag. 3).

— Variable objetivo: Criterio establecido para determinar la finalizacion de un test y
que generalmente es la mortalidad del individuo en estudio (pag. 3).
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APENDICES

Apéndice 1.

Prueba de Tukey del tratamiento y el porcentaje de clivaje celular

Porcentaje del clivaje celular

HSD Tukey*®
Subconjunto
Tratamientos N 1 2
control 18 16,7778
Tratamiento 4 18 16,7778
Tratamiento 2 18 16,8333
Tratamiento 1 18 16,8889
Tratamiento 3 18 20,0000
Sig. ,999 1,000
. Alfa = .05,
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Apéndice 2.

Prueba de Tukey de las células en division y el porcentaje de divison celular

Porcentaje del clivaje celular

HSD Tukey?®?
Subconjunto
celulas N 1 2 3 4 5 6
2 células 15  1,2667
4 células 15 5,1333
8 células 15 8,8000
16 células 15 21,8667
sin dividir 15 31,8000
32 células 15 35,8667
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = 1,444,

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 15,000.

b. Alfa =.05.
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Prueba de Tukey de los estadios y su porcentaje

Apéndice 3.

Porcentaje
HSD Tukey*”
Subconjunto
estadio N 1 2 3
pluteus 15 9,1400
blastula 15 9,8133 9,8133
prisma 15 10,4933
gastrula 15 20,1067
Sig. ,167 ,161 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
El término de error es la media cuadratica (Error) = ,764.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 15,000.

b. Alfa =.05.
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Apéndice 4.

Desarrollo normal embrionario del erizo de mar

Es u proceso donde se unen los gametosnfemeninos y
masculinos del erizo de mar y se caracteriza por la
Fecundacion presencia de una membrana de fertilizacion y al
microscopio de denota un halo oscuro que rodea al hubo

formado.

) Cuando se realiza la fecundacidn, las células comienzan
Primera

a dividirse de manera secuencial, esto podria ser
escision
inhibido por una serie de sustancias toxicas presentes en

los efluentes evaluados.

Suele presentarse malformaciones en el desarrollo

embrionario y esto principalmente por una polispermia.

Presencia  de pggta polispermia es consecuencia del ingreso de

polispermia abundantes gametos masculinos en un solo gameto
femenino y que por multiplicacion generan
abultamientos irregulares en el embrion.
Se realizan divisiones sucesivas en el huevo fertilizado
, alcanzando inicialmente la forma de bléstula.
Blastula 'y _ _ o
Posteriormente, esta sufrird modificaciones que la
Gastrula

podran identificar en la etapa de gastrula.

Las formas pluteus son casi transparentes y presentan
Larva pluteus  una especie de esqueleto; asu vez, se le identifica por
los movimientos de desplazamiento que realiza en el

medio liquido.

Fuente: Kobayashi (1971, 2004)
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Apéndice 5

Registro fotografico de la investigacion

Lugar de la toma de muestra del sedimento. Se observa las empresas pesqueras en la Caleta
de Carquin
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Analisis fisicoquimicos del elutriado en el laboratorio de Microbiologia y Biotecnologia de
la UCSS.
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Extraccion del elutriado y su caracterizacion fisica en el Laboratorio de Microbiologia y
Biotecnologia de la UCSS
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Extraccién de los gametos masculinos de T. niger
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