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RESUMEN

La investigacion busco determinar el riesgo ambiental del cadmio y cromo utilizando el erizo
mar Tetrapygus niger (Molina 1782), y evaluar los efectos en el desarrollo embrionario. Este
se inicio con la preparacion de agua de mar sintética y extraccion de gametos de los erizos.
Una vez obtenidos estos elementos, se procedié a realizar la prueba de toxicidad aguda
exponiendo 1 ml de suspension de oOvulos y 10 pl de masa espermatica a cinco
concentraciones diferentes de cada metal pesado: Cd (2 000, 4 000, 8 000, 1 600 y 32 000
ug. 1), Cr (31,23, 62,5, 125, 250 y 500 pg. IY). Asimismo, se evalud el desarrollo
embrionario a partir de una solucion patrén a base de 2 ml de suspension de évulos y 0,1 mi
de espermatozoides. Posteriormente, se procedié agregar 1,0 ml de la solucién patrén al
control y a las muestras contaminadas (Cd: 0,5, 1, 5, 10 mg.I"%) (Cr: 0,01, 0,05, 0,1, 0,5 mg.I°
1), realizando los conteos durante 48 horas. Se obtuvo el valor de la DLso tanto para el Cd
(41,770 mg.I'Y) como para el Cr (0,443 mg.I"%); asi como el riesgo ambiental, el cual se
obtuvo dividiendo el menor DLsg entre un factor (el cual fue 10) para luego volverlo a dividir
entre el CEE, siendo este el ECA para aguas Categoria 4, E3. El riesgo resultante para el Cd
fue de 0,0027607, mientras que para el Cr fue de 2,24502166; este ultimo exhibe un riesgo
ecoldgico alto para el ecosistema ya que es mayor a uno, a diferencia del Cd, que presenta
un riesgo ecologico bajo al ser menor a uno. Igualmente, dentro de los resultados obtenidos
en el desarrollo embrionario, se encontré que el Cr a las 48 horas presento una tasa de
malformaciones del 23,3 % a 0,05 mg.I"* y una mortalidad total en la concentracion de 0,5

mg.I"; siendo estas mayores que las obtenidas en el Cd y el control.

Palabras Clave: Tetrapygus niger, cadmio, cromo, dosis letal media, riesgo ambiental,

desarrollo embrionario, agua de mar sintética.



ABSTRACT

The research determined the environmental risk of cadmium and chromium by using the sea
urchin Tetrapygus niger (Molina 1782), as well as the effects on their embryonic
development. This began with the preparation of synthetic seawater and the extraction of
gametes from sea urchins. Once these elements were obtained, the acute toxicity test was
carried out exposing 1 ml of egg suspension and 10 pl of sperm mass to five different
concentrations for each heavy metal: Cd (2 000, 4 000, 8 000, 1 600 and 32 000 pg. I'%), Cr
(31,23, 62,5, 125, 250 and 500 pg. I'Y). The same, embryonic development was evaluated
from a standard solution based on 2 ml of egg suspension and 0.1 ml of sperm. Subsequently,
1.0 ml of the standard solution was added to the control and to the contaminated samples
(Cd: 0.5,1, 5,10 mg.I-1) (Cr: 0.01, 0.05, 0, 1, 0.5 mg.I-1), counting for 48 hours. The LD50
value was obtained for both Cd (41,770 mg.l-1) and Cr (0.443 mg.l-1); as well as the
environmental risk, which was obtained by dividing the lower LD50 by a factor (which was
10) and then dividing it again by the CEE, which was the ECA for Category 4, E3 waters.
The resulting risk for Cd was 0.0027607, and for Cr was 2.24502166; The latter displays a
high ecological risk for the ecosystem since it is greater than one, unlike Cd, which presents
a low ecological risk as it is less than one. Also, the results obtained in embryonic
development, shows that Cr at 48 hours presented a malformation rate of 23.3 % at 0,05
mg.I"t and total mortality at the concentration of 0,5 mg.I}; these being greater than those

obtained in the Cd and the control.

Key Words: Tetrapygus niger, cadmium, chromium, median lethal dose, environmental risk,

embryonic development, synthetic seawater.
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INTRODUCCION

En diferentes partes del litoral se concentran diversas actividades como la industria pesquera,
manufacturera, minera, entre otras, las cuales descargan sus aguas residuales de manera
directa o indirecta al litoral, afectando el ambiente marino su biodiversidad y la zona costera.
En algunos puertos del Perd, las condiciones ambientales indican que las aguas costeras se
encuentran en proceso de deterioro (Cerna y Lopez, 2013). La mayoria de estos
contaminantes son bioacumulados en los 6rganos y tejidos blandos de peces, moluscos y
algas presentes en el litoral, llegando al hombre a través de la cadena alimenticia (Rodriguez,
2010).

Esto es ratificado por Hernandez (2015) que hace referencia a diversos trabajos sobre la
concentracion de diferentes elementos quimicos en distintos grupos bioldgicos y ambientes
marinos. Un ejemplo es el trabajo realizado por Rodriguez (2010), quien sefiala que los
metales pesados tales como el cadmio y el cromo, se encuentran en trazas, disueltos en el
agua de mar a concentraciones menores de 1 mg.I" siendo incrementados por la
contaminacion antropogénica, como coloides particulados, solidos en suspension, entre

otros.

Los metales pesados se encuentran en una reaccion de equilibrio en el medio acuatico y con
frecuencia se acumulan en los tejidos blandos de los organismos vivos presentes en este
ecosistema, causando inhibicion enzimatica, teratologica, malformaciones y ocasionando la
muerte. Estos metales al combinarse entre ellos ocasionan diferentes efectos ya sean

sinérgicos, antagonistas entre otros (Morais et al., 2012).

En este sentido, resulta de alto interés conocer de qué manera afectan los metales pesados al
ambiente marino y en especial a organismos sesiles debido a que estos son sensibles a los
cambios bidticos y abidticos que ocurren en las zonas marino-costeras. Esto hace que los

“erizos de mar” sean considerados por la agencia europea como modelos alternativos debido



a que respetan los objetivos de las tres erres que son reduccion, refinamiento y reemplazo de

experimento con animales (Agnello et al., 2017).

Los erizos de mar han sido ampliamente usados para ensayos con metales pesados y son
considerados como un bioindicador debido a que tienen una gran sensibilidad a los cambios
fisicos y quimicos, a su vez también son de facil acceso debido a que se adhieren a las

formaciones rocosas presentes en los mares (Chiarelli et al., 2014).

Los metales pesados usados como toxicos de referencia se escogieron debido a que en los
trabajos realizados por Sanchez et al. (2008) y el Gobierno Regional del Callao (2013)
muestran resultados elevados para el Cadmio en la zona del Callao, superando en gran
cantidad a lo establecido por el estandar de calidad de agua (Ministerio del Ambiente
[MINAM], 2017), de igual manera ocurre con el Cromo; aparte de esto también se los
escogieron debido a que existen pocos estudios que mencionen trabajos realizados con estos
en el pais.

En este contexto, el objetivo del presente estudio es, utilizando gametos y embriones del
erizo de mar T. Niger someterlos a los toxicos de referencia cadmio y cromo a fin de
determinar el riesgo ambiental de estos metales y los efectos en el desarrollo embrionario de

T. Niger.



OBJETIVOS

Objetivos Generales

Determinar el riesgo ambiental del cadmio y cromo utilizando el erizo de mar Tetrapygus

niger y los efectos en su desarrollo embrionario

Obijetivos Especificos

- Determinar la toxicidad aguda del Cadmio y Cromo en gametos de T. niger
- Determinar el riesgo ecologico (RQ) de los metales pesados Cadmio y Cromo.
- Evaluar el efecto de los metales pesados Cadmio y Cromo en el desarrollo

embrionario del erizo de mar T. niger.



CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes

Garmendia, et al. (2009) elabor6 un protocolo que tuvo como objetivo principal evaluar el
efecto toxicoldgico de sedimentos marinos utilizando al erizo de mar Paracentrotus lividus
(Lamarck 1816). La metodologia indico que para la obtencion de gametos primero
determinaron el namero suficientes de erizos que aseguren al menos un individuo macho y
hembra con gametos de buena calidad, para luego proceder a la extraccion de los mismos
mediante una inyeccion de 1 ml de KCI 0,5 M a través del peristoma. Una vez obtenidas las
muestras, procedieron a fecundarlas agregando los ovocitos en una probeta con
aproximadamente 100 ml de agua de mar filtrada, posteriormente, cuando la concentracion
estuvo homogénea y densa, afiadieron una gota de esperma y agitaron muy suavemente
dejando reposar las probetas por un tiempo entre 5 y 10 minutos. Finalmente, calcularon la
efectividad de la fecundacion extrayendo 20 ul de cada replica para depositarla
separadamente sobre una porta objeto cuadriculado, realizando el conteo de nimero de
ovocitos fecundados frente al total de ovocitos de cada replica, obteniendo un promedio
mayor al 90 %, parametro que permitid el calculo de la densidad de 25 huevos.ml™ en vasos
de 20 ml. A partir del cultivo de huevos recién fecundados y las muestras de elutriador y
control, fueron trasvasadas del cultivo a las seis réplicas por muestras y 11 de control (las
cuales contenian 20 ml de elutriado) para introducirlas en la cdmara incubadora donde
permanecieron durante 48 horas a una temperatura de 20 °C. Tras 4 horas retiraron los vasos
de la cAmara y afiadieron de tres a cinco gotas de formol al 40 % para detener el desarrollo
larval, de esta manera contabilizaron el nimero de larvas plateos normales entre las 100
primeras observadas. los autores concluyeron que, para considerar el bioensayo valido en el
control, la efectividad de embriogénesis debe ser igual o mayor al 90 %. Al confirmarse este
criterio, y para clasificar la muestra como toxica, la reduccion debe exceder en mas del 20
% respecto al control, asi como de las diferencias significativas (p<0,05). Segun la necesidad
de comprobacion se aplicaran diferentes pruebas; como por ejemplo el test de Tukey, si es

que se pretende comparar muestras entre si.



Kobayashi y Okamura (2004) realizaron una investigacion en la Universidad de Doshisha
en Kyoto, Japon referida a los efectos de los metales pesados en el desarrollo embrionario
del erizo de mar, la cual tuvo como objetivo evaluar la toxicidad de las aguas contaminadas
originadas en una mina de plomo en desuso mediante bioensayos de erizo de mar y analisis
de metales pesados. Para el andlisis se usaron dos muestras de efluentes mineros cercanos y
una muestra de agua de mar no contaminada; observando que las muestras de los efluentes
mineros tuvieron una presencia mas alta de Mn, Pb, Cd, Zn, Cr, Ni, Fe y Cu que la muestra
de agua de mar. En este caso la metodologia usada para obtener los ovocitos y las espermas
consistio en inyectar 0,1 M (ca. 0,3 ml) de cloruro de acetilcolina en la cavidad del erizo,
luego se procedid con la fecundacion, y finalmente los embriones fueron contaminados
usando sales de cada uno de los metales encontrados en las muestras combinadas con agua
de mar sintética. Los resultados indicaron que en las muestras de andlisis, el zinc no presento
una amplia variacion a diferencia de los demas metales; ademas, al compararlo con las
diferentes muestras, el zinc a una concentracion de 480 pg.l"! inhibe completamente el
desarrollo embrionario mientras que a una concentracion de 7,2 pg.l* fueron observados
efectos inhibidores; en cambio, en una concentracion de rango de 14 — 240 pg.I* fueron
observadas anormalidades como la exogéstrula, llegando incluso a generar un efecto
retardado en la fecundacién. Los autores concluyeron que el zinc y otros metales pesados
como el manganeso y el niquel son posibles sustancias causantes de una serie de anomalias
en el desarrollo de embriones de erizo de mar, lo que ofrece la posibilidad de realizar ensayos

sensibles para la investigacion y el monitoreo.

Fernandez (2002) realiz6 una investigacion en la Universidad de la Corufia, Espafia basada
en la evaluacion bioldgica de la contaminacion marina costera mediante bioensayos con la
finalidad de estandarizar una prueba con embriones y larvas del erizo de mar P. lividus; de
esta manera buscé determinar la sensibilidad de los embriones para asi detectar la toxicidad
producida por los cationes bivalentes de mercurio, cobre, plomo y cadmio. Para este efecto,
los gametos fueron extraidos directamente de las gonadas con una pipeta, previamente
diseccionados por el plano ecuatorial; y para asegurar su viabilidad, fue comprobado en el
microscopio que el esperma fuese mavil y los huevos redondos. En un periodo por debajo
de 30 minutos, los dvulos fueron introducidos en una probeta con agua de mar de control y
fueron fecundados con una alicuota de esperma; luego fueron agitados suavemente con un

émbolo para facilitar la mezcla de los gametos. Transcurridos unos segundos, se tomaron 4
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muestras de 20 pl y fue calculada la densidad de embriones y el porcentaje de fecundacion
media. Si este porcentaje hubiera sido bajo, se tendria que hacer una correccion en los
resultados finales, ya que de lo contrario estaria sobreestimada la mortalidad debida al toxico
estudiado. Los huevos fecundados fueron introducidos en recipientes de 20 ml conteniendo
las soluciones experimentales a una densidad de 20-30 huevos/ml™?. Cabe resaltar que se
usaron recipientes de polipropileno para el mercurio, mientras que, para el resto de metales
pesados, bioensayos con muestras naturales y demas compuestos organicos se usaron de
vidrio. Para las pruebas con toxicos individuales fueron establecidas cinco concentraciones
en progresion geométrica: la CEso esperada, dos por encima y dos por debajo de esta. La
solucion patron fue preparada en agua bidestilada 10 veces mas concentrada que la
concentracion experimental mas alta; y a partir de ella, por dilucién con agua de mar
sintética, se obtuvieron las deméas concentraciones. Los resultados indican que el grado de
inhibicion no fue igual para todas las concentraciones toxicas, sino que a concentraciones
cada vez mas altas se detuvo el desarrollo en estados embrionarios cada vez mas tempranos.
Ademas, se establecid el siguiente orden de toxicidad en el que el mercurio fue el mas toxico
fue el mercurio, seguido del cobre, plomo y finalmente del cadmio. El autor concluyé que
Hg y Cu inhiben la embriogénesis a concentraciones del orden de decenas de ppb, el Pb a

centenas de ppm y el Cd a unidades de ppm.

Lorenzo et al. (2002) realiz6 una investigacion en la Universidad de Vigo en Galicia, Espafia
cuyo objetivo fue evaluar el efecto de los &cidos himicos sobre la especiacion y toxicidad
del cobre usando larvas de Paracentrotus lividus (Lamarck 1816) en agua de mar. La
solucion madre de acido hdmico (1,0 g.I%) fue preparada disolviendo la sal de sodio en una
solucion de 4x10° M NaOH, y fue almacenada a 4 °C en oscuridad para evitar el
envejecimiento fotoquimico; mientras que las soluciones experimentales diluidas fueron
preparadas en agua de mar sintética definida quimicamente por el autor. Los erizos de mar
adultos fueron recolectados de una poblacion submareal en Canido, Espafia. Los gametos
fueron obtenidos mediante diseccién de un solo par de adultos, verificando su madurez
mediante un microscopio. Posteriormente, fueron tomadas cinco muestras de 50 pl para
registrar el éxito de la fertilizacion y la densidad del huevo bajo el microscopio, por lo que
cuatrocientos huevos fueron entregados en viales de polipropileno de 20 ml. Fueron
analizadas cinco replicas por los seis tratamientos y cinco blancos de agua de mar sintética

para cada experimento. Los resultados evidenciaron que hubo una disminucion notable en



los efectos toxicos de las soluciones de Cu para las larvas de P. lividus con cantidades
crecientes de acido humico (HA), vale decir, que para el Cu la inhibicion del crecimiento
tuvo un umbral més bajo que la inhibicion de la embriogénesis, lo que significa que el
crecimiento larvario fue una variable o un endpoint mas sensible para evaluar la toxicidad
del Cu. Ademas, buscaron determinar mediante un modelo logistico que utilizé los datos
estadisticos obtenido de las pruebas de Levene, Kolmogorov-Smirnov y Dunbett, si las
diferencias entre lo observado y los valores previstos se reducen significativamente cuando
la toxicidad se expresa en funcion de Cu labil en lugar de Cu total. La prueba F realizada
muestra una significante mejora en el éxito predictivo del nuevo modelo (P= 0,0008 y
p<0,0001 para el desarrollo y crecimiento larvario respectivamente), lo que significa que la
concentracion de Cu labil es mejor predictor de la toxicidad del Cu en presencia de HA que
la concentracion total de Cu. Los autores concluyeron que la adicién de HA causa una
disminucion en el pico de la corriente maxima en los voltamogramas; en este proceso,
normalmente atribuido a la formacion de complejos no volatiles entre Cu y HA, fue también
verificado un aumento en el ancho del pico y un ligero cambio en el potencial maximo hacia

valores méas negativos.

Pagano et al. (1983) realizaron su investigacion en el Instituto por el Estudio y la Cura del
Tumor en Néapoles, Italia. Tuvieron como objetivo evaluar los efectos del cromo trivalente
y hexavalente en el erizo de mar. La metodologia para la preparacion de las muestras
contaminadas no solo usd cromato de sodio mezclado en agua de mar filtrada, también
incluyeron pretratamientos a la masa espermatica (dos minutos expuesto al toxico de
referencia) y a los 6vulos previos a la fecundacion (10 minutos expuesto al toxico de
referencia), los cuales fueron expuestos a los contaminantes de la prueba en diferentes
intervalos. Los autores observaron los defectos del desarrollo por el pretratamiento, debido
a que esta sustancia inflige un dafio genético al esperma. Los resultados de la investigacién
evidenciaron que la exposicion de los embriones al cromo hexavalente en una proporcion
mayor a 10“ M, ocasionan que el desarrollo esquelético sea totalmente suprimido.
Asimismo, que una exposicion temprana, entre los primeros 10 a 30 minutos, a una
concentracion menor de 10° M permite a los embriones recuperarse; en cambio al
exponerlos de manera tardia al cromato en una concentracion mayor a 10™* M inhibe
completamente el desarrollo larval. En consecuencia, los autores determinaron que a una

mayor concentracion de Cr hexavalente menor es la tasa de fertilizacion y mayor la tasa de



malformaciones; para el caso del Cr trivalente se determind que no generd dafios en el
desarrollo o0 anormalidades; sin embargo, el resultado mas relevante fue que al pre-tratar la
masa espermatica a una concentracion mayor a 10° M, el ratio de fertilizacion resultd
claramente inhibido. Los autores concluyeron que los efectos del cromato fueron
directamente proporcionales a la concentracién y al tiempo de exposicion, en cambio el

cromo trivalente afectd directamente al espermatozoide haciéndolo ineficiente.

Pagano et al. (1982) realizaron otra investigacién en el Instituto por el Estudio y la Cura del
Tumor en Napoles, donde estudiaron la fertilizacion y el desarrollo larval en gametos y
embriones de erizos de mar expuestos al cadmio; siendo su principal objetivo establecer la
relacion entre la teratogenicidad y la posible mutagenicidad entre el cadmio y el erizo de
mar. Como parte de la metodologia fueron realizados pretratamientos, antes de la
fecundacién, tanto a la masa espermatica como a los 6vulos, los cuales fueron expuestos a
los contaminantes del test en diferentes intervalos. EI cadmio fue disuelto con agua destilada
y agua de mar para las soluciones stock; mientras que las observaciones fueron realizadas
alrededor de las 24 horas para escision o cleavage y 48 horas para pluteos. Los resultados
obtenidos indicaron que al exponer los embriones al Cd en el rango de concentraciones de
5x107° molar (M) a 5x10** molar (M) daba como resultado un dafio a nivel esquelético; asi
mismo, la severidad increment6 en funcion a la concentracién de Cd, de tal manera que
cuando fue expuesta a una concentracion de 10°M la fertilizacion fue paralizada, mientras
que una concentracion menor de 10* M tuvo como resultado algunos efectos inconsistentes,
sugiriendo una diversidad de efectos del Cd en los espermatozoides y los 6vulos. A su vez,
cuando los dvulos fueron pretratados con concentraciones de 10°M a 10* M, los resultados
presentaron un ligero cambio en el ratio de fertilizacion; igualmente, los espermatozoides al
pre-tratarlos en cortos periodos de exposicion y a altos niveles de concentracion presentaron
una disminucién en el ratio de fertilizacion. Los autores concluyeron que el aspecto mas
relevante del impacto ambiental del Cd fue el efecto de la capacidad de fertilizacion del

esperma. Este fue el Unico efecto que pudo observarse para bajas concentraciones de Cd.

Paredes (2016) en la investigacion realizada en la Universidad Nacional Agraria La Molina,
Lima, Pert evaluo el riesgo ecologico del sulfato de bario empleando la respuesta

ecotoxicoldgica de 12 organismos destinatarios. Las pruebas ecotoxicoldgicas incluyeron a



las microalgas Isochrysis sp., Chlorella sp., las plantas terrestres Medicago sativa y Zea
mays, los crustaceos Daphnia sp., Emerita analoga (Stimpson 1857) y Apohyale sp., el
equinodermo Tetrapygus niger, el insecto acuatico Chironomus Calligraphus, y los peces
Odontesthes regia regia (Humbolt 1821), Poecilia reticulata (Peters 1859) y Paracheirodon
innesi (Myers 1936). Fueron realizadas mediciones segun los pardmetros y protocolos para
las pruebas de determinacion del riesgo ecoldgico, siguiendo las pautas y recomendaciones
de la United States Environmental Protection Agency y demas autores. Los resultados del
sulfato de bario y otras formas determinaron un efecto perjudicial en el desarrollo celular de
la microalga Chlorella sp. (96 h), registro una concentracién de inhibicion media (Clso) de
0,1 g.I' y una concentracion efectiva no observable (NOEC) de 0,02 g.I%. El autor concluy6
que existe alto riesgo ecologico (RQ) del sulfato de bario (RQ = 1,224) empleando la

respuesta ecotoxicolégica de doce organismos no destinatarios.

El Gobierno Regional del Callao (2013) en su informe sobre el estudio oceanogréafico de la
bahia del Callao, Ventanilla y zonas de influencia, “realiz6 una determinacion sobre la
situacion oceanogréfica de la Provincia Constitucional del Callao, Per(”; que permitira
establecer un sistema para la planificacion y planeamiento para la zona costera. En el estudio
fueron usados procedimientos de andlisis de mapas batimétricos, caracterizacion de la
geomorfologia del litoral y fondo marino, caracterizacion de los factores fisicoquimicos,
estudio de los procesos de contaminacion y anélisis de calidad ambiental del ecosistema,
analisis de la erosion y sedimentacion, zonificacién de los ecosistemas marino costeros,
diversidad bioldgica maritima, pesca y maricultura. Entre los resultados méas notables,
obtuvo que las concentraciones de los metales pesados presentes en los sedimentos muestran
lo siguiente: el cobre indica un valor medio de 27,46 pg.g2, los cuales no exceden la tabla
de proteccion costera de los estados unidos; el cadmio presenté un valor medio de 5,14 pg.g-
! superando este valor la dosis letal minima para producir efectos bioldgicos desfavorables
a los organismos acuaticos estipulado por la USEPA; el plomo (3,32 pg.g?), hierro (2,12
%), zinc (114,71 pg.g™) y manganeso (250 pg.gl) no superaron las concentraciones
estipuladas en esta tabla. El informe presenté como conclusiones que el area de estudio
present6 niveles de contaminacion, principalmente causada por los cauces de los rios que
desembocan en el océano pacifico y a los colectores, declarados y clandestinos. A pesar de
ello, las trazas de metales pesados no superaron los niveles indicados para las 3 subcategorias

de la categoria 2 y 4.



Sanchez, et al. (2008) fij6 como objetivos en la evaluacién ambiental en zonas marinas
costeras del Peru realizada en la Bahia del Callao, Peru, evaluaron con respecto al agua de
mar, sus parametros ambientales fisicos, quimicos, los indicadores de contaminacion
microbiologica, las trazas de metales pesados en sedimentos y organismos, entre otros.
Establecieron 17 estaciones hidrogréaficas donde se recolectaron diferentes muestras
utilizando métodos propios del Instituto del Mar del Peru, también se registré la temperatura,
salinidad, circulaciéon marina con direccién e intensidad de flujos, oxigeno disuelto, pH,
nutrientes, sélidos suspendidos, aceites y grasas, sulfuros de hidrégeno, demanda bioldgica
de oxigeno (DBOs) y coliformes. En las estaciones ya preestablecidas, se tomaron muestras
para analisis de hidrocarburo (petrdleo) y trazas de metales. Se obtuvo, del fondo marino,
presencia de Cd (0,81 - 5,47 mg.g%), Pb (12,00 - 120,25 mg.g%), Cu (7,72 - 74,7 mg.gt) y
Zn (8,94 - 197,16 mg.g). Las concentraciones elevadas se encontraron alrededor del
terminal portuario del Callao y la desembocadura del rio Rimac, mientras que las
concentraciones bajas fueron encontrados cerca a la isla San Lorenzo. También, se evaluaron
trazas de metal en tres musculos: “almeja”, “Gari solida”; “pique” o “seforita”, el “caracol
negro” y otros. La calidad del agua de la bahia del Callao se ve deterioradad debido a los
diferentes tipos de efluentes industriales y domesticos como también las aguas del rio Rimac
que llevan consigo carga contaminante, asiendo que se sobrepase los limites permisibles de
la Ley General de aguas. Los autores concluyeron que se ha mantenido la clasificacion de la
bahia en contaminacidn grave de tipo cronica al no haber una disminucion su contaminacion
en los ultimos 22 afios. De esto surge la necesidad de planificar y aplicar medidas de

saneamiento directas e indirectas.

Olaechea, et al. (2006) mediante una investigacion en el Laboratorio de Biologia de
Desarrollo de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Ricardo Palma en Lima,
Per0, analizé el desarrollo embrionario de Tetrapygus niger “erizo negro” en diferentes
temperaturas con el objetivo principal de caracterizar las etapas del desarrollo embrionario
en temperaturas contraladas de 5 °C, 10 °C y 15 °C. La metodologia empleada se baso en la
obtencion de gametos al inyectar 0,2 ml de KCI (0,53M) con el fin de inducir su liberacion.
Se caracterizaron los espermatozoides como una secrecion blanca, mientras que los ovocitos

COMO una secrecion rojiza; los ovocitos fueron mantenidos en agua de mar mientras que la
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masa espermatica fue mantenida en seco. En la fertilizacion, se colocé en un vial 2 ml de
suspension de ovocitos, a la que se agregd 0,1 ml de la suspension patron de espermatozoides
y diluido hasta 150 ml con agua de mar filtrada. Luego fueron colocadas 3 gotas del vial en
una lamina base cubriéndola con una laminilla y fueron contados 100 embriones cada 30
minutos hasta visualizar el estadio de pluteos. Como resultado, los zigotos iniciaron la
segmentacion en todos los bioensayos, pero solo llegaron hasta el estadio de plateos los que
fueron expuestos a 10 °C y 15 °C. Los autores llegaron a la conclusion que los zigotos
expuestos a 15 °C presentaron el menor tiempo de desarrollo, siendo este de 120 horas; a

comparacion de los zigotos expuestos a 10 °C que les tomd un tiempo de 345,5 horas.

1.2.  Bases tedricas especializadas

1.2.1. Organismos bioindicadores

Un bioindicador es un organismo que contiene informacion sobre la calidad del medio
ambiente o parte de él, es decir, son especies sensibles a procesos o contaminantes que
pueden generar un cambio en la biodiversidad de un medio especifico. Asimismo, pueden
ser usados como sustitutos de comunidades mas grandes, permitiéndoles ser un indicador de

la condicion de un hébitat en particular (Markert et al.,2003).

De acuerdo con el modo de accion, el bioindicador se clasifica en indicadores de
acumulacion, que son organismos que acumulan uno o mas elementos y/o componentes del
medio ambiente, e indicadores de efecto o impacto, que son organismos que demuestran
efectos especificos y no especificos en respuesta a la exposicidén de ciertos elementos,
componentes o sustancias; algunos de estos efectos pueden incluir cambios en la morfologia,

histologia, estructura celular, entre otros (Markert et al., 2003).

1.2.2. Phylum equinoderma

Los animales pertenecientes a este phylum son netamente marinos, se caracterizan por tener
una simetria pentarradial, un esqueleto de calcita y un sistema vascular acuifero el cual

regula la alimentacion, movimiento y demas funciones. También se resalta que los
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equinodermos cuentan con un sistema circulatorio hermal, sistema digestivo completo y
sistema nervioso descentralizado. Los equinodermos pueden ser encontrados en cualquier
tipo de ambiente marino, incluso los extremos y también en profundidades abismales
mayores a 11 000 m. Este phylum tiene un total de 20 000 especies siendo 7 000 vivientes

descritas hasta el momento y 13 000 fosiles (Solis-Marin et al., 2014).

Clase de equinodermos

Los equinodermos se dividen en cinco clases, las cuales se mencionan en la Tabla 1.

Tabla 1

Clases de equinodermos

Clases Nombres comunes

Crinoideos Lirios de mar y estrellas plumas
Asteroideos Estrellas de mar

Ophiuroideos Cestas de mar u ofiuras

Equinoideos Erizos de mar, bizcochos de mar entre otros
Holoturuoideos Pepinos de mar

Fuente: Espinoza (2018).

Erizo de mar

Los erizos de mar son invertebrados marinos que se caracterizan por tener una morfologia
con simetria pentarradial y poseer un sistema ambulacral que les permite la locomocién.
Presentan un caparazon de forma globosa dividido en diez placas de naturaleza calcarea
unidas fuertemente entre si y cubiertas por puas de longitud variable. Sobre cinco de estas
placas se encuentran unos apéndices muy caracteristicos, los pies ambulacrales, que les
permiten desplazarse incluso por superficies verticales. Las otras cinco placas, de mayor
tamafo, se denominan interradiales o interambulacrales bajo las que se encuentran las
gonadas, que se extienden desde el polo oral al aboral, comunicandose con el exterior a
través de un canal que atraviesa el caparazon a nivel de las placas que rodean el ano
(Fernandez, 2002).
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Erizos en el Pert

En la Tabla 2 se puede observar las diferentes especies de erizos en el Perd.

Tabla 2

Erizos en el Peru

Familia Especies
Arbaciidae Tetrapygus niger

Arbacia spatuligera (Valenciennes 1846)
Parachinidae Loxechinus albus (Molina 1782)
Echinometridae Carnocentrotus gibbosus (L. Agassiz 1846)

Fuente: Espinoza (2018).

Ciclo de vida del Erizo de Mar

El ciclo de vida de los erizos de mar consta de las siguientes etapas:

o Fertilizacion del huevo.

o Desarrollo a través de la blastula y la gastrula hasta el pluteo.

o Crecimiento y desarrollo del pluteo alimenticio a una larva madura.
o Desarrollo del embrion del erizo dentro de la larva en crecimiento.
o Metamorfosis

o Crecimiento del erizo joven a un adulto reproductivo

Esta secuencia no es continua con las estructuras de cada etapa que dan lugar a la siguiente.
La etapa del desarrollo del embrion del erizo es particularmente inusual, durante este
periodo, el erizo, 0 mas exactamente la mitad ventral del erizo, crece casi como un parasito
dentro de la larva (Hinegardner, 1969).

Desarrollo embrionario normal del erizo de mar

Las etapas del desarrollo embrionario son descritas a continuacion, segun lo expuesto por
Kobayashi y Okamura (2004):
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o Fecundacién: Comienza con la penetracion de un espermatozoide en un évulo no
fertilizado. Sin embargo, a veces, la elevacion de la membrana de fertilizacion puede
retrasarse y los huevos pueden retener la caracteristica de un huevo no fertilizado hasta
gue comience la escision.

o Primera escision: El huevo fertilizado se divide en dos células del mismo tamafio. Sin
embargo, los Ovulos fertilizados nunca se dividirdn cuando los dévulos o los
espermatozoides estén en malas condiciones o el agua de mar contenga algunas
sustancias toxicas, etc.

o Escision Polispermética: La penetracion de varios espermatozoides en un solo 6vulo
provocara la polispermia, luego el huevo se dividira en varias celdas y al mismo tiempo
formara una configuracion bastante irregular, la cual se puede dividir entre 64 células.

o Géstrula: Los huevos que se desarrollan exitosamente con escisiones repetidas
alcanzaran la blastula en un cierto tiempo y saldran de la membrana de fertilizacién,
luego la formacién de espiculas y la cavidad gastral comenzaran a alcanzar la etapa de
gastrula. Hay una serie de cambios sucesivos en el desarrollo de blastula a la gastrula,
pero parece extremadamente dificil verificar exactamente los cambios respectivos. En
la actualidad, solo la gastrulacion esta disponible como un cambio significativo
claramente definible.

o Plateos: En plateos normales, la etapa del cuerpo es claramente diferente de la etapa
anterior, se completa el tracto digestivo y se desarrolla el esqueleto. La relacion de
normal a anormal de este estadio se utiliza como criterio para los efectos inhibitorios

de productos quimicos

Estadios del erizo de mar

Los estadios de los erizos se describen a continuacion segun lo expuesto por Bendita (2016):

Hembras

Inmaduro (I): Se caracteriza por que presentan ovarios muy pequefios, delgados

y blanquecinos; propios de los ejemplares pequefios o virginales, donde no han

iniciado su proceso de maduracion.
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En madurez (II): Ovocitos inmaduros y en madurez, adheridos
frecuentemente a las paredes lobulares que son gruesas, en donde hay una activa
produccion de ovocitos, los cuales a medida que alcanzan su tamafio definitivo
ingresan al lumen del 1ébulo, experimentando la reduccién meidtica que los

transforma en évulos maduros.

Maduro (II1): La capa cortical va reduciéndose en extension, siendo
reemplazado por la masa de évulos que en su maximo desarrollo presentan
abundante citoplasma, ocupando practicamente todo el espacio lobular, las
paredes de los I6bulos se tornan delgadas y poco visibles debido a la presion

ejercida entre los ovocitos, los cuales adquieren formas irregulares.

Desovante (IV): La cantidad de Ovulos se reduce notoriamente
presentandose la cavidad lobular parcial o totalmente vacia, ya que continta

produciéndose la ovogeénesis en la capa cortical.

Post — desovante (V): Se desencadena un proceso de degeneracion celular
relativamente rapido, que transforma a los 6vulos en una masa amorfa con
vesiculas basofilos, es posible ver ovocitos atrésicos, los cuales proliferan y se

extienden hacia el lumen gonadico.

Machos
Inmaduro (I): Presentan abundante tejido conectivo, no pudiendo

distinguirse el sexo para este estadio.

En madurez (I1): Los estratos celulares basales de la regién cortical de los
I6bulos testiculares, se observa que es remplazado el tejido conectivo por

espermatogonias y espermatocitos que forman una banda de intenso color azul.

Maduro (I11): Este estadio presenta una capa cortical, debido al progresivo
aumento de la masa de espermios. Siendo esta la caracteristica histoldgica de los
testiculos maduros.

Desovante (IV): La masa de espermios disminuye su diametro en los

I6bulos testiculares al ocurrir el desove, los estratos de células espermatogénicas
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se comienzan a disgregar; sin embargo, la produccion de espermios continda, lo
que implica que el proceso de maduracion no se detiene con el desove,

perdurando por un tiempo mas.

Post desovante (V): El proceso de degeneraciéon celular transforma
primero a los espermatocitos para luego seguir con los espermios, lo cual se
manifiesta por el notorio incremento de vesiculas citoplasmaticas de color azul
intenso. Este proceso es mas lento que en las hembras, que termina con el

consumo total de la masa de gametos masculinos. (p.13-14).

1.2.3. Metales pesados

Se denominan Metales pesados a los elementos metélicos que tiene un peso atdbmico mayor
que 40,04 que es la masa atomica del calcio (Garcia et al., 2012). De igual manera, el término
"metales pesados” en ecotoxicologia esta relacionado con contaminantes ambientales,
mientras que "metales traza™ corresponde a metales solo en concentraciones traza (0,01 %).
En muchas ocasiones, ambos términos se han empleado para referirse a los mismos metales
(Blasco et al., 2017).

Los metales pesados ingresan al medio ambiente por medios naturales y antropogénicos;
estos medios incluyen: meteorizacion natural de la corteza terrestre, mineria, erosion del
suelo, descarga industrial, efluentes de agua residual, agentes de control de plagas, entre
otros. Ademas, la contaminacion de metales pesados suele seguir un orden ciclico: industria,
atmosfera, suelo, agua, alimentos y humanos. Aunque la toxicidad y la amenaza para la salud
se dan en funcién de la concentracion, es bien sabido que la exposicién crénica de metales
pesados y metaloides a niveles relativamente bajos puede causar efectos adversos. Aunque
algunas personas estén principalmente expuestos a estos contaminantes en el lugar de
trabajo, para la mayoria de las personas, la exposicion a esos elementos toxicos se suele dar

a través de los alimentos y el agua (Morais et al., 2012).

Cadmio
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El uso del cadmio por el hombre es relativamente reciente y en las ultimas décadas se ha
considerado seriamente como posible contaminante. Este metal se encuentra naturalmente
en el medio ambiente: aire, suelos, sedimentos e incluso en el agua de mar no contaminada.
El cadmio es emitido al aire por minas, fundiciones de metales e industrias que utilizan
compuestos de cadmio para aleaciones, baterias, pigmentos y plasticos, aunque muchos
paises tienen controles estrictos sobre estas emisiones (Morais et al.,, 2012). Los
contaminantes inorganicos como el cadmio son toxicos para la mayoria de las especies, su
emisién global hacia el medio ambiente corresponde en aproximadamente 90 % a fuentes
antropogénicas, ligadas a la produccion del zinc ya sea por desechos de la produccion de
plasticos, pinturas, aleaciones de diversos metales, u otras operaciones de tipo industrial, lo
que conduce a una amplia distribucion del metal en trazas al ambiente, produciendo una

carga contaminante creciente en los suelos, rios y mares (Rodriguez, 2010).

En general, para las personas que no se encuentran expuestas ocupacionalmente, los
productos alimenticios representan la mayor parte de la carga de exposicion al cadmio. En
los alimentos solo estan presentes sales de cadmio inorgénicas. Los compuestos organicos
de cadmio son muy inestables, a diferencia de los iones de plomo y mercurio, a su vez los
iones de cadmio son facilmente adsorbidos y se incorpora en todos los niveles de la cadena
alimenticia, desde los microorganismos hasta el humano, el consumo de vegetales de hojas,
pescados, mariscos, algas y agua; en el caso de las plantas se adsorbe desde las raices hasta
las hojas, frutos y semillas comestibles (Morais et al., 2012). En Japdn se registran mas de
230 casos de envenenamiento por cadmio como consecuencia de la ingestion de alimentos
contaminados, la fuente del metal fue el desagiie de los desechos de minas. El efecto en la
salud es teratogénico, dolor en articulacion, afecciones pulmonares y renales (Rodriguez,
2010).

El cadmio se acumula en el cuerpo humano y afecta negativamente a varios 6rganos: higado,
rifidn, pulmén, huesos, placenta, cerebro y sistema nervioso central. Otros dafios que se han
observado incluyen la toxicidad para la reproduccion y el desarrollo, efectos hepaticos,
hematologicos e inmunologicos. La Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y Agricultura (FAO) recomienda para el cadmio la ingesta diaria tolerable

provisional (PTWI) como 0,007 miligramos sobre kilogramos del peso del cuerpo. El nivel
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maximo de la EPA para el cadmio en el agua es de 0,005 mg.IX, mientras que la OMS adoptd
la directriz provisional de 0,003 mg.I (Morais et al., 2012).

Cromo

El cromo trivalente no es un metal que se encuentre por si solo en la naturaleza como el
cobre y en forma natural siempre esta acompafada de otros metales, también se halla como
subproducto de fundiciones de fierro y curtiembre (Cerna y Ldpez, 2013). En cambio, el
cromo hexavalente es totalmente producido por actividades humanas a través de emisiones
de industrias, también es usado como agente anticorrosivo en varios sistemas de

enfriamiento y combustion (Shekhawat et al., 2015).

Una de las formas mas preocupantes de contaminacion por cromo radica en los desechos
provenientes de la industria de curtiduria. Aunque el cromo es esencial en el hombre, ya que
sus propiedades van relacionadas con la actividad de la insulina, se sabe también que todos
los metales pesados en exceso en el organismo tienen efectos nocivos que afectan al
metabolismo celular, acumulandose en los tejidos y provocando intoxicaciones severas. El
cromo en especial ocasiona Ulceras cronicas en la piel y dermatitis en caso de contacto con
la piel, al ser inalado ocasiona Ulceras y perforacion en el sistema nasal. Al realizarse
estudios en animales y exponerlos al cromo hexavalente por via de inhalacion se reporto la
formacién de tumores a nivel de los pulmones, en cambio al hacerlo de manera vial no se
registraron formaciones de tumores. Esto muestra que el Cr hexavalente es solo toxico si se
inhala (Shekhawat et al., 2015).

1.2.4. Evaluacién de riesgo ambiental

La evaluacion de riesgo ambiental (E.R.A.) tiene como objetivo “cuantificar la distribucion
de posibles efectos ecoldgicos sobre los ecosistemas por la exposicion de uno o mas
estresores”. La E.R.A. se caracteriza por un conjunto de conceptos, “incluyendo el escenario
de riesgo, la probabilidad de riesgo y los destinos de riesgo” que pueden también estar dados
por tres cuestionamientos “de lo que puede suceder; lo que probablemente ha de suceder y
cuales son finalmente las medidas puntuales de las ocurrencias” . Esto se ha vuelto un

paradigma estandar para la prediccion del riesgo ambiental (Paredes Espinal, 2016).
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1.2.5. Reglamentacion y guia para bioensayo con erizos de mar

Reglamentacion Estadounidense

La Agencia de proteccion ambiental de los estados unidos reglamenta los procedimientos
para la estimacion de toxicidad de efluentes, aguas continentales y marinas, usando
diferentes organismos. En el caso del erizo de mar se reglamenta el uso de Arbacia
Punctulata para la prueba de fertilizacién. EI método consiste en exponer el esperma a una
serie de concentraciones de un cuerpo de agua por 1 hora. Los ovocitos se agregan en las
camaras de prueba que contienen los espermatozoides. Luego de 20 minutos, la prueba
finaliza y los efectos sobre los gametos expuestos se comparan con los controles para
determinar si las concentraciones de efluentes tuvieron algun efecto sobre la fertilizacion. El
porcentaje de fertilizacion se determinara mediante un examen microscopico de una alicuota
de cada tratamiento; los resultados de la prueba se expresan como la concentracion de la
sustancia de prueba que causa una reduccién estadisticamente significativa en la fertilizacion
(EPA, 2002a).

Reglamentacion Canadiense

La guia propuesta por la agencia de medio ambiente de Canada proporciona orientacion
sobre las opciones de prueba, especimenes de prueba y las aplicaciones en equinoideos; no
obstante, no se proporcionan instrucciones explicitas que podrian ser necesarias en un
protocolo reglamentario. Los especimenes detallados en la guia son los siguientes: “erizo
verde”, “erizo morado” del Pacifico, “Eccentric Sand Dollar”, “Arbacia”, “erizo blanco”.
Igualmente se detalla un procedimiento universal para todos los especimenes ya antes
mencionados teniendo en cuenta los diferentes parametros, la preparacion de las
disoluciones, concentraciones, replicas entre otras; los procedimientos para la prueba de
quimicos como también para las diferentes muestras de efluentes y sedimentos se ven
detallados en la guia; a su vez se detalla los procedimientos para la toma de la muestra y los

reportes que se tiene que hacer y exige el gobierno canadiense (Environment Canada, 2011)
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CAPITULO Il: MATERIALES Y METODOS

2.1. Disefio de la investigacion

La investigacién presento un disefio mixto debido a que se considera una parte experimental
y otra no experimental. Presenta a su vez un enfoque mixto, al tener una respuesta cualitativa
y cuantitativa (Hernandez et al.,2010). Esta investigacion tiene un alcance correspondido a
un estudio explicativo esto porque indica la influencia de los metales pesados en los

resultados del riesgo ambiental y en el desarrollo embrionario del T. niger.

2.2. Lugar y fecha

La recoleccion del erizo negro y del agua de mar se realizé frente al terminal pesquero
ubicado en la bahia del distrito de Chorrillos, Lima en el mes de Julio; exactamente en las
coordenadas 865435,081 N, 279199,086 E UTM 18 S; las cuales se muestran en detalle en
la Figura 1, juntamente con su ubicacion en el distrito de Lima.

279100.0E 279200.0E

=
N
NS

?““ ~ 1
7 =

2791000 279200.0E 2 V3

Tesis: Evaluacién dcl ricsgo ambicntal del Cadmio y Cromo ¢n poblacién de
“Erizo de Mar” Tetrapygus niger y sus cfectos en su desarrollo embrionario.

Leyenda

Tesista: Oswalda Andree Lumbre Soles ® Piinio de Recolcicn de muessics

- B Mar Peruano
Elaborado por: Ubicacion: -~ Terminal Pesquero de Chorrillos
Oswakdo Lumbre Soles Terminal pesquero Chorrillos B Disirito de Chomillos
Fuente:
Coordenadas c!c toma de muestra: Fecha: Carta Nacional / IGN
H654354.08IN Julio 2019 Trabajo de Campo
279199.08¢E Google carth

Figura 1. Punto de recoleccion del “erizo negro” T. niger. Fuente: Elaboracion propia
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Materiales y equipos

Los materiales y equipos utilizados en la investigacion se describen en la Tabla 3, los cuales

se dividen segun su tipo: organismos biol6gicos, materiales de vidrio, equipos de laboratorio

y materiales quimicos.

Tabla 3

Materiales empleados en el experimento

Tipos de Materiales

) Elementos Descripcion Cantidad
y Equipos
Organismos ) B . .
L Erizos de mar Especimenes en estadio Maduro 30 especimenes
Biologicos

Materiales de
Vidrio

Equipos de
Laboratorio

Materiales

Quimicos (Sales)

Matraz
Laminas cubre objetos

Lamina base

Microscopio binocular
Micropipeta
pH-metro

Termometro

NaF
SrCl,-6H,0
Na»B407-10H,0
KBr

KCI
CaCl,-2H,0
Na2SO4
MgCl,-6H,0
NaCl
NaHCO3
CdCl;
K2Cr207

1000 ml de capacidad 1 matraz
25 mm x 25 mm 3 paquetes
75 mm x25 mm 3 paquetes

Marca Primo Star

100 - 1000 pl

1 microscopio
1 micropipeta
Marca Hanna 1 pH-metro

2 termdémetros

Fluoruro sédico

Cloruro de estroncio

Borato de sodio

Bromuro de potasio

Cloruro de potasio

Cloruro de calcio dihidratado

Sulfato de sodio Tabla 4
Cloruro de magnesio hexahidratado

Cloruro de sodio

Bicarbonato de sodio

Cloruro de cadmio

Dicromato de potasio

Fuente: Elaboracién propia.
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2.3. Descripcidn del experimento

Flujograma de la investigacion

La Figura 2 muestra el flujograma de la investigacion que describe los pasos seguidos en la

investigacion.

Recoleccidn del erizo

de mar
[]
Acondicionamiento Preparacidn del agua
del erizo de mar de mar artificial

Extraccion de los
gametos del erizo de

mar
r
Fertilizacion in vitro Y
‘ Prueba DL50
Desarrollo Y
Embrionario
Determinacién del
NOELy LOAEL
Observaciénde | .| Conteo de embriones
malformaciones | " |anormales y normales y
Evaluacién del Riesgo
Ambiental

r

Obtencion de datos del conteo
de embriones

Figura 2. Flujograma de la investigacion. Fuente: Elaboracion propia

Recoleccion del erizo de mar

Con equipos de buceo se procedio a la captura de ejemplares de erizos T. niger, en forma
aleatoria, localizados a profundidades de hasta 5 metros bajo el nivel mar. Los erizos

capturados fueron alojados temporalmente en un cooler, manteniendo una temperatura

promedio de 18 °C.
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Habilitacion del erizo de mar

En el laboratorio de microbiologia y biotecnologia de la UCSS-FIA; se depositaron los erizos
recolectados en una pecera de medidas 50 cm x 35 cm x 40 cm, la misma que se llend con
agua de mar hasta el 80 % de su capacidad, después de esto se procedié a colocar
oxigenadores, los cuales se conectaron a una bomba de membrana tal como se observa en la
Figura 3. Seguidamente, se retiraron los erizos del cooler y se depositaron en la pecera ya
habilitada para su uso posterior en el experimento; por ultimo, se midio la temperatura del
agua gue indicaba 19 + 1,0 °C.

Figura 3. Habilitacion del erizo de mar. Fuente: Elaboracion propia.

Preparacion del agua de mar sintética

El agua sintética se preparo en el laboratorio de microbiologia y biotecnologia de la UCSS-
FIA en un matraz de un 1 litro, para ello se uso de base agua destilada y se le afiadieron las
diferentes sales previamente pesadas en una balanza de precision (Tabla 4) y adicionadas de
manera ordenada, siendo luego homogenizadas y esterilizadas mediante la autoclave de
acuerdo con lo expuesto por (Lorenzo et al.,2002). Al terminar el proceso anterior se midio

el pH que indicé un resultado de 7,9.

23



Tabla 4

Composicion del agua de mar sintética

Sales Cantidad (g.I"") Variables

NaF 0,003 pH 8+0,1
SrCl2>-6H.0 0,024 Salinidad (ppt) 34+0,3
Na2B40O7-10H,0 0,0475

KBr 0,1

KCI 0,7

CaCl,-2H20 1,47

Na2S04 4

MgCl,-6H20 10,78

NaCl 24,5

NaHCOs3 0,2

CdCly* 0,1

K2oCr0O7* 0,005

*Se usaran para las soluciones contaminadas Fuente: Elaboracion Propia

El agua de mar sintética preparada fue dividida en tres partes; la primera para el control del
experimento, a la segunda se le agrego cloruro de cadmio y al ultimo dicromato de potasio
en diferentes proporciones (Tabla 7) de acuerdo con lo expuesto por (Kobayashi y Okamura,
2005). Para la determinacion de la proporcién de sales de metales pesados se tomo en
consideracién los resultados obtenidos en los muestreos realizados por el Gobierno Regional
del Callao (2013); ademas, otras investigaciones como la de Sanchez et al. (2008) y Cerna
et al. (2013), las cuales resumen el valor promedio para el cadmio (Tabla 5) y para el cromo
(Tabla 6). Ya aplicando estas concentraciones (Tabla 7) se realiz6 la comprobacién usando
el pHotoFlex Turb de la marca WTW con las pruebas de concentracion de Cd y Cr, para
luego congelar las soluciones a ser usadas al comienzo de las pruebas de toxicidad y

desarrollo embrionario.

Tabla s

Concentraciones promedias de cadmio expresadas en mg.I*

Fuente Concentracion del Cd mg.I™ Afio
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Sanchez, Orozco, y Guzman 3,34 2002
Gobierno Regional del Callao 5,14 2013

Fuente: Elaboracion Propia.

Tabla 6

Concentraciones promedias de cromo expresados en mg.I*

Fuente Concentraciones del Cr mg.I* Afio
] Enero Marzo Mayo  Promedio
Cernay Lopez 2011
0,072 0,070 0,060 0,067

Fuente: Elaboracion Propia.

Tabla 7
Concentraciones de las sales de Cd y Cr propuestas para la prueba de desarrollo
embrionario
Disoluciones  Concentraciones de Disoluciones Concentraciones de
Cd mg.I* Crmg.I?

1 10 1 05

1/2 5 1/5 0,1

1/10 1 1/10 0,05

1/20 0.5 1/50 0,01

Fuente: Elaboracion Propia.

Extraccion de los gametos del erizo de mar

En la Figura 4, se observa la obtencion de los gametos mediante el método descrito por
Kobayashi (1990). En este caso, se introdujo 0,5 ml de KCI de 0,5 M en la parte cava del
erizo del mar para inducir la liberacion de los gametos; seguidamente se colocé a cada
ejemplar boca abajo sobre la superficie de una placa Petri a la espera de que arroje una
secrecion rojiza, se procedié a la recoleccion de los évulos, los mismos que fueron lavados
repetidamente con agua de mar estéril para eliminar las impurezas que interfieren con su
fecundacidn; en cambio, si arroj6 una secrecidn blanca se consideré como masa espermatica

conservandose sin ningun tipo de lavado.
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Figura 4. Extraccién de gametos de erizo de mar. Fuente: Elaboracion Propia.

Prueba de toxicidad aguda

La prueba de toxicidad aguda se realizé con cinco concentraciones toxicas del metal pesado
Cd y Cr (Tabla 8 y Figura 5). Para el cadmio se siguié el procedimiento expuesto por
Fernandez (2012) y para el metal cromo segun lo indicado por Pagano et al. (1983), el cual
detalla una concentracion media de este metal a 10° M (519,9 pg. I'%), donde ya se observan

problemas reproductivos.

Tabla 8
Concentraciones Prueba DLso
Cd Cr

ug. I ug. I
2000 31,23
4000 62,5
8000 125
16000 250
32000 500

Fuente: Elaboracion Propia.

Las condiciones para el desarrollo de la prueba DLso fueron de 18 + 2,0 °C de temperatura

ambiental. Para realizar la prueba se emplearon viales de 20 ml de capacidad, en los que se
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depositd la solucion contaminada, 1 ml de una suspension de évulos y 10 pl de masa
espermatica. Se considerd como criterio de validez del bioensayo un 75 % de fertilizacion,
el cual se evalué transcurrido 90 min; por lo que si es validado, se le agrego 0,5 ml de
formalina a cada tubo para conservar el material para una lectura posterior. Se realizaron

tomas fotograficas.

Para la evaluacion del porcentaje de fertilizacion se transfirio una alicuota de cada vial de
prueba a una lamina para ser observada mediante un microscopio binocular. Se
contabilizaron un total de 100 huevos por vial, separandolos en fertilizados y no fertilizados,
cuyo criterio para diferenciarlos fue la ausencia de la membrana fertilizadora.

Figura 5. Prueba de toxicidad aguda. Fuente: Elaboracion propia.

Fertilizacion in vitro

Este procedimiento se realiz6 segln lo expuesto por Olaechea et al. (2006), para ello se
prepard una suspension patron agregando una gota de masa espermatica a 10 ml de agua de
mar sintética anteriormente preparada; por otro lado, en una cubeta de vidrio se colocé 2 ml
de la suspension de ovocitos, a la que se le agrego 0,1 ml de la suspensiéon patrén de
espermatozoides y se diluyé hasta 150 ml con agua de mar sintética. Todo esto a una

temperatura de 18 + 2 °C para lograr asi un rango 6ptimo de fertilizacion de los ovocitos.

27



Evaluacion del desarrollo embrionario expuesto a las soluciones contaminadas

Diez minutos después de la fertilizacion in vitro se extrajo 1,0 ml de esta, la cual tiene
aproximadamente 500 embriones.ml para ser depositada en una de las soluciones
contaminadas y asi se repitié con cada vial, para luego ser llevado al sistema de desarrollo
(Pagano, et al., 1993).Toda esta etapa se realizo a 18 + 2 °C. Cada cuatro horas se realizé
los conteos de los embriones en sus distintas etapas buscando alteraciones en la morfologia,
comenzando luego de la observacion de la primera escision a las dos horas, luego a las 18
horas, hasta el lapso de 48 horas con el intervalo indicado. Se ejecutd las observaciones
mediante el uso del microscopio colocando en una ldmina con bordes de parafina una
alicuota, cubriéndola con una laminilla contando un total de 300 embriones por tratamiento

(Kobayashi, 1990). Se efectuaron tomas fotogréficas de los diferentes estadios.

Sistema de desarrollo embrionario

En esta etapa se procedié a colocar los viales ya rotulados en una gradilla. Luego se
introdujeron aireadores dentro de los viales, a los cuales se les regulé la presién de manera
manual, para ser conectados a una bomba de membrana, y asi poder lograr que los embriones
se encuentren en movimiento dentro de la solucién contaminante y evitar su sedimentacion
en el fondo, para evitar un aplastamiento entre ellos que dificulte su desarrollo (Figura 6).

Para tener una mayor seguridad se realiz6 un sistema por contaminante.

Figura 6. Sistema de desarrollo embrionario. Fuente: Elaboracion propia.
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Evaluacion del Riesgo Ambiental o Ecol6gico

Para determinar el riesgo ecologico calculado (RQ) se sigui6 la metodologia propuesta por
Paredes (2016); quien explica que este riego es dado por el cociente de la concentracion de
exposicién esperada (CEE) y la concentracion que no causa efectos sobre los organismos
(NEC).

Para establecer la CEE se asumi6 el valor de los estandares nacionales para el cadmio y
cromo en agua, siendo para cadmio de 0,0088 mg.I"t y para cromo 0,05 mg.I, segin lo
establecido por el Decreto Supremo N° 004-2017, categoria 4, Conservacion del Ambiente
Acuatico; sub grupo E3, Ecosistemas costeros marino. (Ministerio del Ambiente [MINAM],
2017).

El valor de la NEC se obtuvo con el valor de la menor toxicidad aguda (CEsg 0 CLso),
dividido sobre un factor de seguridad o de aplicacion. Este factor de seguridad puede ser 10,
10001000, el cual es inversamente proporcional a la cantidad y calidad de datos de toxicidad
que se disponga; para el presente estudio se determind usar el factor de 10. Para hallar el
riego ambiental se usaron las formulas detalladas por Paredes (2016):

Menor NOEC o CE50
Factor

NEC =

_ CEE
" NEC

RQ
Donde:
Menor NOEC o CE50: Menor toxicidad aguda
NEC: Concentracidn que no causa efectos sobre los organismos
RQ: Riesgo Ecologico
CEE: Concentracion de exposicion esperada
La interpretaciéon de los resultados del Riesgo ecoldgico (RQ) que se obtendran en el

experimento se hara de acuerdo con lo citado por Paredes (2016) y detallado en la Tabla 9.
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Tabla 9
Interpretacion de resultados para determinar el riesgo ecologico

Interpretacion de resultados para determinar el Riesgo Ecoldgico (RQ)

RO<1 Incluir otras pruebas Hay un riesgo Ecolégico bajo
<
ecotoxicologias para el ecosistema
. Hay un riesgo Ecoldgico medio
RQ=1 Redefinir la CEE )
para el ecosistema
) Hay un riesgo Ecoldgico alto
RQ>1 Reducir o tratar el estresor

para el ecosistema

Fuente: (Paredes, 2016)

2.4. Tratamientos

En la Tabla 10 se describen los tratamientos de la prueba de DLso. Para el Cd, se usé como
primer tratamiento la concentracion de 2000 pg.I"tde Cd mas 1 ml de la suspension de 6vulos
(S.0.), se adicionol0 ul de masa espermatica (M.E.), y se agreg6 agua de mar sintética
(A.M.S.); para los demas tratamientos se siguié el mismo orden y concentraciones del

principal solo variando las concentraciones del metal pesado Cd.

Para el Cr, se usé como primer tratamiento 500 pg.I"t de Cr mas 1 ml de la suspension de
6vulos, adicionalmentel0 pl de masa espermatica y agua de mar sintética; se repitio el
tratamiento 4 veces, solo variando la concentracion del metal pesado en cada tratamiento.
Para el tratamiento control se us6 agua de mar sintética sin metales pesados con 1,0 ml de

suspension de 6vulos y 10 pl de masa espermatica mas agua de mar sintética.
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Tabla 10
Tratamientos de cadmio y cromo para prueba de DLso (A.M.S: Agua de mar sintética, S.O:

Suspension de évulos, M.E: Masa espermética)

Cd Cr

2000 pg.It Cd+1ml de S.O+ 10 pl de M.E+ 31,23 pg.I* Cr+iml de S.O+ 10 pl de
T1A T1B

A.M.S M.E+ A.M.S

4000 pg.I"* Cd+1ml de S.O+ 10 pl de M.E+ 62,5 ug.I* Cr+1ml de S.O+ 10 ul de M.E+
T2A T2B

A.M.S A.M.S

8000 pg.I* Cd+1ml de S.0+ 10 pl de M.E+ 125 pg.I* Cr+1ml de S.0+ 10 pl de M.E+
T3A T3B

A.M.S AM.S

16000 pg.It Cd+1ml de S.O+ 10 pul de M.E+ 250 pg.It Cr+1ml de S.O+ 10 pl de M.E+
T4A T4B

AM.S AM.S

32000 pg.I* Cd+1ml de S.O+ 10 pl de M.E+ 500 pg.I* Cr+1ml de S.O+ 10 pl de M.E+
T5A T5A

A.M.S A.M.S
TC A.M.S. +1ml de suspensién de 6vulos+ 10 pl de masa espermética

Fuente: Elaboracidn propia.

Para la prueba de desarrollo embrionario con el metal pesado Cd se usé como primer
tratamiento 10 mg.I"* Cd mas 1,0 ml de embriones de T. niger (E.T.N.) y agua de mar
sintética, se repitid de igual manera en los siguientes tratamientos con la Unica variacion de
la concentracion del metal pesado (Tabla 11). Para el Cr se us6 como primer tratamiento 0,5
mg.I"t Cr, adicionando 1,0 ml de embriones de T. niger y agua de mar sintética, se repitio 3
veces mas, con la Unica variacion de la concentracion del metal pesado. Para el tratamiento
control se us6 agua de mar sintética sin metales pesados mas 1,0 ml de embriones con 10 pl

de masa espermatica mas agua de mar sintética.

Tabla 11
Tratamientos de cadmio y cromo para el desarrollo embrionario (E.T.N.: Embriones de
T.niger, A.M.S: Agua de mar sintética)

Cd Cr
T1A 10 mg.I"t Cd+ 1ml ET.N+ AM.S T1B 0,5 mg.I* Cr+ 1ml E.-T.N+ AM.S
T2A 5mg.I" Cd+ 1ml ET.N+ AM.S T2B 0,1 mg.I* Cr+ 1ml E.-T.N+ AM.S
T3A 1 mg.I* Cd+ 1ml ET.N+ AM.S T3B 0,05 mg.I"t Cr+ 1ml E.T.N+ AM.S
T4A 0,5 mg.I* Cd+ 1ml ET.N+ AM.S T4B 0,01 mg.I* Cr+ 1ml E.-T.N+ AM.S
TC A.M.S.+ 1ml embriones

Fuente: Elaboracion propia

31



2.5. Unidades experimentales

Se trabajo con un total de 24 unidades experimentales mas un control para la prueba de
desarrollo embrionario; los cuales consistieron en 4 tratamientos por metal y 3 réplicas por
tratamiento. Para la prueba de DLsg Se trabajo con un total de 30 unidades experimentales y

un control; 5 tratamientos por metal y 3 réplicas.

Identificacidn de variables y su mensuracion

En la Tabla 12 se muestran las variables, independientes y dependientes; indicando sus
dimensiones y mensuracion. Para medir las variables “Desarrollo Embrionario” y
“Embriones de Erizo de mar”, se realizd por el método de conteo, por observacion al
microscopio de las diferentes etapas de desarrollo y la presencia de malformaciones; solo en
el caso de la variable “Riesgo Ambiental”, el resultado se obtuvo utilizando las formulas

matematicas determinadas en base del DLso.

Tabla 12
Variables independientes y dependientes
Variables Dimensiones Mensuracion
Variables mg.I?
Metal pesado de Cd y Cr Concentraciones de los g

I ient
ndependiente metales pesados Cd y Cr

Riesgo Ambiental (RQ) DLso/CEE Und. de RQ
% de
malformaciones
Variables y las diferentes
Dependientes Desarrollo Embrionario Periodos de evaluacion etapas del
desarrollo
embrionario

Fuente: Elaboracion propia

Para poder obtener una concentracion exacta del metal pesado Cd y Cr, se uso el fotdbmetro
pHotoFlex Turb. En el caso del cadmio, se verti6 5,0 ml en el vial de ensayo marca WTW
el cual contenia reactivos en su interior, para lo cual se mezcld y se agregd 0,20 ml de Cd-
1K con una pipeta, se mezcl6 otra vez, se adiciond un nivel de microcuchara verde de Cd-
2K y se cerr6 para agitarlo de manera continua. La mezcla reposé por dos minutos y se

insert6 dentro del pHotoFlex Turb para obtener la concentracion expresada en mg.I™ .
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En el caso del Cr, se agrego seis gotas de Cr-3K en el vial de ensayo marca WTW el cual
contenia reactivos, se agitd y se dejo reposar por un minuto. Luego se agregaron 5,0 ml de
la muestra de Cr al mismo vial, se mezcl6 y se dejo reposar durante un minuto para luego
insertarlo dentro del pHotoFlex Turb y de esta manera obtener la concentracion expresada

en mg.It.

Al haberse llevado a cabo la prueba en un ambiente controlado, se realizé la medida de todos
los parametros inmersos en él. El potencial de hidrégeno del agua de mar sintética preparada
para la prueba de desarrollo embrionario fue medida mediante el pHotoFlex Turb, al cual se
le conecto la sonda correspondiente, obteniendo como resultado un pH de 7,9. Asi mismo,
se determind la temperatura del agua donde se encontraban los erizos mediante la sumersion
de un termometro analégico, siendo esta de 19 + 1,0 °C, vy la temperatura interior del
laboratorio mediante un termémetro con sensor, la cual fue de 18 + 2 °C; dichos parametros

de temperatura se usaron en ambas variables, independientes y dependientes.

2.6. Disefo estadistico

Para el desarrollo del estudio se realiz6 un disefio estadistico completamente aleatorizado
(DCA) de efectos fijos, el cual consiste en un disefio factorial de 2 x 5 x 3 + control; dicho
disefio fue seleccionado debido a que se usaron dos metales pesados, cinco dosis diferentes,
tres repeticiones y un control. Para la prueba de toxicidad aguda se aplicé el modelo Probit
50.

2.7. Andlisis estadistico de datos
Los datos obtenidos fueron transferidos al programa SPSS para analizar las diferencias
significativas entre los tratamientos y horas de evaluacion mediante ANOVA,; asi mismo se

realizo la prueba post hoc de comparaciones multiples de Tukey para las diferentes fases del

desarrollo embrionario en cada tratamiento y a diferentes tiempos.

33



CAPITULO I1I: RESULTADOS

3.1. Prueba de toxicidad aguda

3.1.1. Cadmio

Se determind el efecto del Cd en la fertilizacion Tabla 13 y Figura 7. Encontrando que para
la concentracion mas baja de 2 mg.I™%, solo un 82,00 % llegé a ser fecundado y el 18,00 %
no fue fecundado. Para la concentracion de 4 mg.I%, solo un 79,67 % pudo ser fecundado y
el 20,33 % no fue fecundado, y para la Gltima concentracion de 32 mg.I™, un 48,00 % de los

ovocitos fueron fecundados mientras que un 52,00 % no fueron fecundados.

Tabla 13

Porcentaje de inhibicién del Cd

Concentracion (mg.I?) Fecundado (%) (n) No fecundado (%) (n)

Control 76,00 (228) 24,00 (72)
2,00 82,00 (246) 18,00 (54)
4,00 79,67 (239) 20,33 (61)
8,00 74,33 (223) 25,67 (77)
16,00 64,00 (192) 36,00 (108)
32,00 48,00 (144) 52,00 (156)

Fuente: Elaboracion propia

Los resultados demuestran que el incremento de las concentraciones de Cd causa una
disminucion en la tasa de fertilidad. Al realizar el analisis PROBIT (Tabla 14 y 15; Figura
8) se estimo que el valor estimado del DLso es 41,77 mg.12, siendo su valor inferior de 31,81

mg.I"ty su valor superior de 71,81 mg.I™.
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Figura 7. Porcentaje de inhibicion para el metal pesado cadmio. Fuente: Elaboracion Propia

Tabla 14

Contraste de chi-cuadrado de la prueba DLso para el Cd

Contrastes de chi-cuadrado
Chi-cuadrado Gl Significancia

PROBIT Contraste de la bondad

de ajuste de Pearson 14,676 12 0,260

Fuente: Elaboracidn propia.

Tabla 15

Resultado del efecto del Cd en la inhibicion en la prueba DLso expresado en mg.I*

Concentracion

PROBIT Estimacion  Limite inferior Limite superior
0,250 17,529 8,602 23,535
0,500 41,770 31,875 71,814
0,750 99,536 61,914 418,025

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 8 . Probit vs Dosis para el metal pesado cadmio. Fuente: Elaboracion Propia.
3.1.2. Cromo

El célculo de inhibicion del Cr es expresado en la Tabla 16 y Figura 9. Al realizar la lectura
de los tratamientos, se encontrd que en la concentracion mas baja de 0,0312 mg.I* solo un
84,00 % de ovocitos llego a ser fecundado, quedando un 16,00 % sin fecundar. Para la
concentracion de 0.125 mg.lI"?, se observd que un 70,67 % ovocitos fueron fecundados
mientras un 29,33 % no fueron fecundados. En la concentracion mas alta de 0,5 mg.I?, el

43,33 % de los ovocitos fueron fecundados mientras que un 56,67 % quedaron sin fecundar.

Obtenido esto, los resultados muestran que el incremento de las concentraciones de Cr causa
una disminucién marcada en la tasa de fertilidad, mostrando que el Cr presenta una mayor
toxicidad en relacién con el Cd. Al realizar el analisis PROBIT (Tabla 17, 18 y Figura 10)
se determind que el valor estimado del DLso es 0,443 mg.I%, su valor inferior es 0,222 mg.I"

Ly el superior es 0,715 mg.IL.
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Tabla 16

Porcentaje de inhibicion del Cr

Concentracion (mg.I'Y)  Fecundado (%) (n) No fecundado (%) (n)
Control 76,00 (228) 24,00 (72)
0,031 84,00 (252) 16,00 (48)
0,062 82,00 (246) 18,00 (54)
0,125 70,67 (212) 29,33 (88)
0,250 54,33 (163) 45,67 (137)
0,500 43,33 (130) 56,67 (170)

Fuente: Elaboracion propia.

250 500

Control 31.23 62.5 125

Porcentaje (%)
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Concentraciones de Cr

B Fecundado H No fecundado

Figura 9. Porcentaje de inhibicion para el metal pesado cromo. Fuente: Elaboracion Propia

Tabla 17

Contraste de chi-cuadrado de la prueba DLsg para el Cr

Contrastes de chi-cuadrado

Chi-cuadrado gl Significancia

PROBIT Contraste de la bondad

de ajuste de Pearson 32,418 12 0,001

Fuente: Elaboracidn propia.
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Tabla 18

Resultado del efecto del Cr en la inhibicion en la prueba DLsp expresado en mg.I*

Concentracion

PROBIT  Estimacion Limite inferior Limite superior
0,250 0,156 0,012 0,278
0,500 0,443 0,222 0,715
0,750 1,255 0,761 9,237

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 10. Probit vs Dosis para el metal pesado Cromo. Fuente: Elaboracion Propia.

3.2. Evaluacidn del riesgo ambiental
3.2.1. Cadmio

Obtenidos los resultados de la prueba de DLsg se realizaron los calculos para evaluar el riesgo
ambiental (RQ), para lo cual, se establecié que el valor del NEC es de 3,1876; el cual se
obtuvo dividiendo la menor toxicidad DLso del cadmio (31,876 mg.I™) sobre el factor que es
10. El RQ se hall6 dividiendo el CEE entre el NEC obteniéndose como resultado 0,0027,
este al ser menor a uno, nos indica un riesgo ecoldgico bajo para el ecosistema. Los

resultados encontrados se detallan en la tabla 19.
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Tabla 19

Evaluacion del riesgo ambiental o ecolégico del Cd

Metales CLso
Pesados (mg.IY) Factor NEC CEE RQ Resultado
Cd 31,876 10 318760051 0,0088  0,0027607 lesgo ecologico bajo

para el ecosistema

Fuente: Elaboracidn propia.

3.2.2. Cromo

En el caso del cromo, se calcul6 que el valor del NEC es de 0,0222; el cual se determin6
mediante el valor de la menor toxicidad aguda del cromo (0,2227 mg.I™%) sobre el factor que
se establecid con el valor de diez. Para determinar el RQ se dividid el CEE entre el NEC
obteniéndose como resultado 2,24502, el cual al ser mayor a 1, bajo las condiciones de esta
prueba, representa un riesgo ecoldgico alto para el ecosistema tal como se observa en la
Tabla 20.

Tabla 20
Evaluacion del riesgo ambiental o ecolédgico del Cr

Metales CLso

Pesados  (Mg.IY) Factor NEC CEE RQ Resultado

Riesgo ecoldgico alto

Cr 0,222715 10 0,0222715 0,05 2,24502166 .
para el ecosistema

Fuente: Elaboracidn propia.

3.3.  Efectos de los metales pesados Cd y Cr en el desarrollo embrionario

3.3.1. Efectos del cadmio

En las Tablas 21, 22 y Figura 13 se observan los datos obtenidos en las diferentes fases de
desarrollo embrionario del T. niger, en la Figura 11 se observan los estadios como las
malformaciones. Para el Cd en las primeras 2 horas (h) con una concentracion de 0,5 mg.I™,
un 14,0 % de los embriones se encontraban en la fase de desarrollo celular (fecundacion),
3,0 % en Morula, 31,3 % en blastula, 19,7 % en gastrula, 4,0 % con malformaciones y 28,0
% muertos. Para la concentracion de 1 mg.I"t un 5,3 % se encontraban en la fase de desarrollo

celular, 3,3 % en Moérula, 32,2 % en blastula, 16,3 % en gastrula, 10,3 % con malformaciones
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y 32,7 % muertos. Para la concentracion de 5 mg.I" 45,3 % de embriones se encontraban en
fase de blastula, 3,7 % en gastrula, 15,7 % malformaciones y 35,3 % muertos, para la
concentracion de 10 mg.I 54,0 % se encontraban en fase de blastula, 6,7 % en gastrula, 3,3

% con malformaciones y 36,0 % muertos.

Transcurridas las 18 h, para la concentracion de 0,5 mg.I%, 37,0 % se encontraban en fase de
bastula, 17,3 % en gastrula, 7,7 % con malformaciones y 38,0 % muertos. Para la
concentracion de 1 mg.l"%, 35,0 % se encontraban en fase de bastula, 12,0 % en géastrula, 19,7
% con malformaciones y 33,3 % muertos. Para la concentracion de 5 mg.I?, 32,7 % se
encontraban en fase de bastula, 10,0 % en gastrula, 9,0 % con malformaciones y 48,3 %
muertos. Para la concentracion de 10 mg.1", 41,7 % se encontraban en fase de bastula, 5,7.%
en géstrula, 8,0 % con malformaciones y 44,7 % muertos.

Después de las 22 h, en la concentracién de 0,5 mg.I"t, 25,7 % de los embriones se
encontraban en fase de bastula, 35,0 % en géstrula, 8,3 % con malformaciones y 31,0 %
muertos. Para la concentracion de 1 mg.I, 33,3 % se encontraban en fase de bastula, 18,0.%
en gastrula, 13,7 % malformaciones y 35,0 % muertos. Para la concentracion de 5 mg.I*
37,3 % se encontraban en fase de bastula, 13,7 % en gastrula, 8,3 % con malformaciones y
40,7 % muertos, para la concentracion de 10 mg.I™ 40,7 % se encontraban en fase de bastula,

9,3 % en gastrula, 4,7 % con malformaciones y 45,3 % muertos.

Pasadas las 28 h, en la concentracion de 0,5 mg.I" 19,0 % de los embriones se encontraban
en fase de blastula, 34,0 % en géstrula, 12,3 % con malformaciones y 34,7 % muertos. Para
la concentracion de 1 mg.l™%, 28,0 % se encontraban en fase de blastula, 21,3 % en gastrula,
12,7 % con malformaciones y 38,0 % muertos. Para la concentracion de 5 mg.I", 33,3 % se
encontraban en fase de blastula, 17,0 % en géstrula, 6,7 % con malformaciones y 43,0 %
muertos. Para la concentracion de 10 mg.I", 37,7 % se encontraban en fase de blastula,

12,3 % en gastrula, 3,0 % con malformaciones y 47,0 % muertos.
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A las 48 h, se registrd en la concentracion de 0,5 mg.l, 13,3 % se encontraban en fase de
blastula, 38,7 % en gastrula, 5,7 % con malformaciones y 42,3 % muertos. Para la
concentracion de 1 mg.I 17,0 % se encontraban en fase de blastula, 25,0 % en gastrula,
11,7 % malformaciones y 46,3 % muertos. Para la concentracion de 5 mg.l", 19,7 % se
encontraban en fase de blastula, 23,0 % en gastrula, 9,0 % con malformaciones y 48,3 %
muertos. Para la concentracion de 10 mg.I™t 30,3 % se encontraban en fase de blastula, 13,0

% en gastrula, 4,7 % con malformaciones y 52,0 % muertos.

Al realizar el ANOVA a los tratamientos y horas de evaluacion como factores fijos. Se
encontraron que existen diferencias significativas (p<0,05) para las diferentes fases de

desarrollo embrionario, de igual modo para las malformaciones y mortalidad (Apéndice 5).

Al realizar la prueba post hoc de comparaciones multiples de Tukey para las diferentes fases
de desarrollo embrionario en cada tratamiento mostraron en todas ellas diferencias
significativas (p<0,05), de igual forma ocurrié en la mortalidad de los embriones (p<0,05)
(Apendice 5).

Al aplicar la prueba post hoc de comparaciones maltiples de Tukey para las diferentes fases
de desarrollo embrionario evaluadas a diferentes tiempos muestran todas ellas diferencias
significativas (p<0,05) al igual que la mortalidad (p<0,05), excepto en la fase Gastrula (22
h) y las malformaciones encontradas (22, 28 y 48 h) (p>0,05) (Apéndice 5).

3.3.2. Efectos del cromo

En las Tablas 21, 22 y Figuras 12 se observan los datos obtenidos en las diferentes fases del
desarrollo embrionario, en la Figura 11 se observan los estadios como las malformaciones.
Para el Cr en las primeras 2 horas (h) a una concentracion de 0,01 mg.I%, 7,7 % se
encontraban en la fase de desarrollo celular (fecundacion), 1,7 % en Morula, 36,3 % en

blastula, 26,7 % en gastrula, 4,7 % con malformaciones y 23,0 % muertos. Para una
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concentracion de 0,05 mg.I, un 15,0 % se encontraban en la fase de desarrollo celular, 3,0
% en Morula, 28,3 % en blastula, 11,0% en gastrula, 18,7 % con malformaciones y 24,0 %
muertos. A una concentracion de 0,1 mg.It un 11,7 % se encontraban en la fase de desarrollo
celular, 0,7 % en Morula, 39,3 % en blastula, 5,0 % en gastrula, 17,3 % con malformaciones
y 40,7 % muertos. Para la concentracion de 0,5 mg.I, un 1,3 % se encontraban en la fase de
desarrollo celular, 5,3 % en morula, 45,7 % en blastula, 4,3 % en géstrula, 2,7 % con

malformaciones y 40,7 % muertos.

A las 18 h, en la concentracion de 0,01 mg.I, un 32,0 % de los embriones estaba en fase
blastula, 27,0 % en gastrula, 9.0 % con malformaciones y 32 % muertos. Para la
concentracion de 0,05 mg.I, un 27,3 % se encontraba en la fase blastula, 24,0 % en gastrula,
10,3 % con malformaciones y 38,00 % muertos. Para la concentracion de 0,1 mg.I%, 2,0 %
se encontraba en Morula, 33.3 % en blastula, 9,7 % en gastrula, 13,3 % con malformaciones
y 41,7 % muertos. Para la concentracion de 0,5 mg.I™%, en este tratamiento solo se hallaron
un 100 % de embriones muertos, este porcentaje se continuo encontrando hasta el cierre del

experimento.

Después de las 22 h, en la concentracién de 0,5 mg.I"t, 25,7 % de los embriones se
encontraban en fase de bastula, 35,0 % en gastrula, 8,3 % con malformaciones y 31,0 %
muertos. Para la concentracion de 1 mg.I?, 33,3 % se encontraban en fase de bastula, 18,0.%
en gastrula, 13,7 % malformaciones y 35,0 % muertos. Para la concentracion de 5 mg.I*
37,3 % se encontraban en fase de bastula, 13,7 % en géastrula, 8,3 % con malformaciones y
40,7 % muertos, para la concentracion de 10 mg.I 40,7 % se encontraban en fase de bastula,

9,3 % en gastrula, 4,7 % con malformaciones y 45,3 % muertos.

Pasadas las 28 h, en la concentracion de 0,5 mg.I" 19,0 % de los embriones se encontraban
en fase de bastula, 34,0 % en gastrula, 12,3 % con malformaciones y 34,7 % muertos. Para
la concentracion de 1 mg.I", 28,0 % se encontraban en fase de bastula, 21,3 % en gastrula,
12,7 % con malformaciones y 38,0 % muertos. Para la concentracion de 5 mg.I*, 33,3 % se

encontraban en fase de bastula, 17,0 % en gastrula, 6,7 % con malformaciones y 43,0 %
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muertos. Para la concentracion de 10 mg.l?, 37,7 % se encontraban en fase de bastula,

12,3.% en gastrula, 3,0 % con malformaciones y 47,0 % muertos.

Al cabo de 42 h, en la concentracion de 0,5 mg.I, 17,0 % de los embriones se encontraban
en fase de bastula, 35,7 % en gastrula, 9,0 % con malformaciones y 38,3 % muertos. Para la
concentracion de 1 mg.I™ 20,0 % se encontraban en fase de béstula, 26,3 % en gastrula, 10,0
% con malformaciones y 43,0 % muertos. Para la concentracion de 5 mg.I* 23,7 % se
encontraban en fase de bastula, 20,7 % en gastrula, 8,3 % con malformaciones y 47,3 %
muertos, para la concentracion de 10 mg.I 35,0 % se encontraban en fase de bastula, 11,0

% en gastrula, 4,0 % con malformaciones y 55,0 % muertos.

A las 48 h, se registro en la concentracion de 0,01 mg.l-1 un 3,3 % de embriones estaba en
fase blastula, 34,7 % en gastrula, 10,7 % con malformaciones y 51,3 % muertos. Para la
concentracion de 0,05 mg.I" un 7,0 % se encontraba en la fase blastula, 15,0 % en gastrula,
18,0 % con malformaciones y 54,7 % muertos. Para la concentracion de 0,1 mg.I%, 10,3 %
se encontraban en la fase blastula, 10,7 % en gastrula, 18,0 % malformaciones y 61,0 %

muertos, para la concentracion de 0,5 mg.I el 100 % de embriones estaban muertos.

los resultados del ANOVA realizados a los tratamientos y horas de evaluacion como factores
fijos mostraron que existen diferencias significativas (p<0,05) para las fases de Morula,
blastula, gastrula, asi como para el nimero de malformaciones y muertes (Apéendice 4).

la prueba post hoc de comparaciones multiples de Tukey para las diferentes fases de
desarrollo embrionario en cada tratamiento mostraron en todas ellas diferencias
significativas (p<0,05). Asimismo, la evaluacion realizada a la mortalidad de embriones

mostré diferencias significativas (p<0,05) en todos los tratamientos (Apéndice 4).

los resultados de las comparaciones multiples de Tukey para las diferentes fases de

desarrollo embrionario evaluado a diferentes tiempos mostraron todas ellas diferencias
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significativas (p<0,05), al igual que la mortalidad (p<0,05), excepto la fase Géastrula (18, 28,

48 h) y las malformaciones (2, 18, 22, 42y 48 h) (p>0,05) (Apéndice 4).

Tabla 21
Resultados del desarrollo embrionario del T. niger hasta las 22 h expresado en porcentajes
2h 18h 22h
4] 4] 8
o S S S
g Concentr 55 £ S § 8§ = £ S g 8 £ 2 g 8
8 acion EsS = B B = b} =S 7 B =S b} I £ &
[ g = © Nass 2} = o Nass Rz} = @ RZ] =
> mglh) 282 @ § & 3 2 m 8 & 2 @ § & 3
= = =
S S S
cr 001 77 17 363 267 47 230 00 320 27,0 90 320 153 27,3 16,7 407
0,05 150 3,0 283 11,0 18,7 240 0,0 27,7 240 10,3 380 21,0 19,0 14,0 46,0
01 11,7 0,7 393 50 173 260 20 333 97 133 41,7 330 7,7 11,0 483
0,5 1,3 53 457 43 27 407 00 00 00 00 00 00 00 00 00
Cd 05 140 3,0 31,3 197 40 280 00 370 173 7,7 380 257 350 83 310
1,0 53 3,3 320 163 10,3 32,7 0,0 350 12,0 19,7 33,3 333 18,0 13,7 350
5,0 00 00 453 37 157 353 00 32,7 100 9,0 483 373 13,7 83 407
10 00 00 540 67 33 360 00 417 57 80 447 407 93 47 453
Control 90,0 0,0 67 00 00 33 00 883 60 10 47 740 193 17 50

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 22

Resultados del desarrollo embrionario del T. niger desde las 28 h hasta las 48 h expresado

en porcentajes

28 h 42 h 48h

5 5 5
g Concentr = & 5 8 £ = g 8 £ 2 g 8
g  acion 2 B E 8 2 B E 3 2 7 E
> mglhy @ & £ = m o6 £ = m 0 £ =

© © ©

= = =
Cr 0,01 12,0 30,7 150 423 6,0 343 11,0 487 33 34,7 10,7 513
0,05 16,7 15,7 18,7 49,0 90 170 22,3 517 70 150 23,3 54,7
0,1 23,3 10,0 14,0 527 150 12,7 17,0 553 10,3 10,7 180 61,0
0,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Cd 0,5 190 34,0 123 34,7 170 357 90 383 13,3 38,7 57 423
1,0 280 21,3 12,7 38,0 20,0 26,3 10,0 437 17,0 250 11,7 46,3
5,0 333 17,0 6,7 430 23,7 20,7 83 473 19,7 230 9,0 483
10,0 37,7 12,3 3,0 47,0 350 11,0 4,0 50,0 30,3 13,0 4,7 520
Control 59,7 350 1,6 3,6 27,7 630 26 6,7 153 76,3 3,0 5,7

Fuente: Elaboracion propia

44



Figura 11. Cambios morfoldgicos en el desarrollo embrionario del T. niger expuestos a Cd
y Cr: (A) fertilizacion normal; (B) 2 células; (E) Mdrula; (C) Blastula; (D) Gastrula;
Malformaciones: (F) Tipo campana; (G) Tipo hongo; (H) Spaces-ship Apollo; (1)

Separacion. Fuente: Elaboracion propia
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Figura 12. Resultados del desarrollo embrionario del T. niger para el metal pesado Cromo. Fuente: Elaboracion Propia.
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Figura 13. Resultados del desarrollo embrionario del T. niger metal pesado Cromo. Fuente: Elaboracion Propia.



CAPITULO IV: DISCUSIONES

4.1. Determinacion de la toxicidad (DLso) para Cadmio y Cromo

Segun los resultados obtenidos con los toxicos de referencias, el orden de toxicidad seria
Cr>Cd. En el presente trabajo, la DLso para el cadmio es de 41,7 mg.I™ a una temperatura de
18° C, este resultado muestra diferencias con los obtenidos por otros investigadores que
trabajaron con el mismo toxico de referencia en similares temperaturas (Tabla 23), tales son
los casos de Arizzi et al. (2003) quien obtuvo valores de 0,23 mg.I"%, Nacci et al. (1986),
consigui6 un valor del DLso de 13,9 mg.I; Fernandez y Beiras (2001) obtuvieron un valor
de DLso de 9,24 mg.I"t, Marin-Guirao et al. (2002) utilizaron tres tipos de erizos de mar
obteniendo un DLso de 1,56 ; 1,49 ;1,65 mg.I" , respectivamente. Garmendia et al. (2009)
en su investigacion, obtiene un DLso estimado de 7,5 mg.I"%. King y Riddle (2001) evaluaron

el DLso, en ambientes frios con temperatura de 0 + 5 °C dando un valor de 6,94 mg.I.

En cuanto al cromo, se obtuvo un DLso de 0,44 mg.I"t a una temperatura de 18 °C, marcando
una diferencia con el estudio de Arizzi et al. (2003) que presenta una DLso de 3,06 mg.I a

una temperatura de 18 °C.

Todos los organismos detallados muestran DLsg diferentes respecto al del presente estudio,
tanto para cadmio y cromo, incluso encontrandose en el mismo rango de temperatura. La
diferencia entre los datos obtenidos pueden deberse a varios factores, siendo posiblemente
el més influyente la especie de erizo de mar usado, esto debido a que no todas las especies
son igualmente sensibles a los diferentes tipos de contaminantes presentes en el medio
ambiente (Arsla y Karaaslan, 2016); esta diferencia no solo se aprecia en este estudio sino
también al comparar como por ejemplo los resultados de Arizzi et al. (2003) con los de
Fernandez y Beiras (2001) para el cadmio, y los de Arizzi et al. (2003) con los nuestros en

el caso del cromo.
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Otro factor que puede influir es el lugar de recoleccion, ya que, al tener cargas contaminantes
diferentes, posibilita que el organismo se encuentre aclimatado a determinadas condiciones
de estrés que generan una mayor tolerancia en comparacion a organismos recolectados en
puntos distintos. Razdn por la cual es muy probable que la DLso de una misma especie varié

de un lugar a otro (King y Riddle ,2001) como se ve en la Tabla 23.

Comparando la DLsp obtenidos para Cd y Cr, se encontrd que el Cr es mas toxico que el Cd,
lo que difiere con los resultados obtenidos por Arrizi et al. (2003) esto podria deberse a que

el T. niger es mas susceptible al Cr que los erizos P. lividus evaluados por Arrizi et al. (2003).

Por ultimo, uno de los efectos de la variacion del resultado también radica en la condicién
en la que se realizé el experimento, tales como el tiempo de exposicion, sales usadas, el tipo
de agua usada, el estado del erizo, la calidad de los gametos, entre otros (Arizzi et al. 2003).
Esto hace necesario repetir varias veces los ensayos, con el fin de evitar posibles errores
generados por uno de estos factores, y asi poder tener una data de las variaciones del DLsg

del bioindicador para ver la alteracién del medio ambiente con respecto al tiempo.

A pesar de las diferencias encontradas en la investigacion, los ensayos con erizos de mar son
una manera viable no solo para comparar tdxicos de referencia, sino también para el estudio
de sustancias complejas donde hay una interaccion entre diferentes toxicos como sedimentos

y descargas de contaminantes.

Tabla 23
Valores hallados para DLso en la bibliografia para erizo de mar
Fuente Especie Lugar Toxico d_e DLsg
Referencia
Arizzi et al. (2003) P. lividus Mar Adriatico Cr (mg.Ih) 3,06
Presente Investigacion T. niger Chorrillos Cr (mg.I") 0,44
King y Riddle (2001) S. neumayeri Antértida Cd (mg.I") 6,94
Arizzi et al. (2003) P. lividus Mar Adriético Cd (mg.I") 0,23
Fernandez y Beiras, (2001) P. lividus Galicia Cd (mg.I?) 9,24
Garmendia et al. (2009) P. lividus Pais Vasco Cd (mg.I") 7,50
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Nacci, Jacki, y Walsh (1986) A. punctulata Narragansett Cd (mg.I") 13,9

A. lixula ] ] 1,56
o Islas del Fraile, Aguilay
Cesar et al. (2002) P. lividus Cd (mg.I") 1,49
) Farrallon
S. granularis 1,65
Fernandez (2002) P. lividus Galicia Cd (mg.I*) 8,62
Presente Investigacion T. niger Chorrillos Cd (mg.I?h) 41,77

Fuente: Elaboracion propia.

4.2.  Determinacion del riesgo ambiental (RQ) del metal pesado Cdy Cr

Se hallé un RQ para el Cd de 0,0027 mientras que para el Cr se obtuvo un RQ de 2,2450,

los cuales se comparan en la Tabla 24.

Debemos mencionar que se han realizado investigaciones afines con el mismo espécimen y
periodos de analisis, pero con diferentes contaminantes, encontrandose variabilidad en los
resultados hallados para RQ. Paredes (2016) hall6 un RQ de 3,88x10° para el sulfato de
bario a partir de la evaluacion del porcentaje de inhibicion a las dos horas. Por otro lado,
lannacone et al. (2007) emple6 el “erizo” T. niger y obtuvo un RQ de 4,20 y 9,80 para el
plaguicida Metamidofos Clase la y Ib respectivamente. Ademas, lannacone et al. (2011) en
su investigacion con T. niger, sometido a una exposicion del plaguicida Carbofurano en un
intervalo de una hora, obtuvo un valor de RQ de 13,80. Mas adelante, lannacone et al. (2014)
en su evaluacion del riesgo ecotoxicoldgico del bioplaguicida Catahua consiguié un RQ de
2290,10; este RQ se determind en base a valores de toxicidad comparados con la dosis

promedio de aplicacion del bioplaguicida para plagas de algodon.

Por lo expuesto, se deduce que el erizo T. niger no presenta la misma sensibilidad al
contrastarlo con diferentes tdxicos referentes, lo que generaria diferentes efectos y
reacciones aun habiendo realizado las mismas técnicas de obtencion de gametos y
fertilizacion. De acuerdo con los resultados encontrados el espécimen T. niger bajo las
condiciones de prueba de la presente investigacion, resulto ser mas sensible al Cr que al Cd,
ya que se evidencio que el Cr tiene un mayor efecto en la inhibicién de la fecundacién de los

gametos a diferencia del Cd que mostro menor efecto.
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Tabla 24
Valores hallados para riesgo ambiental en la bibliografia para T.niger

Riesgo ambiental o

Fuente Especie Factor Téxico de Referencia RQ L
ecologico
Paredes (2016) T. niger % de inhibicién BaSO4 3,88x10°® Bajo

Metamidofos Clase la 4,20 Alto
lannacone, et al. . % de inhibicid
(2007) T. niger % de inhibicion _

Metamidofos Clase Ib 9,81 Alto
lannacone, et al. T. niger % de inhibicion Carbofurano 13,80 Alto
(2011)
lannacone, et al. T. niger % de inhibicion Catahua 2290,10 Alto
(2014)

Presente T. niger % de inhibicion cd (mg.I) 0,0027 Bajo
Investigacion
Presente T.niger % de inhibicién Cr (mg.I) 2,245 Alto

Investigacién
Fuente: Elaboracion propia.

4.3. Evaluacion del efecto de los metales pesados Cd y Cr en el desarrollo

embrionario

En el estudio realizado por Pagano et al. (1983) en los erizo de mar P. lividus y S. granularis
con agua de mar filtrada para el metal pesado Cr y con una exposicién de 48 h, se observa
gue a una concentracion mayor a 11,5 mg.I"t de CrO4? el desarrollo del estadio géstrula es
totalmente suprimida, afectando el desarrollo de ambas especies. Mientras que a una
concentracion igual a 11,5 mg.I"! se observa la inhibicién de la formacion del esqueleto y
una evaginacion de entre el 30 % al 70 % del cuerpo. Seguidamente, a una concentracion de
111,5 mg.I"t el CrO472, no causa problemas en la fecundacion pero genera separacion celular.
En la presente investigacion, usando T. niger a una concentracion de 0,5 mg.I" de Cry 18 h
de exposicion se observé separacion celular, disgregando el contenido celular; mientras que
en las tres concentraciones restantes se observo entre el 4 % al 24 % aproximadamente de
malformaciones en el embrién (Figura 9) influenciadas por el tiempo de exposicion y
concentracion del metal. Ademas, se registro una alta tasa de mortalidad en los tratamientos
con altas concentraciones de Cr que a su vez afectaron el desarrollo embrionario. Por lo
observado, se puede establecer que los efectos estan relacionados con la concentracion y el

tiempo de exposicion; asi mismo, demuestra el efecto mutagénico que genera el cromo,
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evidenciado en el cambio de la morfologia externa como por ejemplo exogastrulas tipo

campana, hongo y space-ship Apollo.

Pagano et al. (1983) reporta alteraciones en el desarrollo embrionario de los erizos P. lividus,
P. crotubercalaus y S. granularis extraidos del golfo de Napoles, Italia, los cuales al ser
expuestos a una concentracion de 10° M Cd?* (112,411 mg.IY) presentan una blastula
patoldgica o un estadio permanente. Posteriormente, reportan que a una concentracion igual
a 104 M Cd?* (11,241 mg.I") se presentaron algunos efectos inconsistentes, debido a las
diversas acciones del Cd?" en el desarrollo embrionario, sin afectar el desarrollo o la
fertilizacion de los huevos. Por su parte, Kobayashi (1990) al trabajar con H. pulcherrinus a
una temperatura de 18 °C con CdCl, establece que los embriones en algunos casos
desarrollan anormalidades, tales como exogéstrula y alteraciones denominadas “‘space-ship
Apolo”, asi como un efecto retardado en el desarrollo embrionario, ademas de una baja tasa

de mortalidad.

La presente investigacion obtuvo similares resultados de toxico de referencia reportados por
Kobayashi (1990), quien emplea las mismas concentraciones que las utilizadas en el presente
estudio, obteniendo resultados parecidos y ademas de similares malformaciones que fueron
atribuidas a concentraciones cercanas a 10 mg.I". Igualmente, se observa en el presente
ensayo un retardo del desarrollo embrionario en comparacion al control y al Cr; las
malformaciones detalladas en la investigacion de Kobayashi (1990) (Figura 9) son similares
a las encontradas en el presente estudio, con la Gnica diferencia de que en caso de Kobayashi,
a las 48 h la concentracion de 5 mg.I" registrd el maximo ndmero de malformaciones,
mientras que en este estudio se registré el mismo valor pero a la concentracion de 1 mg.I™.
Esto puede deberse a la aclimatacion del erizo de mar a las concentraciones presentes del

ambiente donde se extrajo.

Por lo referido anteriormente, las diferentes concentraciones durante un periodo largo de
tiempo generan diferentes tipos de resultados en la formacion del embridn y posterior
desarrollo, también al compararlo con el cromo se puede ver que este tiene una mayor

capacidad de generacién de malformaciones y mortalidad.
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Las causas de los dafios que ocasiona el Cd en el embrion de los erizos, son descritas por
Agnello et al. (2007) en su investigacién con embriones del erizo P. lividus, donde
demuestran que la absorcion intracelular del metal se incrementa con respecto al tiempo de
exposicion, lo que genera la activacion de proteinas de estrés especificas. Ademas, en su
investigacion observo un incremento de embriones inducidos a activar los eventos de
apoptosis en respuesta a las grandes concentraciones del toxico de referencia, en este caso
el Cd, donde el embridn al ser expuesto genera un aumento en la rotura del caspase-3, la cual
es una de las moléculas claves para la apoptosis, esta rotura trae consigo el aumento de la
rotura de a-fodrin y lamin A. La primera esta asociada al desarrollo del citoesqueleto, cuya
rotura ocasionaria malformaciones o inhibicién de la formacion del esqueleto; mientras que
la segunda es una proteina membrana nuclear la cual al romperse causa la muerte celular,
todo esto para evitar la fragmentacion del ADN. También observaron que, si la
concentracion del Cadmio es baja, el embrion puede volver a su desarrollo normal, pero si
es grande puede ocasionar un grave dafio y fragmentacién del ADN, provocando un
desarrollo anormal. Por lo tanto, se puede inferir que la apoptosis sirve como un mecanismo

de defensa ante los metales pesados.

Los efectos observados del Cr son explicados por Garman et al. (1997) quien realiza un
ensayo con Strongylocentrus purpuratus e indica que el Cr y el Ni generan los mismos
efectos en el desarrollo embrionario, debido a que afectan el sistema de transporte de
aniones. Ryu et al. (2012), expone a los embriones del erizo Strongylocentrus intermedius
al niquel, generando malformaciones tipo campana y hongo, similares a las observadas en
esta investigacion. Estas malformaciones ocurren debido a la alteracion de los genes EGF3,
PCSK9, proteina precursora apolipophorin a las cuales se les atribuye los fendbmenos

anormales de desarrollo embrionario.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES

En base al resultado de la prueba de toxicidad aguda en T. niger, se concluye que el
metal pesado cromo presenta un DLso de 0,44 mg.I*%, lo que representa un alto grado
de toxicidad, el Cd, presento un DLso de 41,77 mg.I%, lo que representa una menor

toxicidad.

Se determin6 un RQ de 2,245 para Cr, lo que representa un riego ecoldgico alto y para
Cd el RQ fue de 0,0027 presentado un bajo riesgo ambiental a comparacion del cromo,

por ello este metal debe analizarse primordialmente en ecosistemas marinos.

El Cr present6 un mayor efecto mutagénico en el desarrollo embrionario del T. niger
a diferencia del Cd. Se hall6 una mayor alteracion en la fase de gastrula con un 23 %

de malformaciones tales como exogastrulas a una concentracion de 0,05 mg.I*
Se observd que el Cr afecto la morfologia de los embriones evidenciando

malformaciones de diferentes tipos y una mayor tasa de mortalidad en relacion con el

tratamiento control.
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CAPITULO VI: RECOMENDACIONES

Realizar pruebas de dosis letal media con los mismos organismos y toxicos de

referencia, a fin de obtener rangos de resultados comparables y significativos.
Ampliar los estudios eco toxicoldgicos con diferentes organismos marinos céciles, con
la finalidad de hallar el organismo mas sensible a determinados toxicos y aplicar los

resultados a fin de obtener valores mas exactos de riesgo ambiental.

Realizar pruebas de desarrollo embrionario con mezclas de metales para encontrar

efectos de sinergia, antagonismo, entre otros.
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TERMINOLOGIA

Agua de mar sintética: Mezcla de sales minerales disueltas que simulan el agua de mar. El
agua de mar sintética presenta importantes ventajas para pruebas de toxicidad: carece de
materia organica, la cual puede causar toxicidad o alterar la debida a los metales, dada su
capacidad para generar complejos de iones metélicos, y permite garantizar un contenido
maximo en metales pesados (impurezas de las sales utilizadas) muy por debajo de los
umbrales con efectos bioldgicos, siempre que se utilicen sales de calidad para analisis
(Fernandez, 2002).

Bioensayo: Ensayo en el cual el poder o potencia de una sustancia es medido a través de la
respuesta de organismos vivos o sistemas vivientes (Centro Internacional de Investigaciones

para el Desarrollo, 2004).

Contaminante: Sustancia ajena, presente en un sistema natural en una concentracion mas
elevada de lo normal por causa de actividad antropica directa o indirecta; pudiendo ser
nocivos para la salud, la seguridad o bienestar de la poblacion, o perjudiciales para la vida
animal y vegetal, o que impidan el uso y goce de las propiedades y lugares de recreacion

(Centro Internacional de Investigaciones para el Desarrollo, 2004).

Control: Unidad experimental que reproduce iguales condicones y factores que afectaran
los resultados del ensayo, con excepcion de la sustancia a analizar (Garmendia et al., 2009).

EC50: La concentracion letal del toxico, se define como la concentracion que ocasiona un
efecto del 50% en la poblacién del organismo empleado; también se puede encontrar como

LC50 (Garmendia et al., 2009).

Exposicion: Contacto de los organismos con las muestras de estudio (Garmendia et al.,
2009).

Factores de aplicacion: Multiplicadores aplicados a los CL50 para estimar posibles

umbrales subletales de efecto en comunidades acuaticas. Los valores mas comunes
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derivados de la experiencia practica son: 1/10, 1/20, 1/100 (Centro Internacional de

Investigaciones para el Desarrollo, 2004).

LOEC: Concentracion mas baja a la cual se observa efecto (LOEC, por sus siglas en inglés)

(Centro Internacional de Investigaciones para el Desarrollo, 2004).

Muestra: Sustancia (disolucion o sedimento) objetivo del analisis (Garmendia et al., 2009).

NOEC: Concentracion a la cual no se observa efecto (NOEC, por sus siglas en inglés)

(Centro Internacional de Investigaciones para el Desarrollo, 2004).

Punto final: Medida o valor que expresa el resultado de un ensayo (CL50/CE50/CI50).
También significa la respuesta del organismo para mostrar el efecto que se utiliza para
indicar la finalizacién del ensayo, definido por un porcentaje de organismos y un tiempo de

exposicion (Centro Internacional de Investigaciones para el Desarrollo, 2004).

Replicado: Es una cdmara de ensayo, conteniendo un nimero especificado de organismos
en una concentracion de muestra definida. En un ensayo de toxicidad con cinco
concentraciones de ensayo y un control que usa tres replicados, se utilizan 18 camaras de
ensayo con tres camaras por concentracion (Centro Internacional de Investigaciones para el
Desarrollo, 2004).

Toxicidad aguda: Se define como el efecto letal o subletal de un téxico sobre organismos
en un periodo de tiempo determinado (Centro Internacional de Investigaciones para el
Desarrollo, 2004).

Toxicidad croénica: Efecto toxicos a largo plazo relacionados con cambios en el
metabolismo, crecimiento o capacidad de supervivencia (Centro Internacional de

Investigaciones para el Desarrollo, 2004).

Toxicidad: Es caracteristica determinante de un elemento o combinacion de estos para

inducir efectos contrarios a organismos vivos (Garmendia et al., 2009).
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APENDICES
Apéndice 1

Normas legales

18 NORMAS LEGALES Miércoles 7 de junio de 2017 / ¥ El Peruano
Categoria 4: Conservacion del ambiente acuatico
E2: Rios E3: Ecosistemas costeros y marinos
Parametros U:x::e = Ll:g::sm y . ) .

Costa y sierra Selva Estuarios Marinos
FISICOS- QUIMICOS
Aceites y Grasas (MEH) mg/L 50 50 50 50 50
Cianuro Libre mg/L 0,0052 0,0052 0,0052 0,001 0,001
Color (b) cg':c'al':mpzdczm 20(a) 20 (a) 20 (a) " "
Clorofila A mglL 0,008 po - pe -
Conductividad (uSfcm) 1000 1000 1000 " -
Demanda Bioguimica de Oxigeno
(080, 9 L mglL 5 10 10 15 10
Fenoles mg/L 2,56 2,56 2,56 58 58
Fosforo total mg/L 0,035 0,05 0,05 0,124 0,062
Nitratos (NO,) (c) mg/L 13 13 13 200 200
Amoniaco Total (NH,) mg/L (1) (1 (1) 2 2
Nitrégeno Total mg/L 0,315 - - - -
Oxigeno Disuelto (valor minimo) mgiL 25 25 25 24 24
Potencial de Hidrogeno (pH) Unidad de pH 65a90 65290 65a90 68-85 68-85
Solidos Suspendidos Totales mg/L =2 < 100 < 400 < 100 = 30
Sulfuros mg/L 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002
Temperatura “C A3 A3 A3 A2 A2
INORGANICOS
Antimonio mg/L 0,64 0,64 0,64 " s
Arsénico mglL 0,15 0,15 0,15 0,036 0,036
Bario mglL 07 07 1 1 "
Cadmio Disuelto mgiL 0,00025 0,00025 0,00025 0,0088 0,0088
Cobre mg/L 0,1 0,1 0.1 0,05 0,05

Licromovi malL o011 0011 o011 005 005 1

Mercurio mg/L 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
Niquel mglL 0,052 0,052 0,052 0,0082 0,0082
Plomo mglL 0,0025 0,0025 0,0025 0,0081 0,0081
Selenio mg/iL 0,005 0,005 0,005 0,071 0,071
Talio mg/L 0,0008 0,0008 0,0008 s #
Zinc mg/L 0,12 0,12 0,12 0,081 0,081

Figura 14. Estandares de Calidad Ambiental para Agua — Categoria 4. Fuente: Diario Oficial El

Peruano (2017) Aprueban Estandares de Calidad Ambiental para Agua y establecen disosiciones
complementarias D.S. N°004-2017
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Apéndice 2

Manual de uso del pHotoFlex Turb

4.6.2 Medir el valor pH

1 | Llevar a cabo las actividades preparativas conforme al
pérrafo 4.6.1.

2 | Sumergir el electrodo de medicion del pH en la solucién de

pH & Redox\ pH

6.94
25.0°C

[AR]

01.02.05 15:12

3 | Presionar la tecla <M> (prolongadamente) las veces
necesarias, hasta que quede seleccionado el parametro pH.

AutoRead La funcién AutoRead (control de deriva) verifica continuamente la
(control de deriva) estabilidad de la sefial de medicion. La estabilidad de la sefal tiene
influencia decisiva sobre la reproducibilidad del valor medido. La
indicacion del parametro parpadea, hasta que el valor medido se
estabilice.

Criterios Teniendo las mismas condiciones de medicion, vale siempre:

Magnitud de Reproducibilidad Tiempo de
medicién respuesta
Valor pH lmejor0.01 |>30599undos

Figura 15. Manual de uso del pHotoFlex Turb para medir el pH. Fuente: Xylem Analytics
Germany GmbH (2018) Intrucciones de operacién ba75976s06 pHotoFlex® Turb.
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e 5] WM ——COWVTW -

WTW model no.: 14552

Category: KT (reaction cell test)

Cell: 16 mm

Measuring range: 0.05 - 2.00 mg/I Cr
Display in mmoll possible

V4

&

lél

- — :
Check the pH value of Add 6 drops of Cr-3K Shake the cell vigorously Allow to react for 1 Add 5.0 mi sample with a
the sample. into a reaction cell and to dissolve solids. minute. pipette, close the cell
Desired range: pH 1-9.  close with screw cap. with the screw cap and
Correct with diluted mix.
sodium hydroxide
solution or sulfuric acid
as necessary.

00

Allow to react for 1 Insert the cell in the
minute. photometer cell shaft
and start measurement.

Figura 16. Manual uso para determinar el Cromo. Fuente: Xylem Analytics Germany GmbH (2010)
Photometry Analysis Manual ba75509e15 pHotoFlex® Turb.
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Cadmium
— 2 —CWTW -

WTW model no.: 14834
Category: KT (reaction cell test)
Cell: 16 mm

Measuring range: 0.025 - 1.000 mg/l Cd
Display in mmol/l possible

! /
m B Q

Check the pH value of Pipette 5.0 ml of sample Add 0.20 mi Add 1 level green Shake the cell vigorously

the sample, into a reaction celland  Cd-1K with a pipette and microspoon of Cd-2K fo dissolve solids.
Desired range: pH 3-9.  mix. mix. and close the cell with
Correct with diluted the screw cap.

sodium hydroxide
solution or sulfuric acid

as necessary.
i

Allow to react for 2 Insert the cell in the

minutes. photometer cell shaft

and start measurament.

Figura 17. Manual uso para determinar el Cadmio. Fuente: Xylem Analytics Germany GmbH (2010)
Photometry Analysis Manual ba75509e15 pHotoFlex® Turb.
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Apéndice 3

Registro fotografico

Figura 19. Tratamiento para la prueba de toxicidad aguda, etiqueta roja cromo, etiqueta
verde cadmio. Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 20. Exposicion de los embriones de T.niger a las soluciones contaminadas. Fuente:
Elaboracién propia.

Figura 21. Tratamientos del desarrollo embrionario fijados con formol. Fuente: Elaboracion

propia.
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Figura 22. Tratamientos para el desarrollo embrionario. Fuente: Elaboracion propia.

Figura 23. Separacidn celular por efecto del Cr. Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 24. Efecto de aplastamiento debido a la falta de circulacion. Fuente: Elaboracion propia.
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Apéndice 4
Estadistico del metal pesado Cromo

Pruebas de los efectos inter-sujetos

Suma de
cuadrados Media
Origen tipo 11l gl cuadratica F Sig.
Modelo Morulal 267,653? 23 11.637 44,098 .000
corregido  pyastulal 15085,111° 23 655.874 286.200 .000
Gastrulal 8980,653° 23 390.463 315.880 .000
Malformacionesl 4106,167¢ 23 178.529 100.423 .000
Muertel 28642,444¢ 23 1245.324 711.614 .000
Interseccion  Morulal 58.681 1 58.681 222.368 .000
Blastulal 22330.889 1 22330.889 9744.388 .000
Gastrulal 15167.014 1 15167.014  12269.944 .000
Malformacionesl 9384.500 1 9384.500 5278.781 .000
Muertel 86805.556 1 86805556  49603.175 .000
Tratamientol Mdrulal 2.375 3 792 3.000 .040
Blastulal 3123.000 3 1041.000 454.255 .000
Gastrulal 8484.042 3 2828.014 2287.831 .000
Malformacionesl 3320.167 3 1106.722 622.531 .000
Muertel 19328.778 3 6442.926 3681.672 .000
Horasl Morulal 234.403 5 46.881 177.653 .000
Blastulal 9428.611 5 1885.722 822.861 .000
Géstrulal 69.236 5 13.847 11.202 .000
Malformacionesl 200.167 5 40.033 22.519 .000
Muertel 1658.111 5 331.622 189.498 .000
Tratamientol Morulal 30.875 15 2.058 7.800 .000
* Horasl Blastulal 2533.500 15 168.900 73.702 .000
Gastrulal 427.375 15 28.492 23.049 .000
Malformacionesl 585.833 15 39.056 21.969 .000
Muertel 7655.556 15 510.370 291.640 .000

a. R cuadrado =,955 (R cuadrado corregida = ,933)
b. R cuadrado =,993 (R cuadrado corregida = ,989)
¢. R cuadrado =,993 (R cuadrado corregida = ,990)
d. R cuadrado =,980 (R cuadrado corregida = ,970)
e. R cuadrado =,997 (R cuadrado corregida = ,996)
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Pruebas post hoc tratamiento Cr

Moérula
DHS de Tukey?P¢
Subconjunto

Tratamiento Cr N 1

Tl 18 6111
T3 18 .8889
T2 18 1.0556
T4 18 1.0556
Sig. .058

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.
Basadas en las medias observadas.
El término de error es la media cuadratica (Error) = ,264.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 18,000
b. Los tamafios de los grupos son distintos. Se empleara la media arménica

de los tamafios de los grupos. No se garantizan los niveles de error tipo I.
c. Alfa=.05.

Bléastula

DHS de
Tukey?P€

Subconjunto
Tratamiento Cr N 1 2 3
T4 18 7.6667
Tl 18 17.8333
T2 18 18.7778
T3 18 26.1667
Sig. 1.000 254 1.000

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.
Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = 2,292.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 18,000

b. Los tamafios de los grupos son distintos. Se empleara la media armonica
de los tamafios de los grupos. No se garantizan los niveles de error tipo I.
c. Alfa =.05.
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Gastrula

DHS de
Tukey?P¢
Subconjunto
Tratamiento Cr N 1 2 3 4
T4 18 7222
T3 18 9.6111
T2 18 17.4444
T1 18 30.2778
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.
Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = 1,236.

a. Usa el tamafio muestral de la media armdnica = 18,000

b. Los tamafios de los grupos son distintos. Se empleara la media arménica de los tamafios
de los grupos. No se garantizan los niveles de error tipo I.

c. Alfa=.05.

Malformaciones en el desarrollo embrionario
DHS de
Tukey?Pe

Subconjunto

Tratamiento Cr N 1 2 3 4
T4 18 4444
T1 18 11.4444
T3 18 15.4444
T2 18 18.3333
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.
Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = 1,778.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 18,000

b. Los tamafios de los grupos son distintos. Se empleara la media arménica de los tamafios
de los grupos. No se garantizan los niveles de error tipo I.
c. Alfa=.05.
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Mortalidad

DHS de
Tukeyab.c
Subconjunto
Tratamiento Cr N 1 2 3 4
T4 18 6.7778
T1 18 39.8333
T2 18 44.3889
T3 18 47.8889
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.
Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = 1,750.

a. Usa el tamafio muestral de la media armonica = 18,000

b. Los tamafios de los grupos son distintos. Se empleara la media armonica de los
tamarfios de los grupos. No se garantizan los niveles de error tipo I.

c. Alfa = .05.
Pruebas post hoc horas Cr
Moérula
DHS de Tukey?P¢
Subconjunto
Horasl N 1 2
22 horas 12 0.0000
28 horas 12 0.0000
42 horas 12 0.0000
48 horas 12 0.0000
18 horas 12 .5000
2 horas 12 49167
Sig. .182 1.000

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogeéneos.

Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = ,264.

a. Usa el tamafio muestral de la media armdnica = 12,000

b. Los tamafios de los grupos son distintos. Se empleara la media armonica de
los tamafios de los grupos. No se garantizan los niveles de error tipo I.

c. Alfa = .05.
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Blastula

DHS de
Tukey2be
Subconjunto
Horasl N 1 2 3 4 5 6
48 horas 12 5.1667
42 horas 12 7.5000
28 horas 12 13.0000
22 horas 12 17.3333
18 horas 12 23.2500
2 horas 12 39.4167
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.
Basadas en las medias observadas.
El término de error es la media cuadratica (Error) = 2,292.
a. Usa el tamarfio muestral de la media arménica = 12,000
b. Los tamarfios de los grupos son distintos. Se empleara la media armoénica de los tamafios de los
grupos. No se garantizan los niveles de error tipo I.
c. Alfa = .05.
Gastrula
DHS de Tukey?P¢
Subconjunto
Horasl N 1 2 3
2 horas 12 13.2500
22 horas 12 13.5000
28 horas 12 14.0833 14.0833
48 horas 12 15.0833 15.0833
18 horas 12 15.1667 15.1667
42 horas 12 16.0000
Sig. 453 181 347

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.
Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = 1,236.

a. Usa el tamafio muestral de la media armonica = 12,000

b. Los tamafios de los grupos son distintos. Se empleara la media arménica de los tamafios de

los grupos. No se garantizan los niveles de error tipo I.
c. Alfa=.05.
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Malformaciones en el desarrollo embrionario

DHS de Tukey*"¢

Subconjunto
Horasl N 1 2 3
18 horas 12 8.1667
22 horas 12 10.4167
28 horas 12 11.9167 11.9167
2 horas 12 12.4167
42 horas 12 12.5833
48 horas 12 13.0000
Sig. 1.000 .083 .363

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.
Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = 1,778.

a. Usa el tamafio muestral de la media armonica = 12,000

b. Los tamafios de los grupos son distintos. Se empleara la media armoénica de los tamafios de

los grupos. No se garantizan los niveles de error tipo I.

c. Alfa=.05.
Mortalidad
DHS de
Tukey?P©
Subconjunto
Horasl N 1 2 3 4 5 6
18 horas 12 27.9167
2 horas 12 30.0000
22 horas 12 33.7500
28 horas 12 36.0000
42 horas 12 38.9167
48 horas 12 41.7500
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.
Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = 1,750.

a. Usa el tamafio muestral de la media armonica = 12,000

b. Los tamafios de los grupos son distintos. Se empleara la media arménica de los tamafios de los grupos.

No se garantizan los niveles de error tipo .
c. Alfa = .05.
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Apéndice 5

Estadistico del metal pesado Cadmio

Pruebas de los efectos inter-sujetos

Suma de
cuadrados Media
Origen tipo 11l gl cuadratica F Sig.
Modelo Morula2 167,8752 23 7.299 175.174 .000
corregido  pastyla2 7147,653 23 310.768 84.118 000
Gastrula2 7219,653¢ 23 313.898 65.700 .000
Malformaciones2
1098,542¢ 23 47.763 38.639 .000
Muerte2 2866,667¢ 23 124.638 22.379 .000
Interseccion  Moérula2 15.125 1 15.125 363.000 .000
Blastula2 69130.014 1 69130.014 18711.883 .000
Gastrula2 25350.014 25350.014 5305.817 .000
Malformaciones2
5565.125 1 5565.125 4502.124 .000
Muerte2 121032.000 1 121032.000 21731.431 .000
Tratamiento2 Morula2 15.375 3 5.125 123.000 .000
Blastula2 2657.375 3 885.792 239.763 .000
Gastrula2 4604.042 3 1534.681 321.212 .000
Malformaciones2
607.931 3 202.644 163.936 .000
Muerte2 1252.778 3 417.593 74.979 .000
Horas2 Morula2 75.625 5 15.125 363.000 .000
Blastula2 3826.569 5 765.314 207.153 .000
Gastrula2 2034.903 5 406.981 85.182 .000
Malformaciones2
115.458 5 23.092 18.681 .000
Muerte2 1348.667 5 269.733 48.431 .000
Tratamiento2 Moérula2 76.875 15 5.125 123.000 .000
Horas2  Bjastula2 663.708 15 44.247 11.977 000
Gaéstrula2 580.708 15 38.714 8.103 .000
Malformaciones2
375.153 15 25.010 20.233 .000
Muerte2 265.222 15 17.681 3.175 .001

a. R cuadrado =,988 (R cuadrado corregida = ,983)
b. R cuadrado =,976 (R cuadrado corregida = ,964)
c. R cuadrado =,969 (R cuadrado corregida = ,954)
d. R cuadrado =,949 (R cuadrado corregida = ,924)
e. R cuadrado =,915 (R cuadrado corregida = ,874)
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Pruebas post hoc tratamiento Cd

Morula
DHS de Tukeyabc
Subconjunto

Tratamiento Cd N 1 2
T3

18 0.0000
T4 18 0.0000
T2 18 0.83333333
T1 18 1
Sig. 1.0000 0.0813572
Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos
homogéneos.

Basadas en las medias observadas.
El término de error es la media cuadratica (Error) = ,042.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 18,000

b. Los tamafios de los grupos son distintos. Se empleara la
media armoénica de los tamafios de los grupos. No se
garantizan los niveles de error tipo .

c. Alfa=.05.
Blastula
DHS de
Tukey?b¢
Subconjunto
Tratamiento Cd N 1 2 3 4
T1 18 24.2778
T2 18 27.4444
T3 18 31.7778
T4 18 40.4444
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.
Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadréatica (Error) = 3,694.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 18,000

b. Los tamafios de los grupos son distintos. Se empleara la media armoénica de los tamafios de los
grupos. No se garantizan los niveles de error tipo I.
c. Alfa = .05.
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Gastrula

DHS de
Tukey?P¢
Subconjunto
Tratamiento Cd N 1 2 3 4
T4 18 9.0000
T3 18 14.5556
T2 18 21.0000
T1 18 30.5000
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.
Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = 4,778.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 18,000

b. Los tamafios de los grupos son distintos. Se empleara la media armonica de los tamafios de los
grupos. No se garantizan los niveles de error tipo I.

c. Alfa=.05.
Malformaciones en el desarrollo embrionario
DHS de
Tukeyabe
Subconjunto
Tratamiento Cd N 1 2 3 4
T4 18 4.6111
T1 18 8.2778
T3 18 9.5556
T2 18 12.7222
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.
Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = 1,236.

a. Usa el tamafio muestral de la media armonica = 18,000

b. Los tamafios de los grupos son distintos. Se empleara la media arménica de los tamafios de los
grupos. No se garantizan los niveles de error tipo .
c. Alfa = .05.
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Mortalidad

DHS de
Tukeyabe
Subconjunto
Tratamiento Cd N 1 2 3
T1 18 35.8889
T2 18 38.0000
T3 18 44.1666667
T4 18 45.9444
Sig. 1.000 1.000 0.122

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.
Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = 5,569.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 18,000

b. Los tamafios de los grupos son distintos. Se empleara la media armonica de los

tamafios de los grupos. No se garantizan los niveles de error tipo |.
c. Alfa = .05.

Pruebas post hoc horas Cr

Moérula

DHS de Tukey?P¢

Subconjunto
Horas?2 N 1 2
18 horas 12 0.0000
22 horas 12 0.0000
28 horas 12 0.0000
42 horas 12 0.0000
48 horas 12 .0000
2 horas 12 1 1

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.
Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = ,042.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 12,000

b. Los tamafios de los grupos son distintos. Se empleara la media arménica de los

tamafios de los grupos. No se garantizan los niveles de error tipo .
c. Alfa = .05.
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Blastula

DHS de
Tukey?P¢
Subconjunto
Horas?2 N 1 2 3 4 5 6
48 horas 12 20.0000
42 horas 12 24.3333
28 horas 12 29.4167
22 horas 12 34.0833
18 horas 12 36.5833
2 horas 12 41.5000
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.
Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = 3,694.

a. Usa el tamafio muestral de la media armonica = 12,000

b. Los tamafios de los grupos son distintos. Se empleara la media armonica de los tamafios de los grupos. No se
garantizan los niveles de error tipo I.

c. Alfa=.05.

Gastrula
DHS de Tukey®"¢

Subconjunto

Horas2 N 1 2 3 4
18 horas 12 11.1667
2 horas 12 12.5833
22 horas 12 19.0833
28 horas 12 20.9167 20.9167
42 horas 12 22.8333
48 horas 12 26.0000
Sig. 611 .328 .281 1.000

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogeéneos.

Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = 4,778.

a. Usa el tamafio muestral de la media armonica = 12,000

b. Los tamafios de los grupos son distintos. Se empleara la media armoénica de los tamafios de los grupos. No se
garantizan los niveles de error tipo I.

c. Alfa = .05.
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Malformaciones en el desarrollo embrionario

DHS de
Tukeyabe
Subconjunto
Horas2 N 1 2 3 4
48 horas 12 7.0000
42 horas 12 7.8333 7.833333333
28 horas 12 8.6667 8.66666667
22 horas 12 8.9167 8.9167
2 horas 12 9.2500
18 horas 12 11.0833
Sig. .453 181 792 1.000

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.

Basadas en las medias observadas.
El término de error es la media cuadratica (Error) = 1,236.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 12,000

b. Los tamafios de los grupos son distintos. Se empleara la media armonica de los tamafios de los

grupos. No se garantizan los niveles de error tipo .

c. Alfa = .05.
Mortalidad

DHS de
Tukeyabc

Subconjunto
Horas2 N 1 2 3 4
2 horas 12 33.8333
22 horas 12 38
28 horas 12 41
18 horas 12 41.1667
42 horas 12 45
48 horas 12 47.0000
Sig. 1.000 1.000 1.000 0.317

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.

Basadas en las medias observadas.
El término de error es la media cuadratica (Error) = 5,569.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 12,000

b. Los tamafios de los grupos son distintos. Se empleard la media armdnica de los tamafios de los

grupos. No se garantizan los niveles de error tipo .
c. Alfa = .05.
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