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RESUMEN

En Colombia, la industria petrolera estd interesada en realizar exploracién de hidrocarburos
offshore, actividad que ocasiona el vertimiento de sustancias perjudiciales en areas marinas, por lo cual
es fundamental conocer los efectos que pueden ocasionar sustancias producto de estas actividades,
particularmente frente a organismos nativos de las zonas de influencia. Este trabajo propone un ensayo
con un organismo autéctono del Caribe colombiano, que sirva como bioindicador de contaminacion,
para lo cual se evalué la toxicidad aguda de un lodo de exploracién offshore en base agua sobre la
fecundacién del erizo de mar Lytechinus variegatus, utilizando como téxico de referencia sulfato de
cobre pentahidratado. Se estandarizé el protocolo de obtencion de gametos y de fecundacién, asi como
los ensayos con el toxico de referencia y con el lodo, para determinar la toxicidad aguda dada en términos
de concentracion efectiva (CE, ). El porcentaje de fecundacion para validar el ensayo debe ser mayor al
85% en el tratamiento control, el cual se obtuvo al fecundar 2000 ovocitos con 50 x 10° espermatozoides y
se contaron 200 ovocitos (10%) para determinar el porcentaje de fecundacion en cada una de las réplicas.
La CE,;se determin en 20.45 + 1.90 mg.L"! para el téxico de referencia y 3649 mg.L"' + 400 mg.L"
correspondientes a la fase suspendida particulada del lodo la cual fue preparada a una relacién lodo-agua
de 1:9 (v/v). Los resultados muestran el alto grado de sensibilidad de los gametos de L. variegatus a la
accion del lodo de perforacion para exploracion offshore de hidrocarburos, lo cual evidencia la sensibilidad
del organismo de prueba ante estas sustancias y su potencial como bioindicador de contaminacion.

PALABRAS CLAVES: Erizo de mar, fecundacion, toxicidad aguda, sulfato de cobre pentahidratado,
fluido de exploracién offshore.

* Contribucion No. 1150 del Instituto de Investigaciones Marinas 'y Costeras (Invemar).
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ABSTRACT

Acute toxicity assessment of an offshore exploration fluid for the fertilization sea urchin
Lytechinus variegatus. In Colombia, oil industry is interested in developing offshore hydrocarbon
exploration, activity that causes spills of harmful substances in marine areas. It is essential to understand
the effects that those substances may cause in native organisms in the influence zones. This manuscript
proposes an assay with an autochthonous organism from the Colombian Caribbean, that may be used as a
bioindicator of contamination. The acute toxicity (CE,)) of a fluid used in offshore exploration was assessed
on basis on the fecundity of the sea urchin Lytechinus variegatus, using as a standard toxic pentahydrated
cooper sulfate. The protocol for obtaining the gametes and fecundation was previously standardized with
the reference toxic which is used to guarantee and validate its results in terms of effective concentration
(CE,). The fecundation percentage should be greater than 85% in order to validate the assay in the control
treatment, that was carried out by fecundating 2000 oocytes with 50 x 10° sperms. In each replicate 200
oocytes (10%) were counted in order to determine the percentage of fecundation. The obtained CE, value
of pentahydrate copper sulphate was 20.45 + 1.90 mg.L"! and 3649 mg.L"' + 400 mg.L"' corresponding to
the suspended particulate phase of mud, which was prepared from a mud-water relationship of 1:9 (v/v).
The results show a high sensitivity degree of the L. variegatus gametes to the action of the drilling mud
of offshore hydrocarbon exploration, which shows the sensitivity of the test organism to these substances
and its potential use as bioindicator of pollution.

KEYWORDS: Fertilization, acute toxicity, pentahydrate copper sulfate, offshore exploration fluid.

INTRODUCCION

Debido a la importancia econémica de los recursos minerales, las entidades
encargadas de la regulacién y la industria petrolea estdn interesadas en conocer
los efectos que pueden ocasionar sustancias derivadas de estas actividades en areas
marinas colombianas, particularmente frente a organismos nativos, por lo que se
requiere estandarizar y validar bioensayos de toxicidad que permitan evaluar los
efectos téxicos de los productos de la exploracion offshore, entre los que se encuentran
los lodos de perforacién, que son fluidos de composicion variable, la gran mayoria
artificiales y que se aplican de acuerdo con las condiciones especiales de los pozos
(Davila y Forero, 2011). Su manejo inadecuado puede ocasionar derrames al medio,
afectando la vida y bienestar de muchas especies acudticas.

Los ensayos ecotoxicoldgicos determinan el nivel de toxicidad evaluando
la respuesta de los organismos al ser expuestos a una serie de diluciones del lodo,
comparandolo con los resultados obtenidos frente a un téxico de referencia con el cual
se valora previamente la sensibilidad del organismo (Environment Canada, 2011). La
repetitividad y reproducibilidad de los resultados se evidencia al elaborar una carta
control con una serie de ensayos, primero con el t6xico de referencia y posteriormente
con la sustancia a evaluar, la cual evidencia la sensibilidad y estabilidad de la respuesta
del organismo a la sustancia, considerando unos limites establecidos por el coeficiente de
desviacion entre cada una de sus respuestas (Diaz-Béez et al., 2004a).
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La toxicidad de los lodos de perforacién ha sido evaluada en diversos
organismos acudticos, entre ellos la trucha arcoiris, en cuyo ensayo determinaron que
la mitad de los componentes del lodo evaluado son altamente t6xicos, presentandose
una concentracién letal (LE, ) < 1000 ppm (Ferrante, 1981). En Colombia también
se ha evaluado la toxicidad aguda de seis lodos de perforaciéon en postlarvas de
Litopenaeus vannamei, demostrando que la concentracién letal media (CL,) a 96
h para lodos en base agua va entre 4224 ppm y 26635 ppm y entre 40781 ppm y
308248 ppm para los de base sintética (Contreras-Leoén et al., 2013).

Para el desarrollo de la actividad petrolera en Colombia la Resolucién No. 1315
del Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible (MADS) indica que durante todo el
proceso de exploracion y perforacion offshore hay que realizar ensayos segun el programa
de monitoreo de lodos y cortes de perforacion, en el cual se deben presentar el laboratorio
que elabora los ensayos y las especies a utilizar que, de acuerdo con la resolucién, son
misiddceos de la clase Malacostraca y erizos de mar de la especie Lytechinus variegatus.
Estos ensayos no se realizan en ningtn laboratorio del pais, por lo cual se genera la
necesidad de iniciar la evaluacién y primeras aproximaciones a la estandarizacién de los
ensayos de toxicidad con organismo nativos, en este caso con el erizo de mar, para tener
resultados més cercanos a la realidad ecoldgica de los ecosistemas colombianos.

Lytechinus variegatus es una especie autoctona del Caribe colombiano,
se caracteriza por ser de rdpido crecimiento (Buitrago y Lodeiros-Seijo, 2005) y sus
gametos evidencian una sensibilidad comprobada en la realizacién de bioensayos,
siendo aceptados internacionalmente para ensayos toxicoldgicos (Bottger y McClintock,
2001). Actualmente se desconoce su comportamiento frente agentes extrafios y frente a
cualquier actividad de intervencién humana, por ejemplo frente a lodos de perforacién
utilizados por las empresas petroleras. La estandarizacion del ensayo de toxicidad para la
fecundacion del erizo de mar L. variegatus surge de la necesidad de poner a disposicién
de la industria y de las autoridades este tipo de ensayos para su posterior uso como
indicadores que tengan utilidad en la toma de decisiones.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se desarrollé durante nueve meses en el Laboratorio de Bioprospeccién
Marina del Invemar (Labbip), ubicado en Santa Marta (Colombia), el cual cuenta con un
sistema de recirculacién semicerrado de agua de mar, que permite manejar diferentes
sistemas de cultivo de organismos de manera independiente y de acuerdo con los
requerimientos de cada especie, cuyas variables fisicoquimicas se manejan de manera
controlada y en el que se realizan bioensayos de mantenimiento y cultivo de organismos
marinos (Ospina-Salazar ef al., 2011; Santos-Acevedo et al., 2011). Los ejemplares de L.
variegatus fueron recolectados mediante buceo a pulmén entre 2-2.5 m de profundidad en
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la bahia de Chengue (11°19°00”N, 74°07°0070) y trasladados al laboratorio en neveras con
agua de mar del lugar y acondicionadas con divisiones de espuma para evitar su maltrato.
A la llegada al Labbip se aclimataron agregando agua de mar del sistema a las neveras
lentamente hasta igualar las condiciones, se ubicaron en canaletas de 500 L sin sustrato y
se dio inicio al proceso de cuarentena, el cual consiste en mantener los organismos aislados
del resto del sistema y con un seguimiento permanente de las condiciones fisicoquimicas,
durante un periodo de cinco dias. A partir del segundo dia de cuarentena se empezaron a
alimentar con algas colectadas del medio natural, que posteriormente se fueron combinando
con alimento peletizado. Se registraron y controlaron los valores de temperatura (26 °C),
salinidad (35), oxigeno disuelto (7.7 mg.L") y pH (8.05) de manera diaria, realizando los
recambios de agua que se requirieran y al finalizar el quinto dia de cuarentena las canaletas
fueron incorporadas al sistema de recirculacion. Los erizos colectados y mantenidos en
el Labbip fueron identificados siguiendo las claves taxonémicas publicadas por Alvarez-
Larrauri (1978) y Borrero-Pérez et al. (2012) y confirmados por Giomar Helena Borrero-
Pérez. Invemar. Santa Marta, Colombia. 2012. Com. Pers.

Lytechinus variegatus es una especie omnivora (Lawrence et al., 2001; Gémez-
Gaspar, 2003; Garcia y Criales, 2005; Espinoza-G. et al., 2008); los especimenes fueron
alimentados ad libitum tres veces al dia con Gracilaria sp., Ulva lactuca y peletizado
(Buitrago y Lodeiros-Seijo, 2005). Los dos tipos de pellet utilizados fueron Ital Mojarra
24® y una mezcla con base en Ital Mojarra 24® preparada en el laboratorio, a la cual
se le adicioné Cyclop-eeze® con el fin de aportar un mayor porcentaje de proteinas
y lipidos; ademas se suministraron como alimentos complementarios espinaca entera
y trozos de zanahoria, seleccionados por su contenido de carotenoides los cuales, de
acuerdo con George et al. (2001) y Lawrence et al. (2002), contribuyen a la calidad de la
gbnada y produccién de gametos.

La limpieza de las canaletas se realizé diariamente antes de la primera
alimentacidn, consistiendo en extraer la materia organica y alimento no consumido
y depositado en el fondo con una manguera. Ademas, los erizos fueron mantenidos
en un fotoperiodo de 12 h de luz y 12 h de oscuridad.

Induccién y obtencion de gametos. Los gametos se obtuvieron inyectando
cadaerizo através del peristoma 0.5 mL de KC1 0.5 M, sustancia utilizada como inductora
en estudios con este tipo de organismos (Newmark et al., 2005; Germendia et al., 2009);
una vez inyectado se ubicé cada erizo sostenido en el borde de un recipiente con agua de
mar apoyado sobre su cara aboral y al cabo de uno a cinco minutos se empezd a obtener
el material gonadal, que podia ser esperma de color blanco u ovocitos de color naranja.
Una vez iniciado el desove, se ubicaban en un vaso de precipitado de 50 mL, limpio y
seco para recolectar los gametos en seco (Guirao-Marin et al., 2002; Newmark et al.,
2005) y posteriormente utilizar para cada tipo de gametos el material obtenido de tres
machos y de tres hembras respectivamente (Environment Canada, 1992).
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Mantenimiento de gametos. Los gametos se mantuvieron dentro de sus
respectivos vasos de precipitado de 50 mL y aunque Berdyshev (1999) recomienda
refrigerar el esperma, en el laboratorio no fue necesario, ya que el tiempo requerido
para determinar la calidad gamética, el nimero de células.mL"! y la elaboracién de
las concentraciones gaméticas no fue mayor a 30 minutos, periodo en que el esperma
se mantuvo sobre el meson del ensayo entre 26.5 y 27 °C (temperatura ambiente) e
iniciando el ensayo inmediatamente después de este periodo.

Determinacion de la calidad de los gametos. Se tomé una muestra de material
gonddico para determinar su calidad observando sus caracteristicas al microscopio; los
ovocitos de buena calidad se caracterizaron por ser redondos y turgentes con los bordes
claramente definidos y un didmetro cercano a 100 pm y el esperma se observaba en su gran
mayoria completo con su cabeza y cola y con gran movilidad (Germendia et al., 2009).

Manejo de gametos para conteo y realizacion de diluciones. Una vez obtenido
el esperma, se prepard una dilucién 1:500 adicionando 10 pL de esperma en 4990 pL
de 4cido acético 1:2000, preparado a partir de una soluciéon madre al 10% (Environment
Canada, 2011); con este procedimiento los espermatozoides se fijan para poder realizar
el conteo. La dilucién se preparé en tubos Falcén para facilitar la homogenizacion,
evitando la formacién de espuma y la aglomeracién de espermatozoides.

Losconteosdeespermaserealizaronenel cuadrante central deunacdmaraNeubauer
tomando una alicuota (10 pL) de la dilucién preparada y realizando el procedimiento con
cuatro alicuotas para obtener a partir de estos valores un promedio y establecer la cantidad
de esperma por mililitro utilizando la férmula de Cisneros-Prado (2011):

(No. de espermatozoides)
mL

= No. de espermatozoides*50000*Factor de dilucién

Los ovocitos fueron recogidos en un vaso de precipitado de 50 mL y se llevaron a
un volumen de 100, 150 o0 200 mL adicionando agua de mar filtrada e irradiada con luz UV
(AMF + UV) (Newmark et al., 2005), lo anterior dependiendo de la cantidad de muestra.
Con los ovocitos concentrados se elaboraron dos diluciones 1:10-1:100 en AMF + UV y se
realizé el conteo en cdmara Sedgewick-Rafter (Torres-Campaiia et al., 2009).

(No. de ovocitos)

oL = No. de ovocitos*Factor de dilucion

Concentraciones gaméticas. Para determinar la concentracion de
espermatozoides adecuada para obtener porcentajes de fecundacién superiores a
85%, se evaluaron concentraciones stock entre 7 x 10* y 100 x 10° espermatozoides.
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mL! utilizando 2000 ovocitos.mL™! (Salas-Garza et al., 2005; Aguirre-Martinez et
al., 2009). Las concentraciones de los gametos se prepararon adicionando el volumen
calculado de gametos.mL"al volumen de AMF + UV; para el caso del esperma en
tubos Falcon de 10 mL y para los ovocitos en un vaso de precipitado de 200 mL. Se
resalta que al adicionar AMF + UV para obtener las concentraciones establecidas se
produce la activacion del esperma, proceso que duré 30 minutos (Berdyshev, 1999).
El calculo usado para preparar las concentraciones fue el sugerido por Environment
Canada (2011) cuya férmula es:

C1*V1 = C2*V2

donde,

C1 = Concentracion inicial de gametos.mL!

V1 = Volumen (mL) de gametos necesarios para obtener la concentracién
requerida

C2 = Concentracién de gametos requerida

V2 = Volumen (mL) de gametos requeridos para el ensayo

Ensayo de fecundacién. Se adicionaron en cajas de Petri de 55 mm
de didmetro 5 mL. de AMF + UV, seguidamente 100 uL de la concentracién
espermatica correspondiente y se dejaron en reposo durante una hora, luego de
lo cual se agregé un mililitro de ovocitos, se esperaron 20 minutos mientras se
efectuaba la fecundacién y se procedi6 a detener el proceso agregando siete gotas de
formalina al 2% (modificado de Newmark et al., 2005). Cada vez que se adicionaba
esperma, ovocitos o formol a las cajas de Petri se homogenizaba la muestra con
cinco movimientos suaves en forma de ocho. Terminado este proceso se determind
el porcentaje de fecundacién realizando el conteo de 200 ovocitos en buen estado
por cada unidad experimental, registrando si estaban o no fecundados y se calculé
aplicando la férmula de Reis y Cerqueira (2003).

% de fecundacién = (No. de ovocitos fecundados/No. de ovocitos totales)*100

Para establecer la concentracién espermatica se realizaron dos ensayos,
el primero con cinco concentraciones espermdticas con intervalos que abarcaran
un dmbito amplio establecido de acuerdo con la literatura consultada y el segundo
derivado de los resultados del primero, con seis concentraciones mas cercanas a
los valores de fecundacion requeridos para el ensayo; en cada ensayo se manejaron
minimo tres replicas por concentracion.
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Ensayos con toxico de referencia y lodo. Para realizar estos ensayos se
selecciond como téxico de referencia el sulfato de cobre pentahidratado (CuSO,.
5H,0), sustancia que cumple con los requisitos descritos en la literatura como que
tiene comprobada toxicidad aguda frente algunos organismos acudticos (Scelzo,
1997), que es facil de analizar quimicamente, que es considerado un contaminante
ambiental, que esta disponible en el mercado con pureza consistente, solubilidad
y estabilidad en el agua (Alea-Reyes et al., 2003) y que se encuentra dentro de
los téxicos de referencia recomendados por la Agencia de Proteccion Ambiental de
los Estados Unidos (Espinosa-Ramirez et al., 2004). Los ensayos con el téxico de
referencia se desarrollaron con concentraciones preparadas a partir de una solucién
madre de 200 mg.L! (Fuentealba et al., 2007).

Para el desarrollo de los ensayos con el lodo de perforacién también fue
necesario partir de una solucién madre del lodo, la cual se prepard realizando
un dilucién del lodo original 1:9 (lodo: agua) (v/v), mezclando hasta lograr su
homogenizacién, dejando decantar y tomando la fraccién media que se obtiene
al separarse la muestra (EPA, 2011), denominada fase suspendida particulada
(FSP), la cual se toma como la solucién madre que corresponde en partes por
millén (ppm) a 1 x 10° mg.L-! (Brown y Salle, 1977); a partir de ella se prepararan
las diluciones seriadas para la realizacién del screening test y de los ensayos. La
concentracion efectiva media (CE,) del lodo original se obtuvo dividiendo la CE,
de la FSP entre 10 para corregir la dilucién 1:9 (Jones et al., 1986). De acuerdo
con Ronco et al. (2004), la solucién debe tener condiciones fisicoquimicas aptas
para la vida marina, por lo que para este caso fue necesario ajustar la salinidad,
la cual registraba valores superiores a 40 adicionando AMF + UV a la solucién
madre hasta llegar a 35; el pH estaba dentro del ambito (entre 6 y 9) por lo que no
fue necesario ajustarlo.

Las diluciones del sulfato de cobre y de la FSP se elaboraron a partir de
la correspondiente solucién madre con un factor de dilucién de 0.5 (Diaz-Baez et
al., 2004b; Espinosa-Ramirez et al., 2004); con base en los resultados obtenidos,
buscando establecer valores escalonados entre los extremos, se realizaron ensayos
adicionales con las concentraciones que producian porcentajes de fecundacién por
encima y por debajo de 50% y/o indices de fecundacién (Y) por encima y por debajo
de 0.5, hasta obtener por lo menos cinco concentraciones que obtuvieran indices de
fecundacién entre Oy 1. En todos los ensayos con el téxico de referencia se utilizaron
cinco réplicas por cada concentracion evaluada y un control negativo (AMF + UV) y
para la FSP del lodo se utilizé ademads el valor medio del téxico de referencia como
control positivo (20 mg.L"' CuSO, + 5H,0), en ambos casos se elaboraron las cartas
control para determinar la estabilidad de la CE,.
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Para los experimentos con el toxico de referencia y la FSP del lodo se siguié
el mismo procedimiento del bioensayo de fecundacion utilizado para determinar la
concentracion de esperma, solo que se reemplazaron 5 mL de AMF + UV por 5 mL
de cada concentracion de las sustancias de prueba y determinando en estos casos
el indice de fecundacién (Y). El valor minimo registrado de oxigeno disuelto (7.8
mg.L"") nunca estuvo por debajo de lo establecido para la especie en el medio natural
(Gbémez-Gaspar, 2000), fue un ensayo estdtico sin recambio de agua y el tiempo
de exposicion entre la inclusion del esperma, la de los ovocitos y su fijacién fue en
todos los casos de sesenta minutos.

Disefio experimental y analisis estadistico. Una vez obtenidos los datos
del ensayo de fecundacién se realiz6 un transformacion del porcentaje de fecundacion
a Y, la cual es una variable dependiente con la que se logr6é obtener valores de
fecundacién entre O y 1, que en este estudio se denominé indice de fecundacion; este
indice se requiere para obtener la CE, mediante el andlisis Probit. Posteriormente se
realizé un analisis de datos atipicos e influyentes, con lo cual se pudo depurar la base
de datos para asegurar la veracidad de los mismos. La férmula con la que se llevé a
cabo la transformacioén fue la siguiente (StatPoint Technologies, 2006):

(Y) = Numero de ovocitos fecundados / Niimero de ovocitos muestreados

Las pruebas de concentracion espermatica se evaluaron mediante un disefio
completamente al azar con submuestreo, con seis tratamientos: 62.5 x 10%, 12.5 x
107,25 x 107, 5x 108, 1 x 10°y 12 x 108 espermatozoides.mL! respectivamente, para
determinar cual de ellas produce porcentajes de fecundacién mayores a 85%. En
todos los analisis estadisticos se asumi6 un a = 0.05.

Con los resultados referentes al indice de fecundacién se realizé un
andlisis de varianza para verificar la existencia de diferencias significativas
entre ensayos y concentraciones y una prueba de comparaciéon miltiple de
Duncan con el fin de establecer las diferencias entre las medias del porcentaje
de fecundacién en cada concentracidon espermatica. El ensayo para medir el
efecto del toxico de referencia y de la FSP sobre la fecundacién del erizo de mar
utiliz6 un disefio en bloques completos al azar con submuestreo, conformado por
cuatro y tres bloques respectivamente, cuyos bloques estuvieron constituidos
por los correspondientes ensayos y siete tratamientos representados por las
diferentes concentraciones del téxico o de la FSP del lodo, incluyendo los
controles negativo y positivo de la investigacidn, cuya distribucidn se indica
en la Tabla 1.
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Tabla 1. Concentraciones de esperma utilizadas para evaluar el indice de fecundacién de Lytechinus
variegatus con sulfato de cobre como téxico de referencia y un lodo en base agua para exploracion
offshore.

Concentracion

Tratamientos stock del esperma Concentracién 1 Concentracion lodo (%)
(espermatozoides.mL") CuSO,:SH,0 (mg.L")
Control negativo AMF + UV AMF + UV
Control positivo No aplica 20 mg.L"! de CuSO,.5H,0
T1 10 0.01
T2 15 0.5
T3 500 x 10° 20 06
T4 30 0.8
T5 40 1
T6 60

Los datos correspondientes al indice de fecundacién obtenido frente al
toxico de referencia fueron transformados mediante el modelo arcoseno (y), con
los que se procedid a verificar los supuestos estadisticos de normalidad (pruebas de
Chi-cuadrado, Shapiro-Wilk y asimetria), homocedasticidad (prueba de Cochran) e
independencia (prueba de Durbin Watson), con lo cual se garantiza la confiabilidad
de los andlisis de varianza; posteriormente se realizé el estudio de datos atipicos e
influyentes, para depurar la base de datos. Los datos correspondientes al indice de
fecundacién obtenido frente a la FSP del lodo solo requirieron una transformacién del
porcentaje de fecundacién a Y, la cual también se aplicé al téxico de referencia. Los
datos de indice de fecundacion obtenidos en las pruebas de toxicidad con el téxico
de referencia fueron ajustados mediante el modelo Spearman-Karber (Diaz-Béez
et al., 2004c) y para la FSP del lodo mediante el modelo Probit (EPA, 1994) para
proceder a calcular la CE, . Los datos se presentan como la media por tratamiento y
la desviacion estandar (ES) en el formato + ES; las figuras muestran el error estandar
de cada porcentaje o indice de fecundacién y una linea punteada resaltando el valor
de 0.85 u 85% segun corresponda, de manera que se pueda apreciar el cumplimiento
de este valor dentro del control negativo para cada uno de los ensayos realizados.

Variables evaluadas. Las variables evaluadas durante el transcurso de esta
investigacién fueron nimero de ovocitos fecundados y no fecundados, variables de
las cuales se encontr6 el porcentaje de fecundacién, indice de fecundacién (Y) y la
CE, del toxico de referencia y de la FSP.
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RESULTADOS

Determinacion de la concentracion de espermatozoides apta para obtener
porcentajes de fecundacion mayores a 85%

El primer ensayo se realiz6 con las concentraciones espermaticas que
registra la literatura para otras especies de erizos de mar, estas fluctuaron entre 5 x
10*y 5 x 107 espermatozoides.mL"! y produjeron porcentajes menores a 20%. Por
tal razén se establecieron nuevas concentraciones stock, entre 62.5 x 10°y 12 x 10#
espermatozoides.mL! con las cuales se evidencid un incremento en la fecundacion
llegando a obtener porcentajes superiores a 85% desde 12.5 x 107 espermatozoides.
mL! (Tabla 2). El porcentaje de fecundacién a 62.5 x 10° espermatozoides.mL !, fue
menor comparado con los demads tratamientos (12.5 x 107 a 12 x 10® espermatozoides.
mL") y estadisticamente fue el dnico que presenté diferencias significativas con
respecto a los otros (p = 0.04).

Al analizar los resultados y teniendo en cuenta que a concentraciones
iguales o superiores a 12.5 x 107 espermatozoides.mL! se obtiene un porcentaje
de fecundacién superior a 85% sin efectos secundarios (polispermia), se eligié
la concentracién stock de 500 x 10° espermatozoides.mL™! para realizar cada uno
de los ensayos, considerando que con esta concentracién se observé la mas baja
variabilidad en el porcentaje de fecundacién (Tabla 2). A esta concentracién la
relacién ovocito:espermatozoide fue de 1:25000.

Tabla 2. Porcentajes de fecundacion a diferentes concentraciones espermaticas. Los valores son
expresados como el promedio de minimo tres réplicas + el error estandar.

Ensayo Concentracion stock (espermatozoides.mL") % de fecundacion = error estandar

5x 10 0.00 £+ 0.00
1x10° 0.31+0.19
1 1x 10° 0.50 £0.20
25x 10° 16.13 £2.57
50 x 10° 17.63 £5.32
62.5x 10° 69112
12.5 x 10¢ 90 + 1.40
2 25x 107 89 £3.09
50 x 107 92+13
1x10° 89 +2.90
12x 108 89 +1.58
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Concentracion efectiva (CE_ . ) de CuSO,5H,0 como téxico de
referencia en la fecundacion del erizo de mar Lytechinus variegatus

Una vez establecida la relacién adecuada de gametos se procedi6 a
realizar los ensayos con el toxico de referencia hasta lograr su estandarizacion,
paralo cual se realizaron 13 ensayos, el primero de ellos fue utilizando un factor
de dilucién (FD) de 0.5 y los demds se ajustaron con base en los resultados
obtenidos (Figura 1). Con el primer ensayo se detecté que a concentraciones
mayores de 75 mg.L" de CuSO,.5H,0 no se presenta fecundacién y que menores
a 12.5 mg.L! dan valores superiores a 70% o 0.7 segtin el indice de fecundacién
(Y). Por lo tanto se ajustaron las concentraciones para obtener una respuesta
escalonada entre 0 y 1, estas concentraciones fueron 10, 15, 20, 40 y 60 mg.L"!
de CuSO,.5H,0 (Tabla 3). El andlisis estadistico de la distribucién promedio
de los indices de fecundacién muestra que a concentraciones > 40 mg.L! no
hay fecundacién después de exponer el esperma 60 minutos al agente téxico,

mientras que < 15 mg.L! se puede obtener un indice de fecundacién = 0.7.

+0.017

Indice de fecundacién

+0.000 +0.000

6.25 12.5 25 50 75 100 ‘
Control CuSO, -5H,0 (mg.L") ‘

Figura 1. Indice de fecundacién de gametos de Lytechinus variegatus, utilizando sulfato de cobre
pentahidratado (CuSO,-5H,0) como téxico de referencia a diferentes concentraciones, empleando un
factor de dilucién de 0.5. La linea punteada indica la aceptacion del control negativo.
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Tabla 3. Indice de fecundacién en gametos de Lytechinus variegatus a concentraciones de 10 a 60 mg.L"!
de sulfato de cobre pentahidratado (CuSO,-5H,0) como téxico de referencia.

Ensayo Concentracion Indice de fecundacién + error estandar
Control 0.96 = 0.00
10 0.93+0.02
15 0.77 £0.03
Ensayo 3
CuSO,-5H,0 (mg.L"") 20 0.35+£0.05
40 0.02 £0.01
60 0.00 £ 0.00
Control 0.86 +0.01
10 0.85+0.01
15 0.81 £0.01
Ensayo 4
CuSO,-5H,0 (mg.L'™") 20 0.69 +0.04
40 0.12 £0.04
60 0.00 £ 0.00
Control 0.88 +0.03
10 0.85+0.01
15 0.84 +0.01
Ensayo 5
CuSO,-5H,0 (mg.L'™") 20 0.77 £0.03
40 0.71 £0.02
60 0.00 £ 0.00
Control 0.93 £0.02
10 0.85+£0.01
15 0.78 £0.03
Ensayo 6
CuSO,-5H,0 (mg.L'") 20 0.70 £ 0.02
40 0.48 +£0.00
60 0.01 £0.00

No se presentaron diferencias significativas entre ensayos (p = 0.3588, gl =
3, F = 1.14). Sin embargo, hubo diferencias significativas entre las concentraciones
(p =0.0000, gl = 6, F =229.09), ya que a medida que aumenta la concentracién del
téxico ocurre una disminucién del nimero de ovocitos fecundados. Solo entre las
concentraciones mas altas (40 y 60 mg.L!) y entre las mds bajas (10 y 15 mg.L"!)
las diferencias mediante la prueba de Tukey no fueron significativas (p > 0.05), por
cuanto las primeras produjeron una fecundacién cercana a 0.80 y las dltimas casi una
inhibicién total de la fecundacién.

El indice promedio obtenido en el control negativo en los cuatro ensayos
fue > 0.85, lo cual permite asegurar que la concentracién a la cual se ve afectada
el 0.5 segin el indice de la fecundacién promedio es alrededor de 20 mg.L! de
CuSO,.5H,0 (Figura 2). En la medicion de parametros fisicoquimicos se registr6
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una disminucién en el pH a medida que aumentaba cada concentracién del téxico de
referencia y se evidencid que al trabajar con concentraciones mayores a 30 mg.L"!
de CuSO,.5H,0 dentro de los ensayos los ovocitos perdian su forma redondeada y
tonicidad, probablemente debido a la presencia de sulfato, el cual es considerado un
contaminante ambiental capaz de disminuir el pH en el agua (Cap6-Marti, 2007).
Sin embargo, esta variacién no influyé en los resultados, ya que el conteo se realizd
como en todos los casos solamente con los ovocitos en buen estado.

1.10

1.00 -

+0,04

+ 0,05

+ 001

+ 0,02

indice de fecundacion

‘ 10 15 20 30 40 ‘ 60 ‘

Control | CuSO; 5H,0 (mg.L) ‘

Figura 2. Indice de fecundacién promedio a diferentes concentraciones de sulfato de cobre pentahidratado
(CuSO,.5H,0) en gametos de Lytechinus variegatus. Barras con letras diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos. La linea punteada indica el indice de fecundacién minimo que debe
presentar el tratamiento control.

CE,,. La concentracion efectiva calculada por el método Spearman-Karber
con 0.5 de indice de fecundacién es de 20.45 mg.L"' de CuSO,.5H,0O, con un limite
inferior de 19.10 mg.L"', un limite superior de 21.89 mg.L"' y un coeficiente de
variacion de 9.29 con 95% de confianza.

Carta control. La estabilidad de la CE, con el tiempo puede cambiar entre
16.65 y 24.24 mg.L'' de CuSO,.5H,0 y de acuerdo con los resultados obtenidos
en el laboratorio vari6é desde 18.68 a 22.30 mg.L"!; esta variacién puede deberse
a factores externos propios de la biologia del organismo o de las condiciones de
mantenimiento en laboratorio, pero puede reducirse en la medida en que se cuente
con mayor habilidad para el manejo de los organismos y procedimientos (Figura 3).
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Figura 3. Carta control para el sulfato de cobre pentahidratado como téxico de referencia evaluado en la
fecundacion en Lytechinus variegatus.

Concentracion efectiva 50% (CE 60 minue) del  fluido de
exploracion offshore en la fecundacion del erizo de mar L. variegatus. Con
la metodologia establecida se realizaron 11 ensayos, donde solo los udltimos
tres se tuvieron en cuenta para establecer la CE, de la FSP del lodo. El primer
ensayo consistié en realizar diferentes concentraciones a un factor de dilucién
de 0.5, partiendo de un 100% de la solucion madre (1 x 10° mg.L' de 1a FSP).
Se observd que en el control negativo se obtuvo un (Y) promedio > 0.85; sin
embargo, a concentraciones > 31250 mg.L-' de 1a FSP del fluido de exploracion
offshore no se produce fecundacién de los ovocitos, por lo tanto fue necesario
desarrollar més ensayos con concentraciones menores a 30000 mg.L! de la
fase suspendida particulada.

Los ensayos 2, 3, 4 y 5 se realizaron con su respectivo control negativo
y usando 20 mg.L" de CuSO,.5H,0 como control positivo. Los valores para
los dos primeros ensayos a concentraciones de 100 a 30000 mg.L"! presentaron
mucha variabilidad, posiblemente debido a factores externos, los cuales no
se pudieron controlar dentro de la metodologia. Solo en los ensayos 4 y 5 los
valores fueron aceptables respecto a los controles, con lo cual se pudo establecer
que el 0.5 del indice de fecundacién se encontraba entre 5000 y 10000 mg.L!
de la FSP del lodo. Los ensayos siguientes se trabajaron con concentraciones
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de 100, 5000, 6000, 8000, y 10000 mg.L"!, pero no fue posible obtener en los
controles indices de fecundacién mayores a 0.85 para el negativo y de + 0.5
para el positivo. Por ello, al evidenciar una alta variacidén para seis ensayos,
se decidio revisar el estado de los organismos ingresados y mantenidos dentro
del laboratorio, incluyendo un tiempo de acondicionamiento de cinco dias
previos a cada semana de ensayo, en los cuales durante los primeros tres dias
se mantuvo baja la temperatura del agua en las canaletas (25 = 1 °C) y dos dias
antes de iniciar con los ensayos se incrementé a 27 + 1 °C, con esta actividad se
empezaron a obtener nuevamente los resultados esperados. El control negativo
y positivo en los ensayos 12 a 14 arrojaron indices de fecundacién deseados >
0.85 y + 0.5 respectivamente, la desviaciéon de los datos obtenidos no supera
+ 0.04.

Las concentraciones por ensayo determinaron la existencia de
diferencias significativas entre tratamientos (p = 0.0000, gl =5, F = 185.27),
excepto entre las bajas (0 y 100 mg.L!) y entre las altas (8000 mg.L' y 10000
mg.L!) concentraciones, las cuales no presentaron diferencias significativas
entre ellas, segin la prueba de Tukey (p < 0.05). También se presentd la
ausencia de las mismas entre ensayos (p = 0.1347, gl = 2, F= 2.47), validando
la estandarizacion del protocolo para la FSP del fluido de exploracién offshore.
La Figura 4 muestra la variacién en el indice de fecundacién con cada
concentracién de la fase suspendida particulada del lodo y evidencia que el
erizo de mar es sensible frente al fluido de exploracién offshore, encontrando
que la concentracién efectiva de 50% o 0.5 segiin (Y) es cercana a 4000 mg.L!
de la FSP.

Un lodo de perforacién puede inhibir el crecimiento, asi como el
desarrollo reproductivo de algunas especies acudticas; puede incrementar la
sensibilidad de algunos crustaceos marinos en sus fases tempranas de desarrollo
larvario; también puede generar condiciones anaerdbicas en el fondo de los
sedimentos, alterando la composicién de las comunidades microbianas y estas,
a su vez, generar altas mortalidades en poblaciones susceptibles (Bravo, 2007).
En este experimento no se evalué el efecto téxico de la FSP del lodo en la
condicidn fisica de las células, sin embargo se observé que a concentraciones
mayores a 10000 mg.L-! presentaban lisis y/o deformacién (Cerén-Benavides,
2013).
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Figura 4. Indice de fecundacién promedio obtenido con diferentes concentraciones de lodo para
Lytechinus variegatus. Letras iguales representan que no hay diferencias significativas entre tratamientos.
La linea punteada indica el indice de fecundaciéon minimo que debe presentar el tratamiento control.

CE,,. Se determin6 que la concentracion efectiva donde se observa
una afectacion de 0.5 segun el indice de fecundacién (Y) es de 3649 mg.L!' de
la FSP, con un limite inferior y superior de 3613 y 3701 mg.L ' respectivamente
y un coeficiente de variacién de 12%. El grafico de cajas y bigotes permitié
evidenciar que a concentraciones de 6000 y 8000 mg.L"' no existe una
distribucién normal de los datos, mientras que a 100 y 5000 mg.L! de la fase
suspendida particulada hay una aproximacién considerable a una distribucion
normal, debido a que su media se encuentra casi en el centro de la caja. Los
bigotes, por el contrario, demuestran que (Y) puede variar drdsticamente en
cada concentracion, por ejemplo: para la concentracién de 100 mg.L! el indice
puede disminuir o indicar una tendencia con la repetitividad de los ensayos de
0.80 a 0.65, de igual forma puede aumentar el (Y) hasta 0.55 para 5000 mg.L!
de la FSP del lodo.

Carta control. La Figura 5 indica que la especie L. variegatus ve
afectada la fecundacién de sus gametos en 50% o 0.5 del indice de fecundacién
con 3649 mg.L! del lodo disuelto en agua. El intervalo de variacién en la
obtencién de la CE, estuvo entre 2773 mg.L" a 4525 mg.L"' de la FSP.
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Figura 5. Carta control para la fecundacién en Lytechinus variegatus con el lodo de perforacion.

Principales variables fisicoquimicas evaluadas durante los ensayos. El
agua de mar utilizada para los ensayos fue previamente filtrada e irradiada con UV,
con ella se prepararon las soluciones del t6xico de referencia, de la fase suspendida
particulada del lodo, las concentraciones de ovocitos y de espermatozoides, asi como
los 5 mL que se adicionaron a cada réplica y al control negativo. Para los ensayos
realizados que dieron los resultados esperados se trabajé con valores promedio
de pH de 7.9 = 0.15, salinidad de 34.80 + 0.42, oxigeno disuelto de 8.00 + 0.2
mg.L!, temperatura de 25.2 + 0.49 °C, y temperatura ambiente entre 26.3 + 0.24
°C. La salinidad con la que se trabajé en los ensayos (34.8) estuvo cerca del ambito
establecido para la especie en el medio natural (35-37), al igual que los valores de
temperatura (24 a 30 °C) y oxigeno disuelto (2.72 a 5.16 mg.L"") (Gémez-Gaspar,
2000; Montealegre-Quijano y Gémez-Gaspar, 2005). Si bien no hay registro del pH
en esta especie en el medio, para la vida marina es apropiado el valor manejado (7.5
a 8.5) (Ospina-Salazar et al., 2011; Santos-Acevedo et al., 2011).

DISCUSION

El porcentaje de fecundacién evidencié un incremento a medida que
aumentaba la concentracién espermatica. Estos resultados son similares a los
obtenidos por Salas-Garza et al. (2005), quienes registraron el mismo incremento
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hasta lograr valores muy cercanos a 100% sin la aparicién de larvas anormales en
Strongylocentrotus franciscanus.

En este trabajo con L. variegatus una fecundacién > 85% luego de una hora
de activacion de los espermatozoides se obtuvo con concentraciones stocks iguales o
superiores a 12.5 x 107 espermatozoides.mL"! para 2000 ovocitos y la menor variacion
en el porcentaje se logr6 con 500 x 10° espermatozoides.mL!, equivalente a una relacion
ovulo:espermatozoide de 1:25000. Esta relacion es alta se considera que la concentracién
espermdtica con fecundacién inmediata utilizada para obtener porcentajes superiores a
90% para S. franciscanus es de 1 x 107 espermatozoides.mL" (Salas-Garza et al., 2005)
y para L. variegatus con una relacién ovocito:espermatozoide 1:30 de 80% (Buitrago
y Lodeiros-Seijo, 2005). En ambos casos, la concentraciéon espermdtica es mucho
menor comparada con la de esta investigacion, lo cual se debe probablemente a que la
fecundacién no es inmediata sino que el ensayo exige el tiempo de exposicion de una
hora. Por lo tanto, para cada metodologia, tiempo de exposicién y especie de erizo de
mar, hay una concentracién espermatica diferente para obtener el valor deseado en el
porcentaje de fecundacion.

Los gametos de L. variegatus presentaron una CE de 20.45 mg.L-

' para el CuSO,.5H,0 utilizado como téxico de referencia tras 60 minutos de

50-60minutos

exposicion, siendo las concentraciones bajas (1 mg.L!) no téxicas por presentar
porcentajes de fecundacion iguales al control. Este valor de CE, ., . se considera
alto si se compara con los CE, registrados para Arbacia spatuligera (4.69 mg.L™")
(Rudolph et al., 2005) y para Paracentrotus lividus (entre 0.016 mg.L! y 0.069 mg.L-
) (Lera et al., 2006), con lo que se puede inferir que L. variegatus es aparentemente
mas tolerante frente a este toxico.

Es posible que entre enero y marzo hayan ingresado al laboratorio
organismos que se encontraban, segtn su ciclo anual, con un bajo desarrollo gonadal
(Espinoza-G. et al., 2008), lo que pudo causar la alta variacién entre los resultados
de los ensayos 6 al 11 con la FSP del lodo. En cautividad, la manipulacién de las
condiciones ambientales como la temperatura y el fotoperiodo pueden provocar
gametogénesis fuera del periodo natural en los erizos de mar; se ha trabajado con
diferentes temperaturas en P. lividus y se ha determinado que temperaturas entre
18 a 24 °C aumentan crecimiento, desarrollo y calidad gonadal (Spirlet ez al., 2000;
Shpigel et al., 2004; Germendia et al., 2009). Durante el mantenimiento en el
laboratorio las condiciones fisicoquimicas fueron constantes y para L. variegatus las
temperaturas bajas parecen ser un factor de gametogénesis y las altas de desarrollo
y maduracion gonddica (Espinoza-G. et al., 2008), por lo que incluir un proceso
de aclimatacién previo a la realizacién de los ensayos, en el cual se incrementa y
disminuye la temperatura, puede contribuir a mejorar los resultados.
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La concentracion de la FSP a la cual 50% o 0.5 del indice de fecundacién
fue afectada es de 3946 mg.L! correspondiente a 394.6 mg.L! del lodo original,
segin este ultimo valor el lodo es considerado moderadamente téxico, segin la
clasificacién que presentan Jones et al. (1986) y Department of Mines and Petroleum
(2006). Los gametos de L. variegatus demuestran mds tolerancia frente a sustancias
de exploracién offshore que otros organismos acudticos, si se compara el grado
de toxicidad presentado con lo publicado por Contreras-Ledén et al. (2013), los
cuales mencionan que para postlarvas de Lytopenaeus vannnamei la sensibilidad o
toxicidad aguda (CL, .,
4224 ppm y 26635 ppm y entre 40781 ppm y 308248 ppm para los lodos en base

) de seis tipos de lodos de perforacién en base agua va ente

sintética.

La CE, ;... d€l tOxico de referencia presenta menor heterogeneidad o
dispersion en sus valores (9.29%) con respecto a los obtenidos en los ensayos con
la fase suspendida particulada del fluido de exploracién offshore (12.01%). Ambos
porcentajes aparentemente son buenos pero se puede lograr mayor exactitud en la
CE, si se siguen realizando mds ensayos.

El efecto observado sobre la fecundacion al exponer los gametos a la FSP
del lodo de exploracién también puede estar influenciado por los sélidos suspendidos,
los cuales, de acuerdo con Darszon (2007), disminuyen las probabilidades de que
los péptidos contenidos en la capa gelatinosa cumplan la funcién de preparar y
guiar el espermatozoide hacia el ovocito, dificultando que este sea fecundado. La

prueba de toxicidad utilizada para determinar la CE del téxico de referencia

50-60minutos
y la fase suspendida particulada del lodo cumplié con los requerimientos minimos
exigidos por la ASTM (2012). Se recomienda seguir realizando este tipo de ensayos
con L. variegatus, de manera que se pueda continuar alimentando la carta control
y disminuyendo el porcentaje de variacién. Ademds, se hace necesario desarrollar
nuevas investigaciones con especies nativas del Caribe colombiano con el fin de
determinar su potencial como especies indicadoras de toxicidad en lugares donde
se realiza actividad petrolera, fortaleciendo los planes de manejo ambiental para

identificar mas riesgos en términos de la descarga de fluidos de exploracién offshore.
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