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RESUMEN

El fitoplancton constituye la base de las cadenas troficas en el medio marino, por lo que es impor-
tante conocer 10s posibles efectos de los contaminantes en las poblaciones algales. En el presente
trabajo se evalud el efecto del Cadmio en el crecimiento poblacional de la diatomea Chaetoceros gracilis.
La microalga fue cultivada en un-medio Guillard “f/2” modificado; y fue expuesta a diferentes concentra-
ciones de cadmio entre 50 a 100000 ug.L™ de cadmio, las cuales produjeron un efecto inhibitorio del
20% al 99% en el crecimiento poblacional de Chaetoceros gracilis. En base a la relacian dosis (cadmio)-
respuesta (inhjbicion) se obtuvo una concentracién efectiva media (CE50%) de 591 pg L™ de cadmio.
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ABSTRACT

Phytoplankton constitutes the base of the traphic webs in the marine environment, so it is important
to know the possible effects of pollutdnts on the algal populations. In the present paper the effect of
cadmium on the population growth of the diatom Chaetoceros gracilis was assessed. The microalgae
were cultured in the a modified "1/2" Guillard medium, and were exposed to different concentrations of
cadmium between 50 and 100000 ug.L™ ., which produced an inhibitory effect from 20% to 99% on the
population growth of Chaeloceros gracilis. Based on the dose (cadmium)-response (inhibition) relationship,
a mean effective concentration (EC50%) equal to 591 ug.L™' of cadmium was obiained. )
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INTRODUCCION toxicologia y la ecologia. la ecotoxicolugia,
la cual ha sido recomendada como herramienta
indispensable en las evaluaciones de impacto
ambiental y en la nbtencion de autorizacio-
nes gubernamentales para realizar actividades
productivas, tanto por los expertos del Pro-
grama de las Naciones Unidas puara ¢l Medio
Ambiente (ZPPS/PNUMA, 1985) como por

El creciente impacto ambiental de las ac-
tividades humanas, principalmente el vertido
de sustancias quimicas liberadas'al ambiente
por procesos productivos, ha favorecido el de-
sarrollo de una disciplina basada en'la
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la Organizacion Mundial de la Salud (OMS,
1980 en Larrain, 1995). Chateoceros gracilis
es una especie que forma parte de la flora
fitoplancténica del mar Peruano (Ochoaet al.,,
1999), es de facil manejo en laboratorio, ta-
mafio pequefio y ciclo de vida corto, por lo
que posee caracleristicas -ventajosas para la
conduccion de pruebas de toxicidad. Por ta-
les motivos, se plante6 como objetivo de la
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presente investigacién evaluar los efectos
inhibitorios del metal cadmio en el crecimien-
to poblacional de la diatomea Chaetoceros
gracilis, y determinar su concentracién efec-
tiva media (CE50%).

Las pruebas ecotoxicoldgicas con Ch.
gracilis permitirian establecer relaciones im-
portantes con respecto a las concentraciones
presentes en las aguas marinas, con el fin de
predecir los efectos ecotoxicolégicos en los
niveles tréficos superiores.

ANTECEDENTES

El cadmio es un metal téxico vertido al am-
biente como desecho de minas de zinc, plo-
mo o cobre, y por diversas industrias como
baterias, pigmentos, termoplésticos, etc.
(Henry y Heinke, 1999). El cadmio, que pre-
cede al mercurio en toxicidad, ocasiona gra-
ves problemas en la salud humana debido a
su no biodegradabilidad, por lo que su incor-
poracion en el fitoplancton es considerada el
primer nivel de su bioconcentracion en la ca-
dena tréfica acudtica (Campos, 1987). De
acuerdo a los valores de cadmio seflalados por
Valcarcel et al. (1974), se observa que en al-
gunos lugares de Ja costa del Perd, como Ati-
co, La Planchada y Mollendo, se ha excedido
la concentracién maxima aceptable en la Cla-
se VI (preservacién de fauna acudtica) de la
Ley General de Aguas del Pert (El Peruano
1969).

Sanchez y Hollemweguer (1991), en eva-
luaciones de la contaminacidén marina reali-
zadas entre 1984 a 1988, encontraron niveles
de cadmio en moluscos bivalvos (almejas y
mejillones) en la zona de Pisco entre 0,6 y 1,7
pg.g™', yen Tacnaentre 0,7 y 1,8 pug.g™'. En
Chimbote, los mejillones y almejas presenta-
ron valores elevados de cadmio, de 2,9 a 6,8
ug.g™yde 1,9a2,1 ug.g™, respectivamente.

Jacinto et al. (1997) mencionan que en eva-
luaciones realizadas en la bahia de Ferrol, la
concentracién de cadmio en el bivalvo
Semimytillus algosus (3,8 pg.g™") superd el
valor establecido por la FAO (1983 en Jacin-

46

to et al., 1997). También se determind la pre-
sencia de cadmio, cobre y plomo, aunque en
bajas concentraciones, en la concha de abani-
co Argopecten purpuratus.

En el Perd se han realizado pocos estudios
de toxicidad con metales usando especies de
fitoplancton. Se ha estudiado el efecto del cro-
mo (Alayo y [annacone, 1999) y del cadmio
(Tam et al., 2001) en la diatomea Skeletonema
costatum. Otros organismos han sido usados
en pruebas ecotoxicolégicas con metales, por
ejemplo, el cobre con Argopecten purpuratus
(Sdnchez y Tupayachi, 1988), cobre y cadmio
con zoeas de Emerita analoga (Sdnchez et
al., 1998) y metales hidricos usando al
cdmaron juvenil Cryphiops caementarius
(Bustamante, 1978).

La ecologfa de Chaetoceros gracilis es
poco conocida. Es unadiatomea céntrica (Cla-
se Coscinopiscophyceae), de formarectangu-
lar, cuyas dimensiones son de 5 a 7 mm de
didmetro por 7 a 10 mm de longitud. No for-
man cadenas en su medio natural ni en medio
de cultivo artificial. Son ovales en su seccidn
transversal y tienen los extremos planos. A
cada extremo del frastulo se encuentra un par
de espinas (setas). Su pared estd compuesta
de pectina y silice, y presenta cloroplastos de
tamano y ntimero variable. Generalmente se
reproducen por divisién sucesiva transversal
al eje longitudinal del individuo, o sea en el
plano valvar. También forman auxosporas y
microsporas, dependiendo de las condiciones
alas cuales desarrollan (Mogollén, 1987). Ch.
gracilis es una especie nerftica, no muy co-
min, registrada al Sur de California y Baja
California, en ¢l Golfo de California, en el
mar Artico, en los mares de Groenlandia,
Béltico y Mediterraneo (Cupp, 1943). Su pre-
sencia también ha sido registrada en el mar
Peruano (Nchoa et al., 1999).

MATERIAL Y METODOS
Material biolégico

La dialomea Chaetoceros gracilis se ob-
tuvo del Cepario del Laboratorio de
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Tabla 1. Composicion de medio de cultivo para Chaetoceros gracilis.

Macronutrientes

Concentracion en el medio

NaNO; 75mg.L”
NagHPO, H,0 5mg.L”
NapSiOs.9H;0 10mg.L”
Micronutrientes
Fe Cla.6 H;0 3,1500 mg.L™
CoCl,.6H:0 0,0105 mg.L”
MnCl,.4H;0 0,1800mg.L”"

Microalgas del Area de Cultivos Marinos del
IMARPE. Esta alga es usada habitualmente
en el Area de Ecofisiologia Acudtica como
alimento proporcionado a organismos
reproductores de bivalvos, crusticeos y lar-
vas de equinodermos que se utilizan en dife-
rentes pruebas ecotoxicoldgicas.

Cultivo de la microalga

Las cepas de Ch. gracilis se mantuvieron
en agar agar y en fase liquida en un medio
Guillard “f/2” modificado (Guillard, 1975 en
Gonzdlez et al., 1995), en el cual se excluye-
ron las vitaminas, EDTA y los metales Cu, Zn
y Mo. La composicién del medio de cultivo
utilizado se presenta en la Tabla 1.

Preparacion de las soluciones de cadmio

Se prepararon 7 diluciones de cadmio
(CdCl,) a partir de una solucién stock de 1000

ppm; adicionalmente se considerd una prue-
ba control sin cadmio que contenia solamen-
te el medio de cultivo (agua de mar estéril y
nutrientes) y el indculo de microalgas. Se rea-
lizaron tres réplicas por cada concentracion.
Las concentraciones de cadmio fueron 50,
100, 1600, 6250, 10000, 25000 y 100000
pug. L', vy fueron seleccionadas teniendo en
cuenta los resultados obtenidos en las prue-
bas realizadas por Rodriguez y Rivera (1995)
y Aoyama et al. (1987). La prueba fue de tipo
estatico, es decir, las concentraciones fueron
afiadidas al medio por Unica vez al inicio de
la prueba.

Pruebas ecotoxicologicas

Las pruebas se realizaron en matraces de
250 ml, con aireacién continua. Después de
preparar las soluciones de cadmio, se inocu-
laron 10 mL de microalgas para lograr una

Tabla 2. Densidades celulares de Chaetoceros gracilis (células/mL) expuesta a diferentes
concentraciones del metal Cadmio, al quinto dia de crecimiento poblacional.

Cadmio (pg/L)

100000 250000 10000 6250 1600 100 50 0
= (control)
Réplica 1 75000 175000 1025000 1525000 3225000 3925000 5100000 6450000
Réplica 2 50000 100000 1250000 1650000 3375000 5050000 5500000 7000000
Réplica 3 50000 125000 1250000 1200000 3050000 5000000 5375000 6575000
Promedio 58333 133333 1100000 1458333 3216667 4658333 5325000 6675000
% Inhibicion 99 98 84 78 52 30 20 0
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Densidad celular (1076 cél/mL)

Control
---O--- 50 pg/lL
—e— 100 ug/L
c ol -- 1800 UG/l
—{1+— 6250 pg/L
---4--- 10000 ygt.
—0— 25000 pgh
....... 100000 pg/L.

Tiempo (dias)

Figura 1. Crecimiento poblacional de Chaefoceros gracilis a diferentes concentraciones del

metal cadmio.

densidad inicial promedio de 31406 cél.
mL-', esta densidad corresponde al final de la
fase de induccién. Las muestras de microalgas
para el conteo se colectaron en viales de 10
mL, al inicio y cada 24 horas, durante 11 dias.
Se colectaron las muestras tanto de los con-
troles como de las diferentes concentraciones
de cadmio. L.as muestras fueron preservadas
en lugol y el conteo se realizé 1o antes posible
dentro de las 24 horas siguientes, utilizando
una camara de Neubauer. Las pruebas se rea-
lizaron en un ambiente con aire acondiciona-
do auna temperatura de 20 °C = | °C.

Seregistraron pardmetros tales como tem-
peratura (°C), pH con un potenciémetro ESD
MODEL 60, luminosidad con un luxédmetro
LUTRON LX-101 (lux) y salinidad con un
refractometro SPARTAN A 366 ATC (ups).

Analisis de datos

El disefio experimental comprendié 8 tra-
tamientos (7 concentraciones + 1 control) y 3
repeticiones por cada tratamiento. La rela-
c16n dosis-respuesta se obtuvo a partir de los
datos de concentracién como variable inde-
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pendiente y porcentaje de inhibicién como
variable dependiente.

El porcentaje de inhibicién del crecimien-
to poblacional fue calculado usando la siguien-
te férmula (Joubert, 1980):

|- Ne
Nc¢

1 =100

Donde:

I = Porcentaje de inhibicién del crecimiento
(%)

Ne = Densidad celular expuesta a cadmio
(cél.mL™)

Nc¢ = Densidad celular del control (cél.mL™)

Con los datos de inhibicidn se determind
la concentracién efectiva media (CES0%) uti-
lizando el programa computacional PROBIT
(Weber, 1993), que establece la concentracion
de cadmio que determina una inhibicién del
50% del crecimiento poblacional.

Adicionalmente, se estimd la tasa intrin-
seca de crecimiento poblacional exponencial,
usando los datos del conirol mediante la si-
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Figura 2. Porcentaje de inhibicién (al quinto dia) del crecimiento poblacional de la diatomea
Chaestoceros gracilis expuesta a diferentes concentraciones de cadmio (en escala logaritmica).

guiente férmula (Rabinovich, 1978):

N\

]n_’2

Nll
(!2 _tl)

r =

Donde:
r= Tasa intrinseca de crecimiento poblacional
(d™

Ntl = Densidad celular en dia t1 (cél.mL"")

Nt2 = Densidad celular en dia t2 (cél.mL"")

RESULTADOS

Los resultados del conteo promedio diario
de [a abundancia poblacional se muestran en
la Tabla 1 y Fig. 1. El porcentaje de inhibi-
cién a diferentes concentraciones se grafica
en la Fig. 2. La concentracién efectiva media
(CES0%) para la diatomea Chaetoceros
gracilis fue estimada en 591 ug.g™.

En la prueba control la especie
Chaetoceros gracilis obtuvo una densidad
celular promedio maxima de 6675000

cel.mL™ al quinto dia de sembrada. En este
punto, el efecto inhibitorio del crecimiento
algal para las concentraciones entre 50 y 100
ug. L fue de 20% (5325000 cel.mL™") y 30%
(4658333 cel.mL™") de la poblacidn, respecti-
vamente. Concentraciones mayores a 1500
ug. L' inhibieron cl crecimiento en mas del
50 % de la poblacidn algal. obteniéndose en
la dilucién con mayor concentracién de
cadmio (100000 p:g.g~") una densidad prome-
dio de 58333 cei.mL™".

Usando las densidades celulares del con-
trol en los dias 1 y 5 correspondientes a la
fase de exponencial de Chaetoceros gracilis,
se obtuvo una tasa intrinseca de crecimiento
poblacional de 1.24 d-".

DISCUSION

Los valores de toxicidad del cadmio usan-
do la diatomea Chaetoceros gracilis en el pre-
sente trabajo fueron similares a Jos obtenidos
con Dunaliella salina cuya concentracién
efectiva media fue de 500 a 1000 pg.L
(Rodriguez y Rivera, 1995). Por otro lado,
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Tabla 3. Condiciones recomendadas para conducir una prueba ecotoxicoldgica con Chaetoceros

gracilis.

Parametro

Condiciones

Temperatura (°C)

Salinidad (ups)

pH

Fotoperiodo (L:0)

Intensidad luminica (lux)

Duracién de exposicion (dias)
Volumen de camaras experimentales (mL)
Medio de cultivo

Densidad del indculo {(cél / mL)
Nimero de concentraciones
Numero de réplicas / concentracion
Variable a medir

Aceptabilidad de la prueba

20
34,5-36,0
7,31 - 8,59
24 :00
3420
5
250
Guillard "f/2" modificado
30000
7
3
Inhibicion del crecimiento poblacional

Méxima inhibicion del crecimiento
poblacional del 20% en la prueba control

Ch. gracilis tuvo una sensibilidad mayor com-
parada con las diatomeas Skeletonema
costatum cuya CES50% fue de 1424 pug.L-!
(Tam et al., 2001) y Tetraselmis suecica cuya
CE50% estuvo entre 5000 a 10000 pg.L-!
(Rodriguez y Rivera, 1995). En el presente
estudio se obtuvieron resultados mas preci-
sos que en Rodriguez et al. (1995) debido al
mayor nimero de concentraciones investiga-
das.

De este modo, se puede establecer los si-
guientes grados de sensibilidad de especies
de microalgas con respecto al cadmio:
Chaetoceros gracilis < Dunaliella salina <
Skeletonema costatum < Tetraselmis suecica.
Las diferencias de sensibilidad al cadmio en-
tre las diferentes especies de microalgas, de-
penderian de las caracteristicas de la pared y
membrana celular (e. g. permeabilidad), de los
mecanismos de detoxificacién (e.g. almacén
en cuerpos polifosfato), de la gravedad de la
accién toxica (e. g. bloqueo de enzimas, de-
formacién de tilacoides y mitocondria) y del
grado de bioconcentracién (Vymazal, 1987).

Cabe destacar que la prueba
ecotoxicoldgica usando Chaetoceros gracilis
debe realizarse durante 5 dias debido al tiem-
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po que tarda en alcanzar la capacidad de car-
ga, posteriormente la densidad disminuye por
falta de nutrientes. El periodo de incubacién
varia segln la especie de microalga, siendo
como minimo de 3 dias (72 horas) para
Skeletonema costatum (1SO, 1995), hasta 8
dias para Selenastrum capricornutum
(Joubert, 1980), aunque la mayoria recomien-
da 4 dias (96 horas) como periodo de
incubacidn.

La tasa de crecimiento poblacional de
Chacetoceros gracilis (1.24 d™') es compara-
ble al rango superior sefialado por Margalef
(1986) para Chaetoceros socialis (1.3 d™').

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIO-
NES

El cadmio produce un efecto inhibidor en
el crecimiento poblacional de la diatomea
Chaetoceros gracilis, y laconcentracion efec-
tiva media (CES50%) de cadmio es de 591
ug.L-"

Chaetoceros gracilis es una especie sensi-
ble al cadmio, que puede utilizarse como or-
ganismo prueba para evaluar la toxicidad de
otros metales, siguiendo las condiciones re-



comendadas en la Tabla 2. En ausencia de
cadmio, Chaetoceros gracilis tiene un rapido
crecimiento poblacional (1,24 d-').

Serecomienda ampliar las investigaciones
con respecto a la incorporacién de rnetales en
organismos fitoplancténicos, a diferentes tem-
peraturas y salinidades, asi como también es-
tudiar la transferencia del cadmio en los nive-
les superiores de la cadena tréfica.
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