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RESUMEN

El articulo describe el desarrollo de un sistema de canales artificiales y su aplicacién en el estudio del efecto téxico de un metal
pesado, el cobre, y un herbicida, la atrazina. Nuestro objetivo ha sido el de desarrollar un sistema de canales que posean un
funcionamiento auténomo, sean facilmente transportables y permitan una buena replicacion.

Sehan llevado a cabo en ellos dos tipos de disefio experimental. En el primero, factorial, se estudié el efecto del cobre sobre
la comunidad algal. En Cste se observé un progresivo incremento de la toxicidad del cobre. Con el segundo tipo de disefio,
exponencial, se llevaron a cabo dos experimentos. En uno se estudih el efecto de Ia interaccién del cobre y la velocidad de la
comente sobre la comunidad algal. Se observé un efecto sinérgico del incremento de la velocidad en la toxicidad del cobre.
En el otro se estudié el efecto de la interaccidn entre la atrazina y el herbivorismo (provocado por el gasterGpodo Physella
acuta); sobre la comunidad algal. El herbicida y los herbivoros causaron un descenso significativo en la actividad algal. Los
dos tipos de disefio son complementarios y han permitido el estudio de comunidades microbenthnicas en condiciones simila-
res a las naturales.
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ABSTRACT

In this paper we described the development of an artificial stream system and its application on the study of the toxic effect oj
copper (heavy metal)and atrazine (herbicide). Our main objectives were to design and to construct a system of streams pro-
viding a controlled environment, easy to transport and with a defined and replicated range of conditions.

Two experiments were carried out. The firsz, with an exponential design, was used to study the relationship between the
magnitude of the effect and the biota. The second wasfactorial and was used to study the interaction between twofactors. We
studied the effect of copper on the algal community using an exponential design. The copper toxicity increased throughout the
experiment. The effect of interaction between copper and water velocity on algal community was studied with a factorial
design. The increase in velocity increase the copper toxicity. The effect of the interaction between herbivorism (caused by gas-
tropod Physella acuta) and atrazine on periphyton was also studied. The interaction of bothfactors caused a significant decre-
ase on photosynthetic activity. These designs were complementary and allowed us to study the effect of toxicants on the micro-
benthic communities, during relatively long time periods.

Keywords: ecotoxicology, artificial stream, copper, atrazine, periphyton, microbenthos, grazing.

INTRODUCCION

En la actualidad la mayoria de sistemas natura-
les se ven afectados por alteraciones y perturba-
ciones de origen antropico. Un modo de evaluar
el efecto de una perturbacién en sistemas natu-
rales consiste en estudiar el sistema en condi-
ciones controladas y simplificadas, como las
ofrecidas por los disefios que usan rios o canales
artificiales.
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Los rios artificiales se definen como cualquier
tipo de canal, con un flujo de agua controlable,
usado para estudiar propiedades fisicas, quimicas
0 bioldgicas de los sistemas naturales (Warren &
Davis, 1971). Los rios de laboratorio estdn situa-
dos en espacios cerrados, donde algunas de las
variables ambientales, como luz, temperatura y
calidad del agua estan controladas.

Cuando se quiere estudiar el efecto de un toxi-
co en un sistema, confluyen dos aspectos a tener
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en cuenta: el efecto de las variables ambientales
y el efecto propio del téxico sobre los organis-
mos. El uso de rios artificiales es una de las meto-
dologias adecuadas, porque permiten aislar el
efecto del t6xico, gracias al control de las varia-
bles ambientales. Con esta metodologia se evita,
ademas, el efecto que el uso del toxico tendria al
experimentar en condiciones naturales.

Los diseiios experimentales que usan canales
artificiales se suelen ajustar a la comprobacién de
hipétesis relativas a la observacion de efectos,
causados por un factor (diseiio factorial). Asi
mismo, los canales artificiales permiten plantear
un diseiio de tipo potencial, donde se intenta rela-
cionar una causa (por ejemplo una concentracion
de téxico) con su efecto de un modo cuantitativo
(diseiio de regresion).

El desarrollo de comunidades en recipientes
cerrados (microcosmos), es un diseiio experimen-
tal con numerosas posibilidades. Pero si se es ca-
paz de introducir un sistema de cultivo continuo,
con entrada y salida de agua, y con un mayor nu-
mero de factores, se introduce uno de los princi-
pios de la regulacién de las poblaciones, donde
las salidas estdan controladas principalmente por
la densidad de los organismos en el sistema. Esa
densidad es a su vez el resultado de la interaccion
de los factores que se estan estudiando, diandose
un paso mds en la aproximacién entre el sistema
artificial y el natural: el rio. Los canales artificia-
les, como mesocosmos, sirven de puente para sal-
var la distancia que va desde los experimentos de
campo hasta los ensayos con especies aisladas en
el laboratorio.

La variacién entre las réplicas (canales de un
mismo tratamiento), ha de ser menor que entre
los tratamientos, ya que de otra manera no sere-
mos capaces de encontrar diferencias entre
ellos. Dicho de otro modo, la variacién entre ca-
nales no debe ser mayor que la capacidad del
experimentador para detectarla (Rodgers et al.,
1996). Trabajando con tiempos de residencia 10
suficientemente cortos, los cambios longitudi-
nales en los canales, en variables como tempe-
ratura y oxigeno disuelto, son minimos. Asi se
evita la formacién de gradientes biolégicos a 10
largo de nuestros canales (Belanger 1997). De

este modo se podra reducir la variabilidad den-
tro de cada canal.

En el caso de los estudios ecotoxicolégicos, el
riesgo potencial de los productos quimicos libe-
rados por el hombre en sistemas I6ticos, es eva-
luado generalmente usando bioensayos estandari-
zados con especies aisladas. Aunque los bioensa-
yos pueden ser una herramienta adecuada para la
prediccidn del efecto del téxico, son limitados en
la extensién de estas predicciones a los ecosiste-
mas (Kimball & Levin, 1985). Los bioensayos no
distinguen adecuadamente entre los efectos
directos del téxico y los indirectos. Los directos
son los debidos al efecto del téxico, por simismo,
sobre los organismos estudiados. Los indirectos
serian los que provocaria el téxico por el efecto
sobre otras especies o0 variables ambientales que
interaccionen con nuestra especie sujeto del estu-
dio; los herbivoros, por ejemplo, al actuar sobre
especies contaminadas con ese téxico, pueden
verse afectados, 10 que a su vez puede tener efec-
tos sobre la comunidad algal.

Los diseiios multiespecificos, son mas realistas
para estimar el rango de toxicidad de un com-
puesto en comunidades acuaticas, que una bateria
de los correspondientes diseiios monoespecificos.
Ademas la tolerancia frente a un téxico se puede
ver modificada por las relaciones de las especies
en la comunidad, y eso no se ver reflejado en los
diseiios monoespecificos (Giesy, 1985; Nieder-
lehner, 1986; Cairns & Pratt, 1989).

Algunos autores sin embargo, han sugerido lo
contrario; que los diseiios multiespecificos son
igual 0 menos sensibles que los monoespecificos
(Kooijman 1985). Dada la gran variabilidad de
fondo de estos diseiios, se hace dificil distinguir
las causas reales al medir las variables (Lowen-
gart & Maki 1985).Pero al ser esas mismas varia-
bles las usadas en condiciones naturales para va-
lorar el estado de la comunidad, el ruido presente
en las mediciones incrementard, muchas veces, el
realismo del diseiio.

Los usos posibles de los canales artificiales en
ecotoxicologia van desde validar los resultados
obtenidos en el laboratorio o microcosmos (Be-
langer et al., 1990); valorar la influencia de fac-
tores ambientales sobre el efecto de los téxicos
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(Clements et al., 1990), hasta la investigacion de
1a influencia de otros niveles tréficos sobre la res-
puesta ecotoxicoldgica (Clements, 1991; Stewart
& Hill, 1993; Brock et al., 1995; Kiffney 1996).

En este articulo se van a presentar tres experi-
mentos que difieren tanto en sus objectivos y dise-
iio experimental, como en los parametros estudia-
dos. Dos de los experimentos utilizaron el cobre,
un metal pesado que se encuentra en muchos dos
de Europa en concentraciones potencialmente t6-
xicas para el ecosistema. En el tercer experimento
se us6 un herbicida, la atrazina, de la familia de
las triazinas (Tabla 1). En el primer experimento
se desarroll6é un disefio exponencial, al estudiar la
sensibilidad de la comunidad algal frente al cobre,
en un experimento a largo plazo. Gracias a los
resultados de este experimento, se determiné la
sensibilidad de la comunidad algal frente al cobre,
y su evolucién a 10 largo del tiempo.

En un segundo experimento. utilizando un di-
seiio factorial, se estudié el efecto de la inter-
accién del cobre con la velocidad. Se sabe que el
intercambio de elementos entre los organismos
acudticos y el medio depende entre otros factores
de la difusion a través de la capa limite. La re-
duccién en el grosor de la capa limite, provocada
por un incremento de la velocidad del agua, afec-
tara por tanto a la biodisponibilidad del t6xico, a
iguales concentraciones en el agua. La concen-
tracion de cobre usada se decidié a partir del pri-
mer experimento.

Finalmente un tercer experimento analizaba la
posible modificacién de la toxicidad de la atrazi-
na sobre las algas, sujetas a la accion de organis-
mos herbivoros.

MATERIAL Y METODOS
Disefio del sistemade rios artificiales

El sistema de dos artificiales constaba de hasta
14 canales de metacrilato de 5 mm de grosor. Los
canales tenian una longitud, dependiendo del
experimento de entre 0.85y 1.7 m, y una anchu-
ray altura de 0.1 m. La alimentacién de los cana-
les se realizaba por goteros. Esto resultaba una
novedad, respecto a los sistemas descritos en
otros trabajos. Los goteros (NETAFIM,, con un
caudal de 24 l/hora), usados habitualmente en
riego por goteo, tenian la funcién de proveer un
caudal constante de agua dentro de unos marge-
nes de presién. De este modo una sola bomba y
una sola canalizacién donde se disponian los go-
teros, era suficiente para alimentar todos los ca-
nales. Los goteros proporcionaban un flujo de 1.5
1/min a cada canal. Los canales se iluminaban con
focos halégenos (OSRAM HALOLINE, R7s
230v-500w) que proporcionaban una irradiancia
de entre 110-130 umol de fotones m= s'%, de ra-
diacién fotosintéticamente activa (400 a 700 nm).
El fotoperiodo se sincronizé con el natural, de-
pendiendo de la Cpoca, entre 8-12 horas de luz y
16-12 horas de oscuridad. Con el fin de evitar un
calentamiento excesivo del agua, la instalacién
disponia de 6 ventiladores y un extractor. La
inyeccion del téxico se realizaba con una bomba
peristaltica (COLE-PARMER, 7521-10, tubos
Masterflex-Norprene 6404-14), a partir de un
depdsito (250 litros) donde se dispuso el téxico
objeto de estudio (Fig. 1). Todo el sistema de in-
yeccién de téxicos y de agua esta compuesto por

Tabla 1. Resurnen de los experimentos realizados. Trat: numero de tratamientos. Can: numero de canales. Rep: numero de réplicas. t: dura-
cién del experimento en dias. Experiments data. Trut: number ojtreatments. Can: number ojchunnels used. Rep: number of replicates. t: expe-

riment duration in days.

Experimento Diseiio Factor |  Factor 2 Trat. Can. Rep. Dias muestreo t Pardmetros
EC,, de Cobre Exponencial Cobre - 12 - 0,1,3,6,12,16 16 F; Rend.elec.
Cobre velocidad ~ Factorial Cobre Velocidad 12 3 0,1,3,7 7  C,. Chl
Atrazina herbivo. Factorial Atrazina  Herbivorismo 12 3 0,1,3, 12, 18 18 C, ., Chl,

Comunidad
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plasticos inertes, usados en industria alimentaria,
Y que por tanto no liberan ningun tipo de t6xico.
La temperatura del agua oscilaba entre los 18-
22°, a 10 largo de todo el dia. Dependiendo del
tipo de experimento, el agua usada procedia de
un pozo subterraneo cercano a los canales, o del
rio donde habian sido colonizados los sustratos.

Métodos

La superficie de cada canal se recubri6é con cris-
tales esmerilados de 12x9cm que proporcionaron
soporte a los organismos colonizadores, asi como
una superficie homogénea a 10 largo del canal.
Entre ellos se situaron los cristales de 1.2x1.2 cm
que serfan las unidades de muestreo. Todos los
cristales se expusieron a un periodo de coloniza-
cion, de entre 2 'y 4 semanas, en soportes de meta-
crilato diseiiados especificamente para la sujecién
de los cristales, en diferentes rios (Avencd, Bru-
gent, Francoli y Fuirosos, NE de Espaiia). Los

POZOo L

toxico

| W N N im

1 metro

cristales colonizados se transportaban sumergidos
en agua del rio, en tanques de plastico inerte, pro-
tegidos de la luz, en un tiempo corto (1 h.), desde
el rio hasta el laboratorio. Una vez situados en los
canales correspondientes, los cristales coloniza-
dos se aclimataron durante una semana a las con-
diciones definidas en el experimento.

Las muestras de agua para andlisis de cobre
se conservaron congeladas con 4cido nitrico al
1% para su posterior analisis. La concentracién
de cobre se analiz6 con ICP-OES (Plasma de in-
duccién acoplado a emision espectroscépica). La
concentracién de atrazina fue medida con el test
de immunoensayo enzimético “EnviroGard Tria-
zine QuantiTube Test Kit” (ENVR TOO 01,
MILLIPORE,).

Un dia antes de colocar los organismos en los
canales, se ponia en marcha el sistema de canales,
comprobando el funcionamiento. Entre otras ope-
raciones, se realizaba la medicién de las veloci-
dades del agua en los canales. Esta sellevé a cabo

canales

~~~~~~ -

desague

cloaca

Figura 1 Eaquema de los canales artificiales. Dependiendo del tipo de experimento el agua usada provenia del pozo situado cerca del tabo-
ratorio, o de los rios estudiados. Artificial channel system scheme. According to the experiment, water come from a well or from natural river:
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mediante la adicion de NaCl, y siguiendo la evo-
lucidn de la conductividad (Triska et al., 1984).

Para el estudio de la comunidad algal se con-
servaron 2 cristales de cada canal, en 2 ml de for-
mol al 4%, tomados a 10 largo del experimento.
La composicion de la comunidad y su estructura
fue caracterizada después de sonicar los sustratos
de vidrio, durante 2 periodos de 2 minutos
(Sabater et al., 1998). Un minimo de 400 células
fue contado e identificado en cada muestra, usan-
do latécnica de Utermohl. Los diferentes taxones
se clasificaron, ademds, en diferentes clases,
atendiendo a su morfologia y fijacién al sustrato
(Gregory, 1983).

La incorporacién de H'CO,, se determind
sobre cinco cristales, procedentes de cada canal.
Los cristales eran incubados con la misma irra-
diancia (110 pmol m? s'') y temperatura (17-
19°C) que en el canal, durante una hora. La incu-
bacién se realizaba en viales, con 4 ml de agua
del canal correspondiente al vidrio muestreado,
en un bafio con temperatura controlada y agita-
cién. Después de una preincubacién de 30 minu-
tos, se adicionaba 1uCi de NaH‘4CO3. La incor-
poracién se detenia al cabo de una hora, adicio-
nando 0.3 mi de formol al 40%. El carbono radio-
active no fijado era eliminado mediante evapora-
cion en medio acido, durante 8 horas en una placa
calefactora. Para incrementar la extraccion del
material fotosintetizado se afiadia 1 ml de DMSO
(Filbin & Hough, 1983).

Un Fluorimetro de Amplitud Modulada (Pho-
tosynthesis yield analyzer MINI-PAM, WALZ,
Effeltrich, Alemania), se utiliz6 de modo alterna-
tivo al '“C para valorar la fotosintesis (Samson et
al., 1988; Schreiber et al., 1993; Hofstraat et al.,
1994; Karsten et al., 1996). Este método, al no
ser destructivo, permitia realizar medidas repeti-
das sobre la misma muestra. Los parametros foto-
sintéticos F, y el rendimiento de fotones, se mi-
dieron sobre cinco cristales de cada canal (12 en
total). El parametro F, es una medida de la fluo-
rescencia total, que se relaciona con la cantidad
total de clorofila, y por extensién a la biomasa. El
rendimiento de fotones (Yield) estima la tasa del
flujo de electrones en el fotosistema II en mues-
tras iluminadas Y es proporcional a la tasa foto-

sintktica. Los cristales se muestrearon al azar, y
las medidas de fluorescencia se realizaron en una
placa de Petri, con el mismo agua en que se
encontraban y bajo la misma luz.

La concentracién de clorofila-a se determiné a
partir de cinco cristales de cada canal. Para la
extraccion de clorofila-a se us6 acetona al 90%.
Los cristales fueron sonicados para acelerar la
extraccion, durante tres periodos de 7 minutos
(Guasch et al., 1997). La concentracién de cloro-
fila-a fue calculada a partir de las ecuaciones de
Jeffrey y Humphrey (1975).

El efecto directo de la atrazina sobre Physella
acuta se midi6 tras su exposicion a un banco de
concentraciones de atrazina en un experimento
anterior (Rosés et al., 1999). La acumulacién de
biomasa en forma de peso seco (60°C hasta peso
constante) de los caracoles se determiné por la
diferencia de peso entre el inicio y el final del
experimento, tratando por separado a los indivi-
duos de cada uno de los tratamientos.

Las diferencias de las variables estudiadas en
los diferentes tratamientos, se valoraron usando
un andlisis de la varianza (ANOVA), de medidas
repetidas (Winer, 1971). Cuando las diferencias
eran significativas, la comparativa multiple se
llevaba a cabo con un test TUKEY HSD (Winer,
1971). Las variables estudiadas fueron la incor-
poracidn de carbono, la concentracién de clorofi-
la, la eficiencia fotosintktica (expresada como el
cociente entre ug C incorporado/ug de clorofila-
a) y el incremento de biomasa de los caracoles.

Determinacion del umbral de toxicidad
del cobre sobre la comunidad algal

En este caso se aplicé un disefio de tipo regresion,
para conocer la sensibilidad de la comunidad
frente al cobre y su evolucién a lo largo del tiem-
po. Se utilizaron doce canales: tres canales con-
trol (sin adicién de cobre) y nueve expuestos a
concentraciones crecientes de este metal, desde 5
a 80 ug/ (5;7.5; 10; 15; 20; 30; 40; 60; 80). El
experimento tuvo una duracién de 16 dias, a 10
largo de los cuales se hizo el seguimiento de las
caracteristicas quimicas del agua y la concentra-
cién de cobre (tal como se ha descrito en los
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Figura 2. A) Efecto del cobre sobre la F. El pardmetro F,, es una
medida de la fluorescencia total, que se relaciona con la cantidad
total de clorofila, y por extension a la biomasa. B) Efecto del cobre
sobre e} Yield. El rendimiento de fotones (Yield) estima la tasa del
flujo de electrones en el fotosisterna II en muestras iluminadas y es
proporcional a la tasa fotosintética. La NOEC (A) se determiné
rnediante interpolacicin lineal de la recta de regresién, con la media
de los canales control. La FEC, mediante la interpolacidn con el
limite inferior de confianza de los canales control. La EC50 se
determiné mediante interpolacidn lineal con el punto en el que el
parametro utilizado presentaba la mitad del valor rnedio de los.
canales control. Los datos provienen del dia 16. Las harras repre-

metodos), en los dias 0, 1,3, 6,9, 12,y 16. Tam-
bién Se tomaron muestras para la determinacién
de la concentracion de clorofila y el estudio de la
composicién de la comunidad.

A 10 largo del experimento, se aplicd un mode-
10 de regresidn entre la concentracidn de cobre
(en escala logaritrnica) y la biomasa o actividad
algal (representadas respectivamente por los pa-
riimetros F, y el rendimiento de fotones), para
calcular la concentracidn para la que no se obser-
van efectos (NOEC) y la concentracidn efectiva
que reduce en un 50% la actividad respecto a la
concentracion control (EC,). La NOEC se deter-
mind mediante interpolacidn lineal de la recta de
regresidn, con la media de los canales control. La
concentracion para la que se observa el primer
efecto (FEC) se calculd mediante interpolacidn
lineal de la recta de regresidn y el limite inferior
de confianza de los canales control. La EC, se
determind mediante interpolacidn lineal de la
recta de regresion, con el punto en el que el para-
metro utilizado presentaba la mitad del valor
medio medido respecto a los canales control (Fig.
2). Los céalculos del NOEC y el FEC, se realiza-
ron siguiendo las recomendaciones expuestas en
Liber et al., (1992), aplicando el mismo procedi-
miento utilizado y descrito en Dahl & Blanck
(1996). Dicho procedimiento se aplica para el
analisis de los resultados de experimentos de tipo
exponencial. EIl NOEC se estima mediante una
tkcnica de regresidn lineal (Liber et al., 1992).Se
calcula la regresidn lineal con limites superior e
inferior (coeficiente de confianza del 95%) entre
la concentracidn (creciente) del tdxico y el para-
metro fotosintktico estudiado. Los puntos cerca-
nos al NOEC se incluyeron en la regresidn siem-

sentan el error estandar dentro de cada canal. A) Effect of copper on
FO, a measure of the total fluorescence, which related to the total
amount d chlorophyll and biomass. B) The copper effect on the
Yield. Yield was an estimation of the electron flux on photosystem II
on illuminated samples, and is directly associated with the pho-
tosynthetic rate. The NOEC (A) was determined by lineal interpo-
lation of the regression line with the mean of control channels. The
FEC, by lineal interpolation with the lower confidence limit of con-
trol channels. The EC50 by lineal interpolation with the point
where the parameter used represents the 50 % of the control chan-
nels. Data arefrom day 16. Bars represent the stundard error into
each channel.
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pre y cuando su inclusién representara un aumen-
to en el coeficiente de la regresion lineal. En caso
contrario, dichos puntos se excluian de la regre-
sién y se incorporaban a los valores obtenidos de
las tres réplicas control para calcular la linea base
y su correspondiente margen de confianza.
(95%). El rango de NOEC se calcul6 a partir de
la interceptacién de la linea de regresion y la
linea base, incluyendo un nivel inferior y otro
superior calculados con los limites de confianza
del 95%. EIl limite inferior representa la concen-
tracién a partir de la cual se detecta el primer
efecto significativo (FEC). Los chlculos del
NOEC y el FEC son utilizados para la estima del
riesgo que el toxico, objetivo del estudio, repre-
senta para el ecosistema (Cardwell et al., 1999).

Influencia de la velocidad sobre el efecto
toxico del cobre en la comunidad algal

Se aplicé un disefio factorial para determinar si el
incremento de la velocidad del agua potenciaba la
toxicidad del cobre. Se dispusieron dos trata-
mientos con sus correspondientes controles, con
tres rkplicas cada uno (un total de 12 canales):
adicion de cobre y velocidad del agua de 1cm/s
(cu) y su control sin cobre (c); adicién de cobre y
velocidad de 15 cm/s (cu+v) Y su control sin
cobre (V). Los tratamientos se distribuyeron alea-
toriamente entre todos los canales disponibles. Se
anadi6 una solucién de cobre alos canales corres-
pondientes hasta mantener una concentracién
nominal de 15ug/l. La solucién de cobre se pre-
par6 a partir de una solucién concentrada de 1g/1
CuCl (Titrisol MERCK,), que se inyectaba me-
diante una bomba peristhitica. Concentraciones
similares son frecuentes en rios moderadamente
contaminados de la misma zona (NE de Espaiia),
pudiendo alcanzarse valores de hasta 120 g/l
(Armengol et al., 1993). Las diferentes velocida-
des se lograron modificando la inclinacién de los
canales correspondientes. La evolucién enla con-
centracién de clorofila y la incorporacidn de car-
bono, fue medida los dias 0, 1,3y 7. Este tiempo
de exposicién al cobre respondia al interés por
conocer la evolucién de las variables biologicas a
corto plazo.

Influencia del herbivorismo sobre el efecto
de la atrazina en la comunidad algal

Con el fin de estudiar el efecto de los herbivoros
en latoxicidad de la atrazina sobre el perifiton, se
realiz6 un experimento de 18 dias de duracion.
La concentracién de atrazina utilizada fue de
14.18 + 5.93 (n=22) ug/l. Esta concentracién no
tiene un efecto negativo sobre las algas (Huber,
1993) ni sobre los caracoles (Rosés et al., 1999).
Los caracoles, de un tamaiio entre 7-9 mm fueron
introducidos en los canales con una densidad de
118ind/m? y 48 h antes de la inyeccién del toxi-
o, para su aclimatacion.

El diseiio experimental consisti6 en cuatro tra-
tamientos con tres rkplicas cada uno: 1)tres cana-
les con atrazina (A); 2) tres canales sin atrazina
(C); 3) tres canales con atrazina y herbivoros (A-
S); 4) tres canales con herbivoros (S). Los dife-
rentes parhmetros fisicos, quimicos y bioldgicos
se analizaron los dias 0, 1, 3, 12y 18.

RESULTADOSY DISCUSION

Determinacion del umbral de toxicidad
del cobre

El efecto del cobre sobre la biomasa algal (me-
dida como F) y su eficiencia fotosintética (me-
dida como rendimiento de fotones, Yield), fue
evidente a partir del tercer dia de exposicién.
Ello permiti6 el chlculo de la NOEC vy la EC,,
medidas sobre la F, el dia 16, obteniendo unos
valores de 15.29y 45.04 pg/l de cobre, respec-
tivamente.

Los resultados obtenidos en las EC,, sobre la
F, (17.3 ug/l de cobre, al cabo de 12 dias), son
del mismo rango que las observadas en otros
estudios (Kaufman, 1982; Pratt & Rosenberger,
1993). La evolucién observada en la EC,, medi-
da sobre la F, enlos dias 3, 6, 12 'y 16 (respecti-
varnente 45.05; 20.4; 17.3;y 17.5ug/1 de Cobre),
muestra un progresivo incremento en la toxicidad
del cobre, estabilizandose la EC50 a partir del dia
12. El valor de la EC 50 valorada sobre el Yield
es mds elevada (63.9 pg/t el dia 16).



8 Navarro et al.

24
—4— Cu
20 | | —=— cutv /
_‘_v
o 16 ® C /
E /
z 12 / .
i S —
0 ] ] ] 1 ] ] ] I
0O 1 2 3 4 5 6 7
Dias
8 h
—6— cu A/
—&— Ccu-v /
6
&
E 4
(5]
(@&
[0)]
=2
2
0

O 1 2 3 4 5 6 7
Dias

Figura 3. Influencia de la velocidad sobre el efecto del cobre:
Concentracidn de clorofila y incorporacidn de Carbono a lo largo
del expenmento. Las barras representan la desviacién estandar. CU
(tratamiento con cobre); CU-V (t. con cobre y velocidad); V (t. con
velocidad); C (t. control). Effect & velocity on copper toxicity:
Chlorophyli-a and Carbon incorporation. Bars represent standard
deviation. CU (copper treutment); CU-V (copper plus velocity t.); V
(velocity t.); C (control ¢.}

Influencia de la velocidad sobre el efecto
toxico del cobre enla comunidad algal

Los canales control incrementaron la concentra-
cion de clorofila, a 10 largo del tiempo (Fig. 3). El
efecto que los 15ug/l de cobre tuvieron sobre la
reduccion de clorofila-a fue significativo a 10
largo del tiempo (p<0.0001). La adicién de cobre
redujo significativamente la biomasa algal
(p=0.00015) al cabo de 7 dias bajo velocidad de
1 cm/s, necesitando en cambio, sélo 3 dias cuan-
do la velocidad era 15 cm/s (p=0.00015).

El efecto del cobre sobre la incorporacién de
carbono fue significativo a 10 largo del tiempo
(p<0.0001). La adicién del cobre causo una
reduccion significativa del 47% (p=0.02) en la
incorporacién el dia 3, cuando la velocidad era de
15cm/s (p= 0.02), pero no bajo 1cm/s. Las dife-
rencias entre los dos tratamientos crecieron con el
tiempo (Fig. 3). Solo después de 7 dias el cobre
causé una reduccién significativa (p=0.023) si la
velocidad era 1cm/s.

Las diatomeas dominaban en la comunidad
algal. Fragilaria capucina, Synedra ulna y célu-
las basales de la cloroficea Stigeoclonium tenue,
fueron las mas abundantes. El incremento de ve-
locidad del agua, causé un incremento del nime-
ro de células basales de Stigeoclonium tenue y de
Synedra ulna. La adicién de cobre, en los canales
con velocidad de 15 cm/s, provocé un descenso
significativo en el numero de células de Synedra
ulna (p=0.0018) al contrario que las células basa-
les de Stigeoclonium tenue, que experimentaron
un incremento significativo (p=0.0002).

Las concentraciones intermedias de cobre (al-
rededor de 15 pgLl-1), poseen un reconocido
efecto toxico sobre diferentes parametros estruc-
turales y fisiologicos de las comunidades alga-
les, asi como en la concentracién de clorofila
(Kaufman, 1982; Pratt & Rosenberger, 1993), en
la produccién primaria (Leland & Carter, 1985),
y en la composicién de la comunidad (Foster,
1982; Leland & Carter, 1985; Clements, 1991).
Nuestros experimentos confirman estos efectos,
mostrando alteraciones en esos pardmetros,
como maximo al cabo de 7 dias. En presencia de
una mayor velocidad los efectos se observan
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después de 3 dias. Esto confirma nuestra hipdte-
sis acerca de un incremento en la biodisponibili-
dad del cobre, debida al incremento en la veloci-
dad del agua. La aparicién de efectos en los
canales con cobre y una mayor velocidad del
agua se da con tiempos menores de exposicién
que en los canales con cobre y menor velocidad
del agua.

Ciertos mecanismos contribuyen a reducir la
toxicidad de los metales pesados sobre el perifi-
ton: por ejemplo la excrecién de exopolimeros
(Loaec, 1997; Hsieh, 1994), y la reduccién en la
biodisponibilidad del metal, por alteraciones en
su especiacion (Mason & Jenkins, 1995). En
contraposicion, la velocidad demuestra poseer
un efecto sinkrgico sobre la toxicidad del cobre.
En nuestro estudio vemos como un incremento
en la velocidad de 1a 15cm/s acelera la dismi-
nucién de la biomasa y la incorporacién de car-
bono, adelantando la aparicién de los efectos del
dia 7 al dia 3.

Este efecto sinkrgico del incremento de veloci-
dad sobre la toxicidad de los metales puede estar
basada en la progresiva reduccidn de la capa limi-
te (Stevenson, 1996). Este mecanismo viene a ser
similar al descrito para la disponibilidad de nu-
trientes (Biggs et al., 1998), que resulta de un in-
cremento del flujo de compuestos a través de la
membrana celular. De este modo a mayores velo-
cidadesy a igualdad de concentracidn, la biodis-
ponibilidad del cobre es mayor.

Las implicaciones ecoldgicas de este mecanis-
mo, son remarcables. Se puede esperar que el
efecto del cobre sobre las comunidades de rios de
corrientes medianamente rdpidas sea mayor que
sobre las comunidades de aguas mads tranquilas.
Ademds, si estas zonas de corrientes mds lentas,
reciben mayores cargas de nutrientes, se incre-
mentard la biomasa (Sabater & Sabater, 1992).
Este incremento de biomasa puede tener un efec-
to protector sobre los organismos (Admiraal,
1999). Todo esto sugiere que rios de zonas bajas,
con corrientes bajas y mayores cargas de nutrien-
tes, el efecto del cobre se verd minimizado. En
rios de montafia, donde se suman los efectos de la
velocidad y bajas biomasas, las comunidades
perifiticas se veran mucho mas afectadas.
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Figura 4. Influencia del herbivorismo en el efecto tdxico de la atra-
zina: Concentracidn de clorofila-a y incorporacién de Carbono a lo
largo del experimento. Las barras corresponden a la desviacién
estdndar. A (tratamiento con atrazina); A-S (tratamiento con atrazi-
na y herbivoros); S (tratamiento con herbivoros); C (tratamiento
control). Effect of herbivorism on atrazine toxicity: Chlorophyll-a
concentration and Carbon incorporation. Bars represent standard
deviation. A (atruzine treatment); A-S (atruzineplus herbivorism ¢.);
S (herbivorismz.); C (control treatment).
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Influencia del herbivorismo sobre el efecto
de la atrazina en la comunidad algal

En este caso no se encontraron diferencias signi-
ficativas entre los canales control (C) y los some-
tidos a atrazina. En ambos tratamientos, la con-
centracién de clorofila-a y la incorporacién de
carbono (Fig. 4), se incrementaron durante los
primeros dias y se mantuvieron o disminuyeron
al final del experimento. Los tratamientos con ca-
racoles presentaron una biomasa algal y una in-
corporation de carbono mucho menor que los
canales sin caracoles. Estas diferencias se hicie-
ron significativas (p<0.05) a partir del tercer dia
de experimento.

La interaccién entre los herbivoros y la atrazi-
na (tratamiento AS), afecté significativamente a
laincorporacion de carbono (p<0.05). Respecto a
los tratamientos control y atrazina, las diferencias
son evidentes desde el dia 6 hasta el final del
experimento. En la concentracion de clorofila-a,
el factor herbivorismo es el que marca diferencias
significativas, y la adicién de atrazina no tiene un
efecto sumatorio (p=0.7614).

La estructura de la comunidad del perifiton
cambié por efecto del herbivorismo disminuyen-
do las especies filamentosas y las diatomeas pe-
dunculadas. No se ha observado un efecto signi-
ficativo en el tratamiento con téxico y herbivoros
y tampoco se determinaron diferencias significa-
tivas en la acumulacién de biomasa de los cara-
coles entre los diferentes tratamientos.

La exposicién a concentraciones basales de
atrazina (14 pg/l) no altera la incorporacién de
carbono ni la concentracién de clorofila de la
comunidad algal. Esta falta de inhibicién ha sido
observada en diversos estudios (Huber, 1993; So-
lomon et al., 1996). El herbivorismo si marca di-
ferencias significativas respecto a los tratamien-
tos sin este nivel tréfico, disminuyendo la bioma-
sa Yy la incorporacién de carbono por unidad de
superficie del perifiton. La respuesta del perifiton
al efecto de los herbivoros ha sido también objeti-
vo de muiltiples estudios, en muchos de ellos se
observan resultados similares a los nuestros
(Steinman, 1996). Sin embargo el herbivorismo
sobre comunidades sometidas a atrazina disminu-

ye significativamente la actividad fotosintética.
Los herbivoros mantienen una baja biomasa de
algas y probablemente de esta manera podrian
evitar que las algas se adapten a la exposicién del
téxico como sucede en el tratamiento que sélo
esta sometido al herbicida. DeNoyelles er al.,
(1982) y Hoagland er al., (1993) demostraron en
comunidades de fitoplancton y perifiton que una
concentracién de 20 pg/l de atrazina tenia un
efecto negativo en la produccién y biomasa de las
algas durante los primeros dias de exposicidn;
después la comunidad se recuperaba como un
signo de su adaptacién a las bajas concentracio-
nes del herbicida.

Por otro lado, los herbivoros podrian incremen-
tar la movilizacién de los téxicos, favoreciendo su
difusion entre el perifiton después de consumir las
algas que se disponen en las capas superiores.
Stewart & Hill (1993) sugieren que los herbivoros
modificarian el efecto de los téxicos interfiriendo
en su transporte y movilizacién de forma similar a
10 que se describe para los nutrientes (Newbold et
al., 1983). En todo caso, estos resultados implican
un importante control del tipo “top-down’’ de los
herbivoros sobre la comunidad de algas expuesta
a la atrazina; dicho mecanismo necesita todavia
una mayor investigacion.

Disefio de los canales

En el uso de canales artificiales se deben consi-
derar distintos factores. El tamaiio de los canales
serd uno de los elementos primordiales. Los ca-
nales deben tener el tamaiio suficiente para: A)
permitir el desarrollo y supervivencia de la biota
a estudiar. B) para permitir la expresién de los
factores que se pretende controlar y que servirdn
para probar nuestra hip6tesis.C) los muestreos
(extraccién de biota) no deben constituir un im-
pacto excesivo sobre la comunidad de los cana-
les. Por otra parte, la complejidad de la comuni-
dad estara influida, en parte, por el tamaiio de los
canales, por el tipo de in6culo que se aporte, por
el acceso que tengan los organismos libres a ellos
(en el caso de canales artificiales, situados en la
naturaleza) y por su configuracién. Canales pe-
queiios (de menos de 5 metros) pueden poseer
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una comunidad 10 suficientemente compleja, para
obtener resultados extrapolables a las comunida-
des naturales (Belanger, 1997). En nuestro caso,
en el experimento exponencial de cobre, al usar
el PAM (Fluorimetrode amplitud modulada) para
las medidas de actividad fotosintética (medida no
destructiva), la superficie necesaria era mucho
menor, y se usaron canales de 0.85 m de longitud.
Para los otros experimentos, en cambio, fue nece-
sario el uso de los canales de 1.7 m En el experi-
mento de cobre-velocidad, se utilizé un método
destructivo para medir la actividad fotosintktica
(1*C), con lo que era necesario una mayor super-
ficie de muestreo, donde el impacto del muestreo
fuera menor. En el caso del experimento atrazina-
herbivoros, se requeria toda la superficie del ca-
nal colonizada por algas, para que los herbivoros
pudieran alimentarse.

Las condiciones impuestas artificialmente en
los canales, podran provocar cambios en las ca-
racterfsticas del agua, que deberan ser controla-
dos. Entre estos cambios cabe considerar 1a sedi-
mentacion (si disminuimos la velocidad del agua
respecto al punto de suministro, el material en
suspension puede sedimentar...), 0 la precipita-
cién de solutos (si existen cambios de temperatu-
ra, pH o estado redox). Esto es particularmente
importante en 10 que se refiere a la recirculacién
del agua. La recirculacion puede provocar que ios
productos residuales del metabolismo, generados
por las comunidades, se acumulen, afectando asi
a las caracteristicas del agua. En nuestro caso se
ha evitado, contando siempre con un suministro
continuo de agua.

Laeleccion del tipo de substrato, que se usa en
los canales, es siempre complicada, ya que el
material seleccionado afectara al comportamien-
to y efectos que manifiesten las comunidades y
el toxico respectivamente. Los sustratos suscep-
tibles de ser usados son naturales: rocas, guija-
rros, gravas, sedimentos, materia organica...) 0
artificiales: ceramica, vidrio, metacrilato, plas-
ticos diversos. El vidrio esmerilado o granulado
es especialmente indicado en estudios ecotoxi-
colégicos, pues es inerte, y permite la coloniza-
cién de las algas; ademds, proporciona espacios
a las algas, fuera del alcance de Ia radula de los

herbivoros, evitando una limpieza total del sus-
trato, y facilitando el mantenimiento de una cier-
ta biomasa algal, que permitird una recuperacién
de la comunidad.

En el laboratorio, el control de los factores y la
aproximacién a la realidad del ecosistema fluvial,
son dos objetivos que aun siendo dificilmente
compatibles, requieren un elevado grado de com-
promiso. Los canales artificiales representan
fragmentos aislados de un curso de agua, donde
la dinamica de los procesos ecolégicos es esen-
cialmente compleja. En los sistemas artificiales,
la menor escala, la simplificacién de niveles tré-
ficos, el menor reclutamiento y regeneracién de
la comunidad diferencian a Cstos de los naturales.

Mediante los diseiios de tipo factorial y expo-
nencial, se han obtenido resultados complemen-
tarios sobre distintos aspectos de la toxicidad del
cobre. El diseiio tipo regresion, proporciona una
red de seguridad al investigador, en comparacién
con el diseiio factorial, donde el numero de trata-
mientos es menor. En los diseiios factoriales, al
tener pocos tratamientos, se limita la interpreta-
cién de los efectos que puedan ocurrir, como gra-
dientes a 10 largo del rango de exposicion al téxi-
co empleado (Belanger, 1997). En los diseiios de
tipo factorial, al tener que reducirse el numero de
tratamientos, es imprescindible elegir correcta-
mente las concentraciones de téxico a emplear.
Este es un problema que en un diseiio tipo regre-
sién no suele darse.

Un diseiio tipo factorial permite distinguir el
efecto de los factores aislados y combinados. Si
se desea maximizar el numero de tratamientos,
debe tenerse en cuenta que ello acarreard una pér-
dida de replicacién. Debe, ademas, evitarse la
“pseudoreplicacién” (Kosinski, 1989); en conse-
cuencia, el numero de tratamientos no puede cre-
cer a expensas de las réplicas. Se debe asegurar
que la utilizacién de la inferencia estadistica, sea
la correcta. En nuestro caso hemos buscado la in-
teraccion de los téxicos, con alguno de los facto-
res con que interaccionan en condiciones natura-
les, de modo que la potenciacién 0 inhibicion del
efecto se pueda atribuir a ese factor.

En los diseiios exponenciales, si se elige un
rango lo suficientemente amplio de concentracio-
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nes se encontrara un efecto relacionado con una
concentracion; el efecto observado sera el provo-
cado por una cierta concentracion de toxico. Es
por ello que este tipo de diseiios resultan idoneos
en el contexto de la valoracion de riesgos. En los
experimentos bien disefiados, la presién selectiva
de las diferentes concentraciones de téxico es
substancialmente mas importante que la variabi-
lidad dentro de cada canal; logrando de este
modo resultados concluyentes en un alto porcen-
taje de casos (Belanger, 1997).

Conociendo las ventajasde un tipo de disefio y de
otro, es posible complementar nuestros experimen-
tos toxicologicos,usando ambos. Cuando el trabajo
comienza con un téxico cuyos efectos y con-
centracionestéxicas (NOEC y EC50) son descono-
cidas, puede resultar una buena aproximacion el di-
seiio tipo regresion. Con este tipo de aproximacion
se obtendran como primeros resultados unas con-
centracionesdel toxico que se podran relacionar con
unos efectos valorables, que permitiran plantea-
mientos posteriores. Cuando se conoce la concen-
tracion de toxico a partir de la cual se observancier-
tos efectos sobre las comunidades, el experimenta-
dor se podra basar en diseiios factoriales para estu-
diar el efecto que tendra un factor sobre la accién
del toxico. A posteriori, podra exponer esas mismas
comunidades a diseiios tipo regresién, para conocer
como ha evolucionado la tolerancia frente al téxico
bajo el efecto del factor estudiado.

Como conclusion, podemos decir que el uso de
canales artificiales en ecotoxicologia resulta una
buena aproximacién para el estudio de las comu-
nidades de perifiton. Su uso, bajo diseiios de tipo
exponencial 0 factorial, ha demostrado ser apro-
piado, especialmente en aquellos a largo plazo,
donde fue necesario el control de ciertos factores,
a lo largo de varias semanas. Su polivalencia nos
permitié estudiar la interaccion de téxicos y otros
factores. Los diseiios utilizados nos permitieron
controlar el factor estudiado y la deteccion de sus
efectos sobre la comunidad algal. Han demostra-
do asi mismo ser un buen soporte para el desa-
rrollo de comunidades algales y de macroinverte-
brados herbivoros, 10 suficientemente complejas,
como para obtener resultados extrapolables a los
estudios realizados en sistemas naturales.
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