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VARIABILIDAD DEL ENSAYO ECOTOXICOLOGICO CON Chironomus calligraphus Goeldi

(DIPTERA: CHIRONOMIDAE) PARA EVALUAR CADMIO, MERCURIO Y PLOMO
José Alberto Iannacone Oliver', Neil Salazar Capcha' y Lorena Alvarifio Flores'

Resumen

En la evaluacion del riesgo ambiental (ERA) de los ambientes acuaticos contaminados por
relaves mineros en el Pert se requiere del empleo de organismos bioldgicos estandarizados como la
larva del insecto Chironomus calligraphus Goeldi. Los organismos bioldgicos para ser usados
como herramientas ecotoxicoldgicas requieren ser sencillos, practicos, sensibles y repetibles. Por lo
que el objetivo de este trabajo fue evaluar el Cd™, Hg’" y Pb*" en forma de cloruro de cadmio
(CdCl,), cloruro de mercurio (HgCl,) y nitrato de plomo (Pb;(NO),) respectivamente, sobre la
mortalidad de las larvas de primer estadio del diptero C. calligraphus a 48 h de exposicion y asi
determinar su variabilidad. La especie fue aclimatada y criada en condiciones estandarizadas de
laboratorio. Se realizaron seis bioensayos de toxicidad aguda estaticos para cada metal, en cada
bioensayo se siguid un disefio experimental en bloques completamente randomizados (DBCR):
cuatro repeticiones con seis concentraciones y empleandose 240 larvas por bioensayo. La
Concentracion Letal media (CLso) en pg del metal L™ a 48 h de exposicion y el coeficiente de
variacion (CV %) fueron: 132 ug L' y 45,45 % para Cd*%; 127 ug L' y 22,83 % para Hg™'; y
finalmente 18.730 pg L'y 33 % para Pb”". La variabilidad del ensayo con C. calligraphus es
comparada con otros organismos bioldgicos dulceacuicolas al nivel mundial.
Palabras clave: Bioensayo, Chironomus, cadmio, ecotoxicologia, macroinvertebrado, mercurio,
plomo, repetibilidad.

Abstract

Environmental Risk Assessment (ERA) of freshwater environment in Peru needs the
employment of standardized biological organisms such as the larval midge Chironomus
calligraphus Goeldi. The biological organisms to be employed as ecotoxicological tools should be
easy, practical, sensitive and reproductible. The aim of this research was to evaluate Cd™*, Hg"* and
Pb** as cadmium chlorure (CdCl,), mercury chlorure (HgCl,) and lead nitrate (Pby(NO),) forms,
on the mortality of first instar larva of diptera C. calligraphus at 48 h exposure and in this way
determinate its variability. The species was acclimated and reared under standardized laboratory
conditions. Six bioassays of acute static toxicity for each metal were done, in each one a
randomized block experimental design (RBED) was used with four repetitions of five
concentrations and employing 240 larvae for each bioassay. The median lethal concentration (LCs)
in pg metal L™ at 48 h exposure and the coefficient of variation (CV %) were: 132 pg L™ and 45,45
% for Cd"*; 127 pug L' and 22,83 % for Hg”"; and finally 18.730 ug L™ and 33 % for Pb*". The
variability of the essay of C. calligraphus is compared with other freshwater biological organisms
all over the world.
Key words: Bioassay, Chironomus, cadmium, ecotoxicology, lead, macroinvertebrate, mercury,
repeatability.

Introduccién

La ecotoxicologia es la ciencia que describe y
predice el comportamiento de las sustancias en el
medio ambiente y las respuestas bioldgicas del
sistema para asi, finalmente evaluar el riesgo asociado
con estas emisiones (Delvalls & Conradi, 2000). Los
bioensayos ecotoxicologicos en el laboratorio con un
determinado organismo bioldgico y el uso de
controles permiten predecir el efecto de las sustancias
quimicas toxicas (Calow, 1993). Los organismos
biolégicos para ser usados como herramientas

ecotoxicologicas requieren ser sencillos, practicos,
sensibles y repetibles (Iannacone ef al., 1998; Alayo &
lannacone, 2002). La APHA (1989) sefiala como
protocolos estandarizados para la realizacion de
bioensayos de toxicidad aguda y cronica acuatica a las
larvas de los insectos quirondémidos, principalmente
Chironomus tentans Fabricius, Chironomus riparius
Meigen 'y  Chironomus  plumosus  (Linnaeus)
(Mereggalli et al., 2002; Lahr et al., 2003; Martinez et
al., 2003). Estos mosquitos quironomidos son
abundantes en los ambientes dulceacuicolas y
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componente importante en las comunidades acudticas
detritivoras (Iannacone et al., 2000; Crane et al., 2002;
Sanchez & Tarazona, 2002).

Chironomus calligraphus Goeldi, es un insecto
Pan-Americano, de distribucion predominantemente
Neotropical, y que también ocurre en la region
Neartica Sur, muy comin en los ambientes acuaticos
epicontinentales de la ciudad de Lima, Pera
(Iannacone et al., 1999, 2000; Spies et al., 2002). C.
calligraphus ha demostrado una alta sensibilidad a
metales pesados (Iannacone et al., 1998; lannacone &
Dale, 1999; Arrascue et al., 2001) y a plaguicidas
(Iannacone & Alvarifio, 1998, 2000). Para la
evaluacion del riesgo ambiental (ERA) de los
ambientes acuaticos epicontinentales en el Peru se

requiere del empleo de organismos biologicos
estandarizados como la larva del insecto C.
calligraphus.

Los metales pesados, como el cadmio, mercurio y
plomo, producen efectos deletéreos en las aguas
naturales (Weber, 1996; Iannacone & Alvarifio, 1999;
Fernandez & Beiras, 2001).

En Latinoamérica existen algunas experiencias de

ejercicios de intra e intercalibracion empleando
baterias de bioensayos, que incluyen artropodos, para
la evaluacion de toxicos de referencias con el fin de
determinar el grado de repetibilidad, precision o
variabilidad de estas pruebas ecotoxicologicas (Forget
et al., 2000). Asi se han realizado en paises como
Argentina (Ronco et al., 2000), Chile (Castillo &
Schéfer, 2000; Castillo et al., 2000a), Colombia
(Diaz-Baez & Perez, 2000), Costa Rica (Castillo et al,.
2000b) y México (Pica et al., 2000). En el Pera, aun
no se tienen este tipo de experiencias para los
bioensayos ecotoxicoldgicos.
Por lo que, el objetivo de este trabajo fue evaluar el
grado de variabilidad o repetibilidad del bioensayo
que emplea a C. calligraphus usando al cadmio,
mercurio y plomo como toxicos de referencia.

Materiales y métodos
Chironomus calligraphus

La coleccion, identificacion y cria estandarizada de
C. calligraphus, asi como el protocolo de bioensayo
sigui6 el procedimiento detallado descrito por
lannacone et al. (2002a). Los  ensayos
ecotoxicoldgicos con C. calligraphus se iniciaron con
larvas de primer estadio dentro de 24 h de haber
eclosionado de las masas de huevos procedente de la
Planta de Tratamiento de Aguas residuales domésticas
de Villa El Salvador, Lima, Peru durante el 2000 al
2001. Los ejemplares se separaron al azar de los
frascos de eclosion y recuperacion de las larvas de
primer estadio. Diez larvas de primer estadio se
distribuyeron al azar en cada concentracion de las
muestras con metales evaluadas en cada una de las
cuatro repeticiones del ensayo experimental. Cada
repeticion incluyd cinco concentraciones ensayadas y

el control. Las larvas se consideraron muertas si no
fueron capaces de moverse coordinada y normalmente
cuando fueron pinchadas ligeramente con un alfiler
luego de 48 h de exposicion. Se emplearon un total de
240 larvas por ensayo. Los bioensayos fueron
repetidos seis veces secuencialmente. El pH se midio
mediante un potencidometro. EI pH se midio en dos
réplicas al inicio del ensayo y a las 48 h de exposicion.
La temperatura se mantuvo regulada a 20 °C = 3 °C.

Metales y Fisico-quimica del agua

Las soluciones madre para los iones tdxicos de
cadmio, mercurio y plomo fueron preparadas de la sal
metalica a base del cloruro de cadmio (CdCl,), cloruro
de mercurio (HgCl,) y nitrato de plomo (Pb3(NO),) a
una concentracion de 100 mg L. Todas las
concentraciones se registraron en concentraciones
nominales de i6n de metalico. Los matraces aforados
previamente fueron lavados con acido nitrico al 10 % y
luego enjuagados en agua destilada y mantenidos a 4 °C
(Iannacone et al., 2000). El pH fue ajustado al inicio
del ensayo a 7 con una solucion NaOH 0,1M o con
H,SO, 0,1M. Los datos de oxigeno disuelto se midieron
mediante el método de Winkler (APHA, 1989). En el
ensayo con Cd*" se emplearon las siguientes cinco
concentraciones 125 ug L™, 250 pg L™, 500 ug L,
1.000 pg L' y 2.000 ug L. En el ensayo con Hg*" se
emplearon las siguientes cinco concentraciones 62,5
pug L, 125 ug L™, 250 ug L, 500 pg L' y 1.000 ug
L. En el ensayo con Pb*" se emplearon las siguientes
cinco concentraciones 6.250 ug L', 12.500 pg L,
25.000 ug L™, 50.000 ug L' y 100.000 pg L. Para el
Cd*",Hg*, Pb*" las cinco concentraciones siguieron
un factor de incremento de 2. Las principales
caracteristicas fisicoquimicas del agua destilada son las
indicadas por Iannacone et al. (2002b).

Disefio Experimental y Analisis de datos

Se determinaron la Concentracion Letal media
(CLsy) promedio, su desviacion estandar y su
Coeficiente de Variacion (CV %) para los bioensayos
de C. calligraphus expuestos al cadmio, mercurio y
plomo utilizando los resultados de las sumas de las
cuatro repeticiones de cada concentracion. Las
diferencias entre las concentraciones se evaluaron a
través de un Analisis de Varianza (ANDEVA), previa
transformacion de los datos a raiz cuadrada del
arcoseno, con el fin de ajustar los datos a Ia
distribucion normal (Zar, 1996). Se utilizaron los
bioensayos como bloques y las variables respuestas
provinieron de las sumas de las cuatro repeticiones de
cada concentracion de cada ensayo. En el caso de

existir  diferencias  significativas  entre  las
concentraciones se realizO6 una Prueba de
Significacion DVS (Diferencia Verdaderamente

Significativa) de Tukey (Daniel, 1993).
Las CLsgs se calcularon usando un programa
computarizado de la EPA version 1,5 —1993 (USEPA,
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1993). Estos valores fueron obtenidos a partir del
analisis de regresion lineal entre el logaritmo de la
concentracion de las muestras con metales y la
mortalidad Probit (porcentaje transformado). Estos
modelos de regresion lineal fueron verificados usando
el estadistico y° (Martin & Holdich, 1986). Se
calcularon los valores de NOEC (Concentracion de
efectos no observables) y LOEC (Concentracion mas
baja de efectos observables) para cada metal.

Resultados

La secuencia en orden de toxicidad de C.
calligraphus expuesto a los tres metales fue: Hg*" >
Cd*" > Pb*" (Tabla 1).

Las Tablas 2, 3 y 4 sefialan los porcentajes de

mortalidad para cada una de las cinco concentraciones
y el control en cada una de los seis bioensayos para el
cadmio, mercurio y plomo, respectivamente. Para
todos los casos el CV (%) fue menor del 50 %, a
excepcion del control del ensayo con cadmio que fue
del 75,42 %. Sin embargo, en ninguno de los casos la
mortalidad en el control sobrepasé el 20 %. La prueba
de Tukey mostré que el LOEC para el Cd*", Hg*" y
Pb** fue de 62,5, 125 y 6.250 ug L™, respectivamente.
En cambio, el NOEC para el Cd**, Hg*" y Pb*" fue de
<62,5<125y<6.250 ug L', respectivamente.
Para C. calligraphus, el valor promedio de la CLs, al
cadmio de 132 pg L' ocupa la posicion tercera en
comparacion a otras diez especies del género
Chironomus (Tabla 5).

Para C. calligraphus, el valor promedio de la CLs,
al mercurio de 130 ug L™ ocupa la posicién cuarta en
comparacion a otras siete especies del género
Chironomus (Tabla 6). Para C. calligraphus, el valor
promedio de la CLs, al plomo de 18.732 pg L ocupa
la posicién primera en comparacion a otras siete
especies del género Chironomus (Tabla 7). La Tabla
8, sefiala que C. calligraphus ocupa la posicion 12"
(para el Hg”"), 15% (para el Pb*") y 18" (para el Cd*")
entre 29 bioensayos ecotoxicoldgicos empleando
diferentes componentes de la biota animal.

Discusién
Las especies propuestas como herramientas para
bioensayos  ecotoxicologicos, requieren  como

requisitos para uso no solo que sean sensibles, sino
que los ensayos sean reproducibles con poca
variabilidad en su respuesta (Magdaleno et al., 1997;
Steevens & Benson, 1998). C. calligraphus es una
especie con alta sensibilidad a metales pesados,
plaguicidas y a muestras ambientales (Iannacone et
al., 2000; Arrascue et al, 2001). Sus valores de CLs,
para el cadmio, mercurio y plomo tienen en general el
mismo orden de magnitud que otras especies del
género (Tablas 5, 6 y 7). En un estudio previo,
Iannacone & Dale (1999) encontraron una sensibilidad
de C. calligraphus al mercurio (seis veces mayor); al
plomo (cinco veces menor) y al mercurio (dos veces

menor que la encontrada en el presente estudio). Sin
embargo estos resultados correspondieron para cada
metal a un bioensayo sin repeticiones.

Entre los numerosos factores bidticos que pudieran
influir en la toxicidad del cadmio, mercurio y plomo
sobre las especies de la familia Chironomidae,
tenemos a la especie, estado de desarrollo y edad. Los
valores comparativos de CLs, expuestos al cadmio,
mercurio y plomo para las diferentes especies del
Chironomus sefalados en la Tablas 5, 6 y 7 sefialan
diferencias por ser especies diferentes, asi como
estados de desarrollo y edades diferentes por ser
utilizados formas larvarias del primer al cuarto
estadio. En general se considera que las formas
larvarias de estadios tempranos son mas sensibles que
los estadios superiores (Tablas 5, 6 y 7). Las larvas de
primer estadio (plantonicas) son mas sensibles que las
de segundo estadio (bentonicas) de C. riparius y de las
de cuarto estadio (bentonicas) de C. decorus. Ademas,
entre los factores abidticos se sefiala al tiempo de
exposicion como un factor de importancia que
influiria en la ecotoxicidad de los tres metales pesados
(Peck et al., 2002).

Los coeficientes de variacion (CV %) obtenidos
para los 29 ensayos empleando especies biologicas
acuaticas pertenecientes a diferentes taxas, variaron
entre 2,1 a mas de 100 % (Tabla 8). El ensayo con C.
calligraphus ocupa la posicién 12", 15"y 18" para
Hg”, Pb*" y Cd*, respectivamente, el cual fue
aceptable al ser menor al 50 %. Uno de los factores
que estaria influyendo en la variabilidad encontrada en
el ensayo estatico de mortalidad con C. calligraphus
expuestos a los tres metales a 48 h de exposicion, es la
estacion del afio y la calidad del agua (contenido de
oxigeno, pH, soélidos suspendidos, etc.) del lugar
colecta de los organismos, ya que los quironémidos en
la fase de huevos son obtenidos de cuerpos de agua
artificiales en forma periodica a través de las
diferentes estaciones del afio y luego criados artificial
y parcialmente en condiciones estandarizadas de
laboratorio (Milani ef al., 2003). Las especies criadas
artificialmente en forma continua durante todo su ciclo
vital tienden a presentar menor variabilidad en su
respuesta que las especies criadas parcialmente y
obtenidas en forma periddica del campo (APHA,
1989; Calow, 1993).
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Tablas citadas en el texto

Tabla 1. Valores de la CLs, y sus limites de confianza para los bioensayos realizados con los tres metales pesados.

Hg* Ccd* Pb**

Repeticion L. Inf. CLsp L. Sup. L. Inf. CLsp L. Sup. L. Inf. CLs L. Sup.
1 71 113 154 152 210 264 11.490 19.515 27.782
2 45 83 121 138 179 217 * 19.474 *

3 100 150 200 150 193 232 15.460 22329  29.062
4 102 152 198 37 86 120 19.620  27.593 34.974
5 86 125 162 15 67 104 9.219 12.748 16.257
6 110 154 197 11 59 99 7.485 10.735 13.915
Promedio 86 130 172 84 132 173 12.660 18.732 24398
D.E 24 28 32 70 69 73 4.906 6.203 8.961

L. inf. = Limite inferior; CLs, = Concentracion Letal media; L. sup. = Limite superior;

D.E. = Desviacion estandar; ( * ) = No determinado.

Tabla 2. Porcentaje de Mortalidad de C. calligraphus expuestas al cadmio a 48 h

Repeticiones (% mortalidad)

ug L' 1 2 3 4 5 6 Promedio + DESig. CV
control 15 10 10 2,5 2,5 2,5 7,08 +5,34 a 75,42
125 32,5 325 325 675 75 77,5 52,92+22,61 b 42,72
250 65 77,5 67,5 92,5 97,5 92,5 82,08+14 c 17,06
500 95 95 97,5 97,5 97,5 97,5 96,67+129 d 1,34
1.000 97,5 100 100 100 100 100  99,58+1,02 d 1,02
2.000 100 100 100 100 100 100 1000 d 0

DE = Desviacion Estandar; CV = Coeficiente de Variacion; Sig. = Significancia.

Tabla 3. Porcentaje de mortalidad de C. calligraphus expuestas al mercurio a 48h.

Repeticiones (% mortalidad)

ug/L 1 2 3 4 5 6 Promedio + DESig.CV
control 15 12,5 15 17,5 15 12,514,58 1,88 a 12,90
62,5 35 47,5 32,5 30 35 25 34,17+7,53 b 22,03
125 70 67,5 52,5 52,5 50 45 56,25+10,09 ¢ 17,94
250 72,5 77,5 67,5 72,5 87,5 75 7542+6,79 d 9
500 92,5 87,5 95 97,5 95 95 93,75+ 3,45 e 3,68
1.000 100 100 100 100 100 100 100 + 0 f 0
DE = Desviacion Estandar; CV = Coeficiente de variacion; Sig. = Significancia.
Tabla 4. Porcentaje de mortalidad de C. calligraphus expuestas al plomo a 48 h.
Repeticiones (% mortalidad)
ugL-1 1 2 3 4 5 6 Promedio +/- DE Sig. CvV
Control 17,5 20 10 12,5 10 10 13,33+4,38 a 32,83
6.250 37,5 42,5 25 20 27,5 35 31,25+ 8,48 ab 27,13
12.500 47.5 55 35 32,5 57,5 62,5 4833+1232 be 25,48
25.000 65 62,5 57,5 47,5 77,5 82,5 6542+12,89 c 19,70
50.000 75 67,5 80 71,5 95 95 81,67+ 11,14 d 13,64
100.000 100 100 100 100 100 100  100+0 e 0

DE = Desviacion estandar; CV = Coeficiente de variacion; Sig. = Significancia.
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Tabla 5. Valores comparativos de CLs, con otras especies de Chironomus expuestas al cadmio.

Especie de Chironomus CLs, Tiempode  EstadioReferencia

pgL! Exposicion (h)
Chironomus riparius Meigen 13 48 primer Milani ef al. (2003)
Chironomus riparius Meigen 16,2 72 cuarto Postma et al. (1994)
Chironomus calligraphus Goeldi 132 48 primer Original
Chironomus calligraphus Goeldi 280 48 primer Iannacone & Dale (1999)
Chironomus riparius Meigen 1.200 240 cuarto Watts & Pascoe (2000)
Chironomus tentans Fabricius 1.200 240 cuarto Watts & Pascoe (2000)
Chironomus calligraphus Goeldi 3.670 24 primer lannacone & Dale (1999)
Chironomus tentans Fabricius 8.050 48 tercero Khangarot & Ray (1989)
Chironomus plumosus (Linnaeus) 10.000 96 tercero Fargasova (2001)
Chironomus tentans Fabricius 23.250 24 tercero Khangarot & Ray (1989)

Tabla 6. Valores comparativos de CLs, con otras especies de Chironomus expuestas al mercurio.

Especie de Chironomus CLsy Tiempo de Estadio Referencia
Exposicion

ugL! (h)
Chironomus calligraphus Goeldi 20 48 primer lannacone & Dale (1999)
Chironomus tentans Fabricius 29 48 tercero Khangarot & Ray (1989)
Chironomus tentans Fabricius 119 24 tercero Khangarot & Ray (1989)
Chironomus calligraphus Goeldi 127 48 primer Original
Chironomus calligraphus Goeldi 130 24 primer Iannacone & Dale (1999)
Chironomus tendipes 664 48 tercero Rao & Saxena (1981)
Chironomus sp. 1.800 40 tercero Qureshi et al. (1980)

Tabla 7. Valores comparativos de CLs, con otras especies de Chironomus expuestas al plomo.

Especie de Chironomus CLso  Tiempo de Estadio Referencia

ug L' Exposicién (h)
Chironomus calligraphus Goeldi 18.730 48 primer Original
Chironomus tentans Fabricius 34.670 48 tercero Khangarot & Ray (1989)
Chironomus tendipes 50.000 48 tercero Rao & Saxena (1981)
Chironomus tentans Fabricius 52.870 24 tercero Khangarot & Ray (1989)
Chironomus calligraphus Goeldi 77.180 48 primer Iannacone & Dale (1999)
Chironomus calligraphus Goeldi 13.030 24 primer lannacone & Dale (1999)
Chironomus sp. 200.000 40 tercero Qureshi et al. (1980)

109



ENSAYO ECOTOXICOLOGICO CON Chironomus calligraphus PARA EVALUAR CADMIO, MERCURIO
Y PLOMO
Diciembre 2003

Tabla 8. Variabilidad o repetibilidad de los bioensayos empleando diferentes especies acuaticas.

Taxa Especie CV % Referencia

Pez Onchorhynchus mykiss 2,1 Castillo et al. (2000)
Microalga Raphidocelis subcapitata 8 Persoone (1996)
Echinodermatha Paracentrotus lividus 11 Fernandez & Beiras (2001)
Bacteria Vibrio fisheri (Microtox) 12 Janssen (1998)
Celenterado Hydra attenuata 13 Diaz-Baez & Perez (2000)
Planta Lactuca sativa 14,9  Forget et al. (2000)
Rotifera Brachionus plicatilis 15 Snell et al. (1991)
Microcrustaceo Artemia franciscana 18 Espiritu ez al. (1995)
Microalga Raphidocelis subcapitata 18 Janssen (1998)

Planta Allium cepa 20 Forget et al. (2000)
Microcrustaceo Daphnia magna 20 Janssen (1998)

Insecta Chironomus calligraphus 22,83 Original (Hg"")
Microcrustaceo Daphnia magna 26 Willemsen et al. (1995)
Microcrustaceo Daphnia obtusa 30 Rossini & Ronco (1996)
Insecta Chironomus calligraphus 33 Original (Pb*")

Microalga Ankistrodesmus falcatus 40 Magdaleno et al. (1997)
Microcrustaceo Hyalella azteca 40 Steevens & Benson (1998)
Insecta Chironomus calligraphus 45,45 Original (Cd*)

Planta Lactuca sativa 46 Forget et al. (2000)
Microcrustaceo Artemia franciscana 47 Janssen (1998)
Microcrustaceo Corophium insidiosum 56 Reish ( 1993)

Bacteria Muta-Cromo Placa 60 Pica et al. (2000)

Bacteria Vibrio fisheri (Microtox) 65 Greene ef al. (1985)
Nematoda Panagrellus redivivus 67 Diaz-Baez & Perez (2000)
Microrganismo Bacillus cereus 70 Forget et al. (2000)
Microcrustaceo Daphnia magna 71 Forget et al. (2000)
Microcrustaceo Elasmopus bampo 72 Reish ( 1993)
Microcrustaceo Moina macrocopa 77 lannacone & Dale (1999)
Nematoda Panagrellus redivivus > 100 Pica et al. (2000)

CV % = Coeficiente de Variacion
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