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1. MANUAL DEL SISTEMA LINEAL MULTI-COMPARTIMENTADO

El sistema lineal multi-compartimentado de exposicién no forzado (Figura 1) ha sido propuesto por Lopes
et al. (2004) y ampliamente descrito en trabajos que buscaban estudiar cémo la dindmica espacial de los
organismos es influenciada por la contaminacidn (ver las revisiones de Araujo et al., 2016 and Moreira-
Santos et al., 2019). Uno de los aspectos importantes a tener en cuenta en este tipo de sistema es que el
numero de compartimentos que lo integran dependera del nimero de concentraciones que se quieran
ensayar, es decir, cuanto mas compartimentos se use, mas niveles de contaminacion sera posible
simular. La modificaciéon del sistema en cuanto a longitud y, consecuentemente, numero de
compartimentos se encuentra asociada a que exista tiempo suficiente para el desplazamiento de los
organismos dentro del sistema considerando las diferencias entre especies con movilidades diferentes,

esperando asi que los resultados sean iguales.

El sistema que se presenta en este manual puede ser modificado segun el tipo de estudio que se llevara
a cabo. Por ejemplo, el nimero de compartimentos del sistema es ilimitado; asimismo, el tamafio del
compartimento debe ser definido en funcién del tamafio de los organismos que seran utilizados, pues la
densidad de la poblacidon es un parametro importante a considerar en un ensayo de seleccién de habitat.

A continuacion, se detalla una guia de cdmo se construye sistema lineal multi-compartimentado.

Figura 1. Sistema de exposicion no forzada de multiples compartimentos utilizado en los ensayos de

seleccion de hdbitat.

2. CONSTRUCCION DE LOS COMPARTIMENTOS

Para construir un compartimento, se necesitan dos botellas de plastico vacias de igual forma y tamafio.
En el caso de la guia, se presenta un sistema con 7 compartimentos (14 botellas). Preferentemente, se
deben usar botellas de agua que no hayan tenido contacto con ninguna sustancia quimica para garantizar
gue no haya ningun tipo de residuo. Si se desconoce su procedencia o se observa material extrafio en las
botellas, ésta debe ser descartada. Como las botellas serdan manipuladas, cortadas y pegadas, es
recomendable usar aquellas que presentan cierto grado de rigidez y de textura lisa, para evitar que se
deformen. Una vez obtenidas las botellas, se debe verificar el buen estado de las mismas, retirar las

etiquetas (en caso de tenerlas) y realizar un lavado previo con agua destilada. Posteriormente, se
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procedera a ejecutar los cortes para la creacion de los compartimentos, tal como se describe a

continuacion:

Paso 1. Las dos mitades de cada compartimento

Se cortan las botellas transversalmente usando un objeto corto punzante (estiletes o tijeras), de forma a
obtener la porcion equivalente a la mitad de un compartimento (formada por la parte superior de la
botella - Figura 2). Hay que tener en cuenta que cuanto mas cerca de la base de la botella sea el corte,
mayor tamafio tendra el compartimento. Por el contrario, si se desea un compartimento mas pequefio,

el corte debe ser lo mas cercano posible a la boca de la botella. Se descartan las bases de las botellas.

Figura 2. Mitad de un compartimento tras el corte de la botella.

Paso 2. Preparar la apertura de cada compartimento
Se realiza sobre la mitad del compartimento un pequefio corte rectangular (Figura 3). El tamafio del corte

va a determinar el drea de acceso al compartimento (ver Paso 3).

Figura 3. Mitad de un compartimento indicando el corte para la apertura superior.

Paso 3. Montaje del compartimento
Se pegan dos mitades con sus respectivos cortes rectangulares alineados. En el borde de una mitad se

aplica el pegamento (e.g. Sikaflex-E o Sikaflex 11FC+, no téxicos a los organismos) por el borde externoy
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en la otra mitad se pone pegamento en el borde interno del corte rectangular, de tal forma que al unirse
se adhieran ambas mitades con el pegamento, garantizando un buen sellado (Figura 4). Se recomienda

evitar que el pegamento pase a la parte interna de la botella.

Figura 4. Unidn de las dos mitades de dos botellas para formar un compartimento.

Al unir ambas mitades para formar el compartimento, hay que tener en cuenta que los cortes
rectangulares se conecten uniformemente y se alineen entre si para permitir que se forme una apertura
en el compartimento armado (Figura 5); se deja secar el pegamento por 24 h. La apertura tiene la finalidad
de permitir que se introduzcan las muestras y los organismos de ensayo en los respectivos

compartimentos.

Figura 5. Compartimento destacando la apertura superior.

Paso 4. Verificando fugas en los compartimentos.
Se colocan las dos tapas originales de las botellas en cada extremidad del compartimento, se llena con
agua de grifo, y se deja en reposo por al menos 24 h. Si se observara fuga de agua en alguno de los

compartimentos, se reforzara con pegamento la fisura donde surge la fuga; se espera otras 24 h para
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secar el pegamento y otras 24 h con agua del grifo para verificar una vez mas la ausencia de fugas. Para
facilitar la identificacion de posibles fugas, se colocan los compartimentos llenos de agua sobre papel

absorbente.

3. UNION DE LOS COMPARTIMENTOS

Paso 1. Conectar dos compartimentos.

Se retiran las tapas de los extremos de cada compartimento y se aplica pegamento cuidadosamente en
los bordes de la boca de las botellas y en la parte externa (para ayudar la unién) (Figura 6); evitando aplicar
el pegamento internamente para no bloquear el paso entre los compartimentos. A continuacidn, se unen
los compartimentos asegurando que las respectivas aperturas superiores estén alineadas. Se deja secar
el pegamento durante 24 h. Se recomienda unir los compartimentos en grupos de dos, después en grupos
de cuatro, y asi sucesivamente, de forma a evitar exceso de manipulacion del sistema que dificultara el
buen alineamiento de las aperturas (ver Paso 3). Para facilitar este proceso, se sugiere montar los

compartimentos utilizando una base (por ejemplo, una canaleta) para el sistema (ver seccién 4).

Figura 6. Unidn entre compartimentos.

Paso 2. Reforzar la conexion de los dos compartimentos.
Se aplica nuevamente pegamento en la parte externa donde se conectaron los compartimentos, con el

fin de reforzar la unién entre ellos y reducir el riesgo de fuga de liquidos (Figura 7).

Figura 7. Refuerzo de las conexiones entre los compartimentos.
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Paso 3. Conectando todos los compartimentos de un sistema.
Unir los grupos de compartimentos necesarios para construir un sistema, siguiendo los procedimientos
descritos en el paso 1y 2 de esta seccidn. El nUmero de compartimentos de un sistema de exposicion no

forzada no estd estandarizado, aunque esta guia presenta un esquema ilustrativo de 7 compartimentos.

Paso 4. Verificacion de ausencia de fugas en cada sistema.
Se cierra las dos extremidades del sistema con las tapas de las botellas, se llena el sistema con agua y se
espera 24 h. Si se observara fuga de agua entre las conexiones, se debe seguir los procedimientos

indicados en el Paso 4 de la seccion 2.

4. SOSTEN PARA EL SISTEMA

Armado el sistema de multi-compartimentos, es recomendable elaborar un sostén para darle estabilidad
y evitar asi movimientos bruscos o balanceos durante la ejecucidn del ensayo, provocando desequilibrios
en el sistema y en consecuencia en el gradiente de contaminacién. Se emplean canaletas o tubos de
plasticos (tipo policloruro de vinil-PVC), con dimensiones (acho x largo) semejantes a las del sistema,
cortados longitudinalmente por el eje medio (Figura 8). El sostén puede ser elaborado de otro material,

desde que ofrezca estabilidad al sistema.

L |
Figura 8. Sostén de policloruro de vinil (PVC) para dar estabilidad al sistema.

5. TAPONES PARA ESTABECER EL GRADIENTE

Paso 1. Haciendo un tapén.

Los tapones son importantes durante el montaje del ensayo, puesto que inicialmente hay que evitar que
las concentraciones introducidas en cada compartimento se mezcles con las de los compartimentos
adyacentes. Se forma una pequefia bola (tapdn), usando plastilina no tdxica, que tenga un didmetro un
poco mayor a la boca de las botellas. Sera necesario un tapdn para cada conexion entre compartimentos

para evitar el paso de fluido de un compartimento a otro durante el montaje del experimento. Se envuelve
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cada tapon con cinta teflén no toxico o parafilm, para evitar que la plastilina tenga contacto directo con

el sistema y las soluciones testadas (Figura 9).

Figura 9. Tapon y procedimiento de envoltura con teflon.

Paso 2. Aislar los compartimentos.
El aislamiento de los compartimentos se hace introduciendo un tapdn en cada conexién como esta

representado en la Figura 10.

Figura 10. Colocacion de los tapones en los compartimentos.

6. VERIFICACION DEL VOLUMEN DE LOS COMPARTIMENTOS Y DEL SISTEMA
La determinacién de los volimenes de cada compartimento es crucial para comprobar que todos los

compartimentos tienen el mismo tamafio y, a la vez, determinar el volumen total del sistema.

Paso 1. Medir el volumen de cada compartimento.

Utilizando un recipiente graduado, se llena cada compartimento vertiendo agua del grifo por la apertura,
hasta que el agua cubra la zona de paso entre los compartimentos, pero sin sobrepasar el limite de la
apertura superior para evitar que se desborden (Figura 11). Después de llenar cada compartimento, se
estima el volumen de cada uno de los compartimentos del sistema; la suma de todos los valores dard el

volumen total del sistema.
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Figura 11. Medicion de la capacidad del volumen del sistema.

7. CALIBRACION DEL SISTEMA

Calibrar el sistema consiste en verificar que el gradiente de contaminacién permanece estable en cada
sistema replicado durante el periodo de exposicion estipulado a utilizar en los ensayos (en cada sistema
y entre las réplicas de cada compartimento). El minimo recomendable serian 3 réplicas, que es lo utilizado
en esta guia. Para esto se puede utilizar cualquier sustancia no toxica que sea facilmente cuantificada.
Para la ilustracién de esta guia se utilizé cloruro de sodio (NaCl) por la facilidad de medirlo indirectamente

a través de la conductividad.

Paso 1. Seleccionar la concentracidn a estudiar en cada compartimento.

Se asigna un porcentaje de contaminacién a cada compartimento, siendo que en los compartimentos
extremos hay que asignar 0% que representa el control (compartimento sin contaminacién) y 100% que
representa el nivel maximo de contaminacién. De acuerdo con el esquema ilustrativo de 7
compartimentos de esta guia, se selecciona las siguientes concentraciones: 0, 17, 34, 50, 66, 84 y 100%

(Figura 12).

Figura 12. Modelo de la distribucion del gradiente de contaminacion en cada compartimento.

Paso 2. Aislar los compartimentos.
Se coloca un tapdn en cada conexion entre compartimentos (Figura 10), para impedir que la solucién

vertida en cada compartimento pase al compartimento adyacente.
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Paso 3. Preparacion del gradiente de concentraciones.
Se preparan con agua del grifo o agua destilada las concentraciones de NaCl a ser afadidas a los
compartimentos (teniendo en cuenta los porcentajes de contaminacion indicados en la Figura 12. Se mide

la conductividad de cada concentracion de NaCl.

Paso 4. Generar el gradiente en al sistema.

Se vierte cada concentracion de NaCl en su respectivo compartimento y se retiran los tapones de forma
cuidadosa con la ayuda de una pinza (Figura 13), para que las concentraciones se mezclen naturalmente
formando el gradiente. Todo el procedimiento debe ser realizado con extremo cuidado evitando

balanceos del sistema, de forma a no incrementar la mezcla entre los compartimentos.

Figura 12. Uso de una pinza para retirar los tapones.

Paso 5. Cuantificar el gradiente inicial.

Se mide la conductividad en cada compartimento 30 minutos después de retirar los tapones. Para ello, se
debe introducir el electrodo por la apertura central de cada compartimento, iniciando la lectura y registro
de valores desde el control hasta el compartimento con mayor concentracién de NaCl. Mantener el
sistema con este gradiente durante el mismo periodo de tiempo a ser usado en los ensayos, de modo a
poder comparar: (i) la variacion entre las réplicas de las concentraciones de NaCl y (ii) si el gradiente se

mantiene a lo largo del sistema.

Paso 6. Cuantificar el gradiente final.

Se mide la conductividad en cada compartimento tras el periodo maximo establecido para los ensayos,
siguiendo los procedimientos detallados en el paso 6. Se puede hacer sucesivas mediciones de la
conductividad para saber cémo el gradiente va cambiando a lo largo del tiempo. Hay que tener en cuenta
que la mezcla dentro del sistema serd bastante diferente con la presencia de los organismos. Esa

calibracidn sirve simplemente para que se tenga una idea de la estabilidad del sistema sin organismos.
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Paso 7. Analisis estadistico de la calibracion.

Se hace una regresién entre la concentraciéon nominal de NaCl (0, 17, 33, 50, 66, 84 y 100 mg/L) y la
conductividad medida en el Paso 3. Se estiman las concentraciones iniciales y finales de NaCl en cada
compartimento (n = 3) a partir del modelo de regresidon entre ambas medidas. Aunque los valores de
conductividad (o concentraciones finales) no sean los mismos que los iniciales, lo que se busca es
asegurarse de que haya un gradiente de contaminacidn, es decir, que haya diferencia estadistica entre las

concentraciones de cada compartimento.

8. SELECCION Y ACLIMATACION DE LOS ORGANISMOS

Para elegir una especie de ensayo, hay que tomar en cuenta la movilidad y el tiempo que les lleva a los
organismos desplazarse por todo el sistema. Si los organismos que se van a experimentar tienen poca
movilidad y tardan demasiado tiempo en recorrer todo el sistema, se puede extender el periodo del

ensayo o reducir el tamafio del sistema con botellas mas pequenas.

9. ENSAYO CONTROL DE DISTRIBUCION DE LOS ORGANISMOS

El ensayo control de distribucién verifica si la distribucidn de los organismos dentro del sistema cuando
expuestos solo a agua control (sin contaminacién) es aleatoria, es decir, que no hay preferencia de los
organismos por ninguno de los compartimentos, especialmente hacia los extremos del sistema. Este
ensayo descarta la presencia de cualquier factor externo que pueda interferir en el desplazamiento del
organismo. Este ensayo pude realizarse previo a los ensayos con contaminante o en simultaneo y debe

consistir en un minimo de 3 réplicas.

Paso 1. Llenar el sistema.

Se llena todo el sistema con el agua control (agua de cultivo o de referencia).

Paso 2. Organismos para el ensayo.

Se separa un numero total de organismos a exponer en cada compartimento del sistema (Figura 14),
utilizando el minimo posible de agua, para que al introducir los organismos en el sistema el volumen de
agua de los compartimentos no aumente considerablemente; organismos pequefios y de facil
manipulacién pueden ser colocados en el sistema con pipetas o redecillas para acuarios. El nimero de
organismos por compartimento debe ser calculado de modo a que su densidad no influya en la seleccién
del compartimento; es importante por eso considerar en el cdlculo la posibilidad de que todos los

organismos del sistema se desplacen hacia un Unico compartimento, sin que haya una sobrepoblacidn.
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Paso 3. Exposicion de los organismos.
Se vierten los organismos de cada recipiente en el respetivo compartimento. El tiempo de exposicidn serd

igual al seleccionado para los ensayos con contaminacion.

Figura 13. Separacion de los organismos y su introduccion en el sistema.

_], \

Paso 4. Condiciones de exposicion.

Se realiza el ensayo en ambiente cerrado, con temperatura controlada y en oscuridad, con el fin de
eliminar cualquier factor externo tal como corriente de aire, luz, presencia humana u otro factor que
interfiera en el desplazamiento de los organismos. El tiempo de exposicidon no debe ser superior al tiempo

utilizado en la calibracion del sistema.

Paso 5. Conteo de organismos.

Se coloca cuidosamente los tapones entre las conexiones de los compartimentos para cerrar el paso de
los organismos y acto seguido se registra el nimero de organismos que se encuentran en cada uno de los
compartimentos. En todos estos procedimientos se utiliza una luz roja, con el fin que los organismos no

detecten la presencia del observador y asi mantener las condiciones de exposicion (Figura 15).

Figura 15. Conteo de organismos al final del experimento utilizando luz roja.

Informacion Adicional: mas detalles de los trabajos pueden ser consultados en sus CVs disponibles en
internet (e.g., Research Gate).
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