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INTRODUCCLON

La contamlnaciébn acufitica por petré6leo actualmente es un problema a ni-
vel mundial, SegGn la National Academy of Sciences (1975) se vierten
aproximadamente 6,2 millones de toneladas métricas de petrdleo por aho
tanto en mares como en oceanos, de las cuales cerca del 28% se ha loca-
lizado en zonas costeras (bahfas, estuarios y lagunas), Estas zonas

son de gran importancia eccolégica, dada la cantidad y diversidad de los
organismos que las habitan los que quedan expucstos en forma directa y

por mayor tlempo a este tipo de contaminacidn (Botcello, 1980; Gundlach,

1977).

En los estuarios se ha observado que este tipo de hidrocarburos actdan
interfiriendo o bloqueando procesos biolbgicos esenciales, como son la
fotosintesis y la respiracibn, lo que llegd 4 provocar la muerte de los
organismos y por lo tanto producen danos considerables al ecosistema y
a la economfa pesquera. Asimismo, se ha detectado que varios compuestos
aromfiticos, algunos de los cuales presentan propiedades carcindgenas,
no se degradan y se acumulan en los tejidos de los organismos a través

de la cadena alimentaria (Bingham, et al., 1965; Teal, 1977).

Las investigaciones que se han llevado a cabo revelan que la exposicidn
de los organismos marinos a la contaminacidn por petrdleo trae como re-
sultado un amplio rango de cambios conductuales y fisiolbgicos, inclu-

yendo el crecimiento y la reproduccitn.

En los primeros, se han observado modificaciones en las respuestas de




alimentacién, apareamiento y patrones de actividad locomotora principal-

mente cn crustdceos. De igual mancera, en las respuestas fisiolbgicas de
los animales, se han demostrado alteraciones en el metabolismo de algu-
nos peces y de varios invertebrados marinos que incluso llegan hasta el
nivel de enzimas, También existen evidencias que sugieren un efecto ad-

verso c¢n la capacidad osmorreguladora en los pencidos, todo lo cual re-

duce su resistencia al "stress' ambiental al que de por s{ estln sujetos

(Anderson, 1974; Dunning y Major, 1974; Heitvz, et al,, 1974; Patten, 1977),

En referencia al crecimiento, se¢ ha reportado retraso en diferentes es-
tadios de vida y merma cn la reproduccién y sobrevivencia ‘e los orga-

nismos (Struhsaker, et al.,, 1974; Anderson, 1977, Johnson, 1977),

Por otra parte, la localizaci6bn y exploticidn de nueves y abundantes ya-
cimientos petrolf{feros que se ha llevado a cabo en los Gltimos anos en
la plataforma continental de las costas del Goelfo de México, ha tratdo
como consecuencia que hoy en dfa, esta &rea presente concentraciones
considerables de hidrocarburos, En forma particular, las Lagunas de Pue-
blo Viejo y Tamiahua en Veracruz y las lagunas del Carmen y Machona en
Tabasco, se consideran como zonas contaminadas debido principalmente a
las descargas sistemfiticas de refinerfas y plantas petroquimicas que

las rodean, ademds de las operaciones de embarque y posibles derrames

naturales y/o accidentales (Botello, 1978),

En la acrualidad, s6lo se ha determinado la cantidad de hidrocarburos en
la columna de agua, en sedimentos y los que so encuentran fijados cn los

tejidos de algunos organismos (bivalvos y pastos marinos) de¢ ciertas zo-




nas del Golfo de México (Bravo, ct al,, 1978; Botello, 1978; Botello y
Mandelli, 1978; Botello y Mandelli, 1979; Botello, 1980), Se descono-
cen casi completamente los efectos biolbgicos que se han provocado en

esas 8reas,

Sin embargo, para llevar a cabo un anfilisis del ambiente, e¢s necesario
realizar no s6lo exfmenes de lfnca blsica para conocer las condiciones
flsicas, qufmicas y biolbgicas de determinada zona sino también bioen-
sayos o andlisis dc¢ dosis-respuesta, En este tipo de pruebas, se deter-
mina la recaccibn de los organismos a una serie gradual de concentracio-
nes de sustancias que pueden ser téxicas o no, generlamente un aumento
en la dosis trae consigo un incremento en la respuesta del individuo,
Por Gltimo, e¢s necesario efectuar un monitoreo o evaluacidn sistemitica
de la condicibn biol6gica para poder llevar un control de ealidad ade-
cuado en base a un flujo contf{nuo de informacidn sobre el impacto en

los seres vivos (Calrns, 1980).

Hasta la fecha, los bioensayos que se han usado mfs comimmente son prue-
bas agudas que en su mayorfa no exceden de 96 horas y en exposicioncs es-
titicas, debido a que son relativamente faciles de realizar y de bajo
costo, Por el contrario, la tecnologfla para los biocensayos de flujo con-
tinuo, especialmente cuando se trabaja con petrbleo ¢s complicada, cos-

tosa y por lo tanto de lento desarrollo,

El principal objetivo de estos estudios ha sido obtener la concentracibn

letal para el 50% de los individuos (CLSO); pero tambifn es necesario es-

tudiar el cfecto del contaminante sobre las respuestas fislolégicas y




conductuales de los organismos en concentraciones subletales de estos

téxicos durante todo cl cicle de vida de los animales, Inclusive, tam-

bién cg necesdario extender el estudlo para determinar el efecto sobre
I

el desarrollo embrionario,

En la mayorfa de las pruebas de toxicidad se trabaja com@inmente con

una sola fase del ciclo de vida de una especie y ocasionalmente varias

de ellas, Tambiln sc¢ han hecho investigaciones con una mezcla de nive-

les tré6ficos (Anderson, et at., 1974; Li Roche, ot al

oy 1970) y por

—_ —t

consiguivnte, la informacidon obtenida sbdle se puede aplicar directa-

mente a dicho estadio de vida, en las condiciones de taenperatura y ca-

lidad de agua utilizadas,

Los biocensayos se¢ consideran particularmente Gtiices en 1a evaluacién

de los efectos de las mezclas como es el caso del petrdleo crudo, el

cual estd constitufde en su mayor parte por hidrocarburos alifftvicos,

acfclicos y aromlticos, debido a que:

a)

b)

c)

Algunos toxicos tienen ctectos bioldgicos a4 niveles por debajo de los

detectables en los anfilisis quimicos.

Algunos compuestos actéan en forma sinergfistica (el efecto combinado
es mayor que los efectos aditives individuales) o antagbdnica (el efec-

to combinado e¢s menor que los ¢fectos individuales),

La respuesta téxica puede ser mediada fuertemente por la calidad del

agua (Cairns, 1980),
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Este tipo de estudios, permite establecer el rango de concentraciones de
sustancias que son nocivas o bunéficas para los seres vivos, Asimismo,
permite conocer las concentraciones a probar en exposiciones subletales
crbnicas y determinar las «species sensibles de un ecosistema que mis
tarde se usarfin como indicadoras para un tipo espectfico de contaminacién

(Craddock, ¢t al., 1977),

Sin embargo, e¢stas prucbas no proveen toda la informacidbn para cevadir
el anflisis quimico, ya que &stoe s csencial para conocer la concentra-
cibn precisa que produjo una respuesta espectfica; por tal motivo, es
necesario que un biocensayo contemple ambos aspeclos puesto que son prue-

bas complamentarias y no excluyentes,

En general la actividad biol6gica cjervcida por cualquicr contaminante,
a nivel bioquimico, cstd relacionada con la concentracidn que tenga en
los tejidos, su vida media bieldgica y la naturaleza de los grupos qut-
micos que lo constituyen, Especialmente en ol caso del petrbleo por tra-
tarse de una mezcla, cstos pardmetros a su vez estln determinades por
factores biolbgicos como son ¢l contenido de 1fpidos, la eficiencia para

ingerir hidrocarburos y las rutas de entrada y desccho de los mismos,

todo lo cual hace que existan diversos gradoes do sensibilidad y respues-

tas en los organismos (Stceguman, 1974),

Por tal motivo, e¢s necesario realizar estudios enfocados al conocimicento
no s6lo de los efectos "in situ" sobre la biota expuesta a este tipo de
contaminacibébn a corto y 4 largo plazo, sino también rvealizar investiga-

ciones tendientes a medir las respuestas fisioldgleas y conductuales de




los organismos en exposiciones subletales crénicas, Lo seitalado es im-
portante puesto que la economfa de Meéxico en los préximos anos se basa-
rd en la explotacién de este recurso no renovable, se incrementars la

produccifn de las plantas de tratamiento y ¢l transporte de crudo y

productos refinados,

Ahora bien, antes de examinar la respuesta fisiol6gica de un organismo
expuesto a un contaminante se debe tener un conocimiento detallado de
la variable fisiolbgica a determinar bajo condiciones normales, cs de-

cir sin contaminante,

En el presente trabajo se propuso detectar algunas de las alteraciones

fisiolégicas del camarédn café Penacus aztecus de las costas de Veracruz

producidas por la contaminacién por petr6leo, Se selecciond esta espe-
cie debido a que tiene una amplia distribucién en todo el Colfo de Mé-
Xico, es scnsible a condiciones adversas, presenta adaptabilidad en

el laboratorio tiene importancia econdmica ¢ ecolbgpica,
y 2 )

En general, los peneidos se caracterizan por tener un ciclo de vida com-
plejo: los estadios de postlarva y juvenil habitan en estuarios y lagu-

nas costeras donde, ademds de la contaminacién de hidrocarburos introdu-

cida por el hombre, hay grandes variaciones de vemperatura, salinidad y
oxfgeno disuelto, factores que limitan la distribucibn y supervivencia

de estos organismos,

Entre estos factores, la salinidad juega un papel importante a través de

sus efectos ommbticos. Los camarones que penetran en las lagunas costeras,




pueden regular la concentraciédn de sus flufdos corporales con respecto
al medio, lo cual implica ¢l use de procesos activos, o sea gasto de
energia, en medios hipuv ¢ hiperosmbdticos, Varios investigadores coinci-
den en que ¢l trabajo osmdético de un organismo scrfa minimo cuando ¢l
medio externo y su flufdo corporal estuvieran en equilibrio, es decir,
en condiciones de isosmoticidad; la demanda de oxigeno de los animales
decrecerfa y la mortalidad natural provocada por la baja tensidn de

este gas disminuirfa (Panikkar, 1968; Slnchez, 197Y),

Debido @& que en la poblacién de Pendeus aztecus del Golfo de México se

presentan razas fisiolégicas (Sfnchez, 1979; Dlaz y Llatournerié, 1980;
Latourneril, et al,, 1980), fue indispensable realizar un estudio pre-
vio, ya que los camarones utilizados en c¢ste trabajo provenf{an de la
Laguna de Tamiahua, Ver., que sc¢ ubica mds al norte del sitio de estudio
de los autores mencionados, Se¢ midicron la supervivencia y la osmorregu-

lacibn en cambios bruscos de salinidad., la temperatura se mantuvo a la

temperatura que prevalece en ¢l medio, esto es a 30°C,

En base a lo anteriormente expuesto, sc¢ considerd relevante establecer
los lineamientos metodolépicos experimentales para determinar en un bio-
ensayo estltico, el efecto de la fraecidn soluble en agua del petrbleo

crudo (FSA) sobre las respuestas fisiolbgicas: supervivencia y osmorregu-

lacién del camardé4n café Penaeus aztecus, lves,

En la realizacibn del trabajo se consideraron los siguientes objetivos

particulares:
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l. Determinar la concentraci6n a la cual ¢l medio interno de P, aztecus

¢s Lgual a la del medio externo para no introducir sesgos en el hio-

onsayo,

2, Determinar ¢l porcentaje de la fraecidn soluble en agua (FSA) de la
mezcla petrdleo-agua de mar en la que se presente ¢l 507 de mortali-
dad (CLSO) para esta espeecie a las 24 horas a la salinidad del punto

Lsosmbtico y temperatura de 30°C,

3. Medir el efecto de la fraeccibn soluble del petrdHleo crudo sobre la
osmorregulacién de los orpanismos después del perfodo de exposicién

a cada una de las concentraciones del contaminante,

Cabe mencionar que e¢sta tesis forma parte del proyecto denominado ''Res-

puestas fisloldégicas del camavén café&, Penaecus aztecus, de las costas

de Veracruz a la contaminacidédn por hidrocarburos” del Laboratorio de

Ecofisiologfa, Depto, de Biolopla de la Facultad de Ciencias, URAM,




9.

AREA DE ESTUDILO

La Laguna de Tamiahua sc localirva al norte del Estado de Veracruz entre
los 21°06' y 22°06' de latitud Norte y 97°23' y 97°46' de longitud Oeste
entre los vios Plnuco y Tuxpan con los cuitles manticne comunicacidn a travis

de los canales La Ribera y Tampamachoco (Fig, 1),

Este cuerpo de agua tiene una longitud aproximada de 93 Km, anchura mixi-
ma de 21.5 Km y una profundidad media de 2 a 3 m, Fs una laguna cuspada

separada del Golfo de MExico por una barrera arenosa de forma triangular
‘1lamada Cabo Rojo de 130 Em de longitud vy 6 ¥m de anchura (Ayvala-Castana-

res et al., 1969; Lankford, 1977),

Esta laguna presenta en la porceidn central, un conjunto de islas entre las
8 p p ' .

que destacan por su gran tamaioe las denominadas Juana Ramirer, del Toro y

del Ideolo. Es posible que estas islas formaran parte de un antiguo siste-

ma de barrera (Ayala-Castadares, op, cit.).

Actuialmente existen dos bocas, al sur la Boca de Corarones de origen natu-
ral y al norte la Boca de Tampachichi, Esta Gltima cs artificial y fuc
abicerta hace aproximadamente dos anos., En la laguna desembocan varios rfos
de flujo estacional, los mas importantes son la laja, Tancochin, Cucharas y
Tampache, El aporte fluvial determina ¢l cardcter general polihalino de la

laguna,

El clima de la regibn es subhimedo, lluvioso y con vientos del este en ve-

rano., El invierno ¢s scco con fuertes vientos denominados "nortes'. Lla ve-
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getacidn cirvcundante ¢std constitulda principalmente por mangle rojo

(Rizophora mangle), mangle negro (Avicennia nitida), mangle blanco

(Laguncularia racemosa) y mangle botoncillo (Conocarpus crectus), ade-

més de palmeras y vegetacidn plonera en la linea de playa (Barba y Sln-

chez, 1981),

La produccidon pesquera de la laguna sc basa eon las especies de peces

tales como lisa (Mupil cephalus), lebrancha (Mugil curema), gurrubata

(Micropogon undecimalis), tontén (Pogonias chromis) v sargo (Archosarpus

probatocephalus), los cuales se comercializan en fresco y ocasionalmente

pocos se destinan a4 un semiprocesado. La mayorfa de estas cspecies son de

temporada o "corrida' (Garcfa, 19753),

La produccitn de ostidn Crassostrea virginica también es importante, Res-

pecto a estce recurso, la laguna habfa mantenido un incremento anual del

4% hasta 1963, pero a fines de 1965 a causa de la actividad petrolera, se
produjo una mortandad de ostiones c¢n los principales bancos de la :ona cen-
tral de la laguna, Esto sucedid debido al derrame de 470,12 m3 de flufdo
para perforacién lo cual, aunado o la sobre-explotacién, ha mermado en la

actualidad la produccién de dicho recurso (Villalobos et al,

, 1968).,

Bravo et al. (1978) encontraron en los bivalvos de esta zona 4,57 ppm de
hidrocarburos poliaromiticos e¢n una muestra de 100 organismos, lo cual con-

tribuyd en forma determinante para considerar a la lLaguna de Tamiahua entre

las &reas costeras més contaminadas del Golfo de México,

En lo referente a la fauna carcinolbgica de interés comeveial, &sta se li-
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mita a tres especies de camarones, jaibas y en forma potencial el cangre-

jo moro, Entre los primeros el camardn café (Pepacus aztecus) objeto de

este estudio, es el mds abundante aunque tambidén s¢ captura camardn blan-
co (P. setiferus) y camardn rosado (P, ducrarum) en menor proporeibn. La

captura se realiza con artes de peseca fijos denominados "charangas'", cons-
trufdas por los pescadores. La mayor extraccion se relaciona con las fases

lunares y por ende con los movimientos cfelicos de marecus,

En general, la cxplotacidn de todos los recursos pesqueros de la laguna
s¢ lleva a cabo por medio Je cooperativas entre las que sobresale Tamiahua
por su alta produceibn, junto con Saladero y Reforma, Cucharas y la Ribera

de Tampico Alto,




MATERLAL Y METODO

[, Captura v mantencidn de los organismos

Los juveniles de camardn cafl Penacus aztecus, se colectaron durante

los meses de septiembre y noviembre de 1981 y de abril a septiembre

de 1982 en la Laguna de Tamiahua, Ver,

Las capturas de los animales sc hicicron al anochecer en las cmpalira-
das o ''charangas'", ya que estos camarones presentan hiébitos nocturnos,
Se utilizd una red de cuchara de apertura de malla de aproximadamente
Il em y 100 em de boca. En ¢l mismo lugar, se¢ registraron los factores
fisicoqufmicos., La temperatura se mididé con termdbmetro y la salinidad

con refractémetro (American Optical),

los organismos se trasladaron al laboratorio en cajas de unicel y bol-
sas de polietileno con agua del medio ¥ awmmbdsfera saturada de oxigeno,
La temperatura se¢ bajd con hielo para disminuir la demanda metabblica

de los animales.

En el laboratorio, los camarones se mantuvieron cn un acuario de 800 1L,
aditado de filtro biolbgico y sistema de aircacibdn constante, El agua
de mar se prepard con sales sintéticas lnstant Ocecan y agua de la lla-

ve desclorinizada con salinidad de 30-32 o/ooS y 23°C de temperatura,

Los camarones se aclimataron a c¢stas condiciones durante una semana a
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quince dias, en este lapso se alimentaron diariamente con trozos de

Mugil sp. (Dawson, 1957),

Determinacidn del punto isosmdtico

En esta fase del cxperimento 100 organismos se someticron a 5 combina-
clones de salinidad (10, 25, 50, 75 y 100% AM) a la temperatura de
30°C, durante 48 h, tiempo de adaptacidn necesario para que los cama-

rones de esta especie estabilicen su medio interno (SAnchez, 1979),

los animales se trasladaron bruscamente en grupos de 20 organismos del
acuario de mantencidén a acuarios de 30 1 de capacidad provistos de fil-
tros exteriores de carbdn acrivado y mantenidos a 30°C con calentadores
de 60 watts, El oxigeno disuelto se conservd a nivel de saturacidn me-

diante piedras de airveacidn,

En la etapa experimental los camarones no se alimentaron y los que mu-
daron se desecharon, Tampoco se¢ sepavaron por sexos debido a que esta
especie no presenta diferencias intersexuales en su funcidn osmorregu-
ladora (Espina, er al., 1976),

la supervivencia se midid cada scis horas y se anotd ¢l nimero de orga-
nismos que permanccicron vivoes durante ¢l perfodo de adaptacién, Se
copsiderd mucrto un ejemplar cuando o respondfa a cstimulos meclnicos

y el escafognatito habfa dejado de¢ batir,

Al término del perfodo de adaptacidbn se procedid a extraer la hemolinfa
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de cada individuo, Sc punzd la membrana téraco-abdominal con un capi-
lar heparinizado, limpiando previamente el drea para evitar la conta-
minacibébn con el medio, Su punto de fusidn se midid por el mérodo de
Gross modificado (S&nchez, 1979). Para conocer la presibn osmbtica de
las muestras se interpold el punto de fusidén de las mismas en una rec-
ta patrdn construfda con los puntos de fusidn de muestras de NaCl de

concentraciones conocidas (Fig, 2).

Determinacién de la mezcla agua-petrdHleo con CLSO

El petrbleo utilizado e¢n esta investigacién provenfa del derrame del
Ixtoc I y fue proporcionado por los laboratorios de Quimica Marina y
Contaminacibdn y Microbiologfa del Instituto de Ciencias del Mar y Lim-

nologfa, UNAM,

La extracciébn de los hidrocarburos solubles en agua de este crudo se
hizo en base a la técnica de Anderson, et al, (1974), E1 agua de mar

con la que se¢ efectud esta extraccidbn sc prepard de mancra similar a

la del acuario de mantencidn,

Se realizéd un experimento previo para establecer la mezcla petrbleo-
agua de mar cuya FSA presentar ia CLSO para P, aztecus juvenil, Se
c¢laboraron mezclas crudo-agua de mar a la salinidad del punto isosmb-
tico (23 0/00S) y temperatura experimental (30°C) en proporciones 1:9,
2:8 y 3:7 en botellones de 20 1; cada una de ellas se agitd durante

un lapso de 20 h en un bano a 30°C, El dispositivo sc muestra en la

Fig. 3.
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Después del perfodo de agitacidn, la mezcla se dejd reposar de 3 a 8 h,
s¢ sifoned la fase acuoss o immediatamente se hicieron las siguientes

diluciones con agua de mar a la salinidad y temperatura experimentalces,

Mezcta. petréleo-agua de mar DiLlucidn FSA (7))
1:9 160
208 100, 80 y 60
V:7 100, 50, 25, 12,5
6.3, 3.1 vy 1,0

lLos animales se colocaron en grupos de 3 camarones en cada dilucidn,
de acuerdo d los lincamientos que mds adelante se describen para el

bioansayo,
Ia supervivencia se midid a las 24 y 48 h de exposicibn. los criterios
para determinar la mucrte de los organismos fueron log mismos utiliza-

dos en la medicidn del punto isosmdtico,

Procedimiento del bhioensayo

En forma provia a la exposicibn del contaminante, los camaranes se adap-

taron a las condiciones experimentales de salinidad y temperatura, pa-
ra lo cual se trasladaron en grupos doe 20 orpanismos desde el acuario
de mantencidn a acuarios con volumen de 30 1 provistos de filtro bio-
16gico y aircacidn constante, cuyos pardmetros fucron 23 o/voS y 30°C,
como se¢ indicd anteriormente, Los animales permanecicron en estas con-

diciones durante 48 I, por las razones expuestas (vide supra).

En el experimento previo, la Clgy se encontrd en ¢l rango del 50 al
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100% de FSA de la mezcla crudo-agua con proporcién 3:7. Por tal mo-
tivo, en cl bivensayo sc emplearon las diluciones del 89,56, 71l.14,
56,51 y 44,887 de FSA de este concentrado, El criterio utilizado pa-
ra la eleccibn de estas diluciones, obedece al espacio regular que
debe mantener su transformacidn logarftmica, lo cual es requisito in-

dispensable para el anflisis cstadfstico empleado,

El dispositivo experimental usado en la prucba de toxicidad se pre-
senta ¢n la Fig., 4. Consta de B cAmaras situadas en acuarios coloca-
dos en secrie y conectados a un termorregulador (Forma Scientific) pa-

ra mantener estable la temperatura experimental (30°C),

En las clmaras de 4 1, s¢ vertieron 3 1 de FSA para obtener las con-
centraciones indicadas, El oxfgeno disuclto se mantuvo a nlveles de
saturacién y la concentracidn del gas se controld analizando periédi-

camente muestras del medio con un oxfimetro (YSI-54 ARC, Sc. Prod,).

En cada una de las cimaras experimentales sc colocaron de 3 a 4 cama-
rones de acuerdo a su tamano, Durante la prueba de toxicidad, los ca-
marones no s¢ alimentaron ni se separaron por sexos por las razones

expuestas,
En el mismo dispositivo se realiz® un experimento centrol con 39 anfi-
males sin contaminante, Tanto en las clmidras experimentales como en

las controles se cuantificd la supervivencia de los organismos,

La supervivencia se determind contando los especimenes que permanecfan
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vivos, El conteo se realizé6 cada dos horas tanto en los controles co-
mo en las concentraciones bajas de FSA, curante las primeras doce ho-
ras y a las 24 h de exposicidn, En concentraciones altas del contami-
nante, &sta se reglstrd en forma contfnua, Se congiderd muerto un or-
ganismo utilizando los criterios mencionados en el punto LII y en for-

ma adicional, la falta de movimiento en pereldpodos y plebpodos,

La concentracién letal para el 50% de los individuos (ClLgg) se £ijd

a las 24 h de exposiciédn al contaminante, S¢ selecciond este perfodo
dado que la volatilizaci6n de los hidrocarburos solubles en agua, ge-
neralmente aromfiticos, se¢ acclera con la alreaciédn (Anderson, et al

[t .

1974),

Para la determinacién de la Clgg se disend un programa computacional
en base a una modificacidn del método de andlisis probit descrito porl
Finney (1971). Este programa consistid ea simular la exposiciébn de
una poblacibn de camarones a diferentes concentraciones de contami-
nante cuya tolerancia tenfa una distribucién normal con gy g~ co-

nocidos (Moreno, com, pers,).

En forma independiente, se simuld la exposiciédn de 20 camarones a ca-
da concentracién del contaminante; las probabilidades experimentales

respectivas se calcularon de acuerdo a la distribucibdn binomial de la
probabilidad tefrica, puesto que las respucstas de los organismos son

del tipo '"todo o nada',

El valor de la probabilidad de muerte experimental (2) se graficd vs,
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el In de la concentraciébn de FSA; estos datos se ajustdron a4 una rec-
ta, Este ajuste proporciond los valores de & y 0~ los cuales se co-
tejaron con los establecidos al principio del anfllsis para verificar
la validez del método, Se determind ol intervalo de confianza de la

CLSO para ¢l 95% de los casos,

Este programa sec aplicd a las probabilidades de mucrte experimentales,
determinadas segn cl método Bayesiano (Hoel, et al,, 1971) encontra-

das en este trabajo.

Presidn osmbtica

Al concluir ¢l perfodo de exposicidn al contaminante, se determind la
concentracién osmbtica del medio interno de los organismos, La hemo-
linfa de los camarones sc¢ extrajo punzando la membrana tSraco-abdomi-
nal con una jeringa descchable de | ml, Sc¢ romaron muestras de 0,2 ml
por lo que se requiriecron de | a 4 camarones por cada una de ellas,
El 907 de la muestra estaba constituldo por hemolinfa y el 107 por
oxalato de amonio 0,1 M para asf{ cvitar la coapulacidn, Las muestras

se midicron imnediatamente en un osm&netro (Osmette).
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RESULTADOS ¥ DISCUSLON

El camarbdu café Penacus aztecus de amplia distribuci@n en el Colfo de

xico, ecs de gran importancia en la industria pesquera, Al igual que otros
peneidos,) esta especic presenta un ciclo de vida complejo: s reproduce
en aguas marinas y en cstado de postlarva penctra a estuarios y lagunas
costeras donde se desarrolla bhasta el estado de preadulto, Estos lugares

se caracterizan por pregsentar fluctuaciones de salinidad, temperatura,

oxfgeno y nutrientes, tanto diurnas como estacionales,

En forma adicional, la actividad humana ha contribufdo a la alteracidn
de las condiciones ecolégicas de esas dreas al verter gran cantidad de

desechos urbanos, industriales vy

los producidos por la wvxplotacidn de

los mantos petroliferos ubicados a lo largo de toda la costa del Golfo,

Los organismos que habitan las lagunas costeras puecden regular la compo-
sicidn de su fluldo corpoeral, para lo cual presentan variados mecanismos
fisiolbgicos que les permiten mantener su viabilidad., Entre 8stos desta-
can la reduccidn de la permeabilidad de la superticic corporal y de las

branquias a las sales y al agua, la captacidn y excerecidn activa de sa-

les, la regulacidn del volumen corporal, la reabsorcidn de agua v de sa-
les en los drganos de excrecidn, lo que permite la regulacidn de la con-
centracidn vosmbtica inturna (Lockwood, 1962, Vernberg v Vernberg, 1972).
Ahora bien, c¢n la poblacibn de P, aztecus del Golfo de México s¢ han en-

contrado razas fisiolbgicas, como se sedald anteriormente, por lo que fuc




necesario para llevar a cabo esta investigacidn, determinar primera-
mente con precisidn el punto isosmbtico de la poblaciédn de camarones
de la Laguna de Tamiahua, Ver, y la supervivencia de los organismos on

las combinaciones de salinidad y temperatura senaladas.

Los resultados de supervivencia indican un 85 a 100% de¢ supervivientes
en el rango de salinidad de 25 a 100% AM, c¢s decir de 9 4 36 o/ooS, a
las 48 horas (Tabla L, Ftg, 5). Asimismo destaca el hecho que la salini-
dad mds baja fue letal para el 50% de los animales a las 18 horas de ex-

posicidn,

En la Tabla 11 se presenta la concentracidn osmética de P, aztecus juve-
nil en diferentes salinidades y 30°C, el peso promedio y el nmero de

ejemplares utilizados en cada experimento,

ELl punto isosmbtico se¢ encontrd en 647 AM con una concentracién de 23 o/vo
NaCl., El rango de la concentracibdn interna varid de 15,10 a 29,65 o/oo
NaCl en las concentractones del medio de 10 a 100% AM. las diferencias
entre los promedios de peso no resultaron significativas (P 0.05). Se
observd que a la temperatura de 30°C esta especie regula su medio inter-
no en todo el rango de salinidad experimental; presentd un patrdn de re-
gulacién hiperosmbético del 10 al 5S04 AM y en las salinidades del 75 al

100% AM éste fue hiposmbético (Fig. bH).

En la misma figura se observdé un ligero pero constante incrumentode la
concentraci{én de la hemolinfa a medida que la salinidad del medio aumen-
taba, Ambas variables se relacifonan lincalmente en un patrén de tipo

y = b + ax, con valores de:
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y - 13,19 + 0,15(x)

donde y e¢s la coneentracidn del medio interno en of/oo de HaCl, b la or-
denada al origen, m la pendiente y x la salintdad del medio externo un

o/oo8, El ajuste presentd un coeficicente de correlacidn r - 0,99,

De los datos presentados, se puede observar que cexisten diferencias en-
tre los valores cncontrados para la supervivencia masima y el rango de
tolerancia a la salinidad, de los especimenes de Tamiahua y las poblacio-
nes de otras latitudes, Asf{ Sanchez (1979), Dfaz y Latourncrid& (1980) y
Latournerié, et al, (1980), reportan una supervivencia del 100% en tode

el rango entre 10 v L12% AM (3.6 a 39.6 o/voS) para esta cspecic en Man-
dinga, Veracruz y Venkataramiah, et al, (1974) senala un B0 de supervi-
vencia entre 47,2 y 94,4% AM (17 v 34 o/ooS) para los camarones de Galves-

ton, Texas.

Por consiguiente, los resultados obtenidos en este trabajo, proporcionan
evidencias que apoyan la hipdresis respecto a la existencia de razas fi-

siolbgicas en la poblaci6n de P, aztecus del Golfo de México,

Por otra parte se¢ destaca que este rango de supervivencia 6ptima a la tem-
peratura de 30°C, disminuye a medida que la latitud aumenta ya que los ca-
marones de Tamiahua presentan una tolerancia al medio dilufde, inteormedia
entre los de Mandinga y Galveston, las concentraciones que toleran dichas

poblaciones son 3,6 y 17 o/o0oS, respectivamente,

En referencia al comportamiento esmorregulatorio, P. aztecus de Tamiahua
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presentd un comportamicnto similar a los camarones de Mandinga (S&nchez,
1979), esto e¢s, los animales regulan tanto hiposmdtlcamente como hiper-
osméticamente aunque las ccuaciones de las rectas de regresién del medio
interno vs, medio externo, son diferentes a las reportadas por este au-

tor ¥y por Willlams (1960), lLos modelos son los siguientoes:

Ecuacibn Localidad Autor
y = 15,11 + 0,43(x) Galveston, Tex, Williams, 1960
y = 25,70 + 0,12(x) Mandinga, Ver, Sanchez, 1979
y = 13,19 + 0,15(x) Tamiahua, Ver, Fste trabajo

De lo anterior, sc¢ observa que la ordenada en el para la especic en Ta-
miahua ticne una mayor similitud con ¢l dato de Williams para les camaro-
nes de Galveston, que para los de Mandinga, En cambio la pendiente de la
recta para los animales en Tamiahua se asemcja mbs o los de Mandinga que
a los de Galveston. Estos resultados sugieren que P, aztecus juvenil de
Veracruz, presenta procesos osmorregulatorios mis eficientes que los mos-

trados por estia especié en latitudes mayores,

En lo referente al punto isosmbtico, el valor encontrado un los pencidos

de Tamiahua (23,06 o/ooS) e¢s inferior al reportado para los camarones do

Mandinga, Ver., (29.6 o/vo8).

Esta fase de la investigacidn c¢s importante ya que proporciona ¢l conoci-
miento de las condiciones de isosmoticidad requeridas, para que estos pe-
neidos presenten una supervivencia Optima y un costo metabhdlico minimo
lo que les permitirfa disponer de reservas enerpéticas para tolerar las

fluctuaciones ambientales.




Ahora bien, en la naturaleza cualquicr factor del medio s¢ prescenta en
gradiente, c¢n donde uno o ambos cxtremos determinan la limitacibn cco-
légica de las orpanismos de acuerdo a la tolerancia que presenten, El
efecto letal de un factor especeiffico, como ¢s la contaminacidn, puede

dactuar en forma independiente o en concierto con otros factores.

las especies que habitan en ¢l ecosistema lagunar estuarino, estln a
menudo sujetas a “stress' ambiental debido a las fluctuaciones de los
factores del medio, espeelalmente la salinidad y la temperatura, Cuando
existe tal presibn, sc refleja en el aumento de la sensibilidad de los
organismos, a presiones ulteriores. Asl, ¢n rveferencia a la contamina-
cibn por hidrocarburos, los animales serfn tanto més gsensibles cuanto

mas amplias scan las fluctuaciones ambientales,

En 1a contaminacidn por petrdHleo, la temperatura cos relevante ya que

afecta la solubilidad de tos bidrocarburos en el agua y por consiguien-
te su toxicidad, as{ como la sensibilidad de los organismos al determi-
nar las tasas de absorcidn, metiaboliamoe v excrecibn de los hidrecarburos

(Rice, et al., 1977; Wilber, 1971).

En esta investigacién, la extracciébn de los hidrocarburos solubles en
agua y la prueba de toxicidad se hicieron a 30°C, temperatura que preva-
lece en las costa mexicanas. Desatortunadamente existen pocas iLnvestiga-
ciones sobre bioensayos rcealizados con temperaturas altas, quizds debido
a que la mayorfa de los derrames de petréleo han sugedido en zonas tom-
pladas y frias. En general se considora que las Qreas tropicales presen-
tan una mayor capacidad biética para mermar los cfectos de este tipeo de

contaminacién (Lauglin y Neff, 19Y77; Tatem, et al,, 1978),
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En la Tabla ILI se¢ muestran los resultados de supervivencia relativa de
P. aztecus a las 24 y 48 h de exposicibn a diferentes diluciones de la
fase acuosa de las mezclas petrbleo-agua con proporeiones 1:9, 2:8 y

-

3:7, asi como el nGmero de ejemplares utilizados en cada una de ellas,
b -

En la mezcla 1:9 se observd una supdrvivencia del 667 en el intervalo de
24 y 48 h dc¢ exposicibn., Asimismo, en la proporcifn 2:8 de petrbleo-agua
se noté el mismo ntmero de camarones sobrevivientes que ¢l obtenido para

la mezcla anterior en ambos lapsos,

Por ¢l contrario, en la mezela con relaciéin 3:7 se encontraron diferen-
cias en los resultados, En general esta especie tuvo una supervivencia
alta (66-100%) cn las diluciones del L al 50% de FSA, sin cmbargo ol

1007 de la fase acuosa de esta mezcla [ue letal para todos los animales

expuestos a ella,

De lo anterior sc deduce que la Clgg para P. aztecus juvenil de la Lagu-
na de Tamiahua, Ver,, sc¢ cncontrd entre el 50 y 1007% de FSA do la mexcla
petrbébleo-agua con proporcién 3:7 elaborada a la salinidad y temperatura

experimentales (23 o/fooS y 30°C),

Los resultados de supervivencia relativa de P, aztecus después de 24 h
de exposicidén a las difercentes concentraciones de FSA en condiciones
ambientales de salinidad y temperatura constantes (23 o/ooS y 30°C) se

presentan en la Tabla IV y Fig., 7.

En general se observd que la supervivencia de estos pencidos disminuyd




a medida que la concentracibn de FSA aumenta, En las concentraciones de
44,88 y 56,51% de FSA la supervivencia fue de 79,2 y 77% respectivamente

y no se prescantaron diferencias significativas entre ambos valores (P 0,7),

En la dilucidn del 71,14% FSA la supervivencia decrecid bruscamente has-

ta el 20% y la mixima concentracidn de la {raccién soluble c¢n agua (89,56%)
fue tbxica para todes los organismos., Por lo tanto, la concentracién le-
tal para cl 50% de los camarones de esta especie se encontrd entre las
diluciones del 56,51 y 71,14% de FSA de la mezela crudo-agua de mar con

proporcién 3:7.

Los resultados muestran que la toxicidad del crude sobre P, aztecus, au-
menta 3,73 veces a medida que la concentracidn de FSA se¢ incroementa, Esto
probablamcente se deba a que ¢l peerdleo crudo que se utilizd en esta in-
vestigacion proviene duel derrame del Ixtoc ', el cual se caracteriza por
presentar un alto contenido de compucstos aromiticos tales como benceno,

nafralenos, fenantrenos y sus respectivos hombdlogos metilados,

Al respecto, Botello y Castro (1980) reporvtan que despuls de 40 horas del
derrame de este crudo, las muestras analizadas presentaban 52% de hidro-

carburos aromiticos y al cabo de¢ sicte semanas aGn persistfan el 137,

Anderson (1977) y Tatem (1978) repurtan que los compuestoes aromiticos
del tipo de los naftalenos son letales para P, aztecus en concentracio-
nes de 1 ppm o menores, condicidn que se pucde presentar en cucrpos de
agua someros, como son las numerovsas lagunas costeras del litoral del

Golfo de México,




Desde el punto de vista ccolbgico, esta mortalidad puede causar un decre-

mento en la biomasa de la poblacibn y por ende una disminuciétn en ¢l flu-
jo de energfa del ccosistema afectado, Asimismo, se¢ observd que e¢stos pe-
neldos mostraron hipersensibilidad a cualquier estfmulo cuando se expusie-
ron al coptaminante, En las concentraciones mis altas de €ste, presenta-
ron un patrén de nado en cspiral, aumento en la actividad locomotora y

a menudo rceacciones de escape.

En la navuraleza, s6lo se presentan estos niveles altos de contaminacidn
en zonas cercanas a los derrames, sobre todo en las zonas tropicales, don-
de ocurren varios procesos que contribuyen al rapido intemperismo de los
hidrocarburos como: disolucidn, evaporacidn, polimerizacidbn, emulsificn-

cibn, fotoxidacidn y degradacién bioldgica entre otros (Ahern, 1974).

Para la detemminacidn de la concentracidn letal del 307 de los organismos
expuestos o la FSA de la mezcla petrSleo agua 3:7, se disedd un programa
computacional. Este programa que se¢ detalla en ¢l Apéndice permite medir
tante la concentracidn letal media (CLSO) como el intervalo de contfianza
de esta medicidbn (95%). Asimismo, cste programa permite determinar la va-

riabilidad estadfstica inherente a este tipo de prucbas,

los resultados se presentan en la Tabla V oy Fig, 8, Ahora bien, como en
general las respuestas de los organksmos ante las alteraciones del medio,
tienen distribucidbn gaussiana, cs posible esperar que la gréfica que re-
presente la relacidn entre la toleraneia de los eanarones y las diferen-
tes concentraciones de FSA (%), expresada logarftmicamente, también lo

sea, De esta grifica se puede caleular el Area bajo la curva normal (2),




cuyo valor que toma en cuenta la dispersidn es:

2= x - /g’

Ahora bien, si se grafica z vs, ¢l In del 7 de FSA, se obtiene una rec-

ta (Fig. 8)., Para este bioensayo la recta os:
z = =15,23 + 3.,73(1ln % FSA)

El coeficiente de vegresidbn de la misma es r =~ 0,95 y el coeficlente de

determinacién es r< = 0.91.

El punto de interseccitn de la reeta con el eje de las abscisas, se re-
presenta por s y provee el valor (en logaritmos) de la concentracién le-
tal media (CLSO)' En - este caso cste valor fue igual a 4,08, por lo tanto

el Cl{,o/‘ = 59,33% FSA,

Del valor inverso de la pendiente de la recta, es posible calcular la des-

viacibn del valor de Clgg. Para el 95% de los casos, resultd ser 2.61%

FSA,

A partir de lo anterior se deduee que P, aztecus juvenil de la laguna de

Tamiahua, Ver presenta la CLSO en 24 h para el 95% de los casos en

59,33 + 2.61% de FSA de la mezcla petrdleo-agua de mar con proporcibn

3:7 cn condiciones ambientales de salinidad y temperatura constantes

(23 ofooS y 30°C). Este ltmite de confianza se debe interpretar con pre-

caucibn, ya que s6lo indica lo que se esperarfa si la misma poblacién de

animales se volviera a probar bajo las mismas condiciones experimentales,

Sin embargo, este dato es importante ya que por medio de &l se pueden de-




terminar diferencias estadfsticamente significativas,

Con los datos de la Tabla V, sc¢ construyd la Fig, 9 que muestra la rela-
cibébn entre la mortalidad tebrica expresada en procentaje y ¢l In de FSA,
Asimismo se indica la mortalidad experimental. Al compavar ambos datos,

no se encontraron diferencias estadfsticamente significativas (P ) 0.1),

Después de 24 h de exposicidn a las diferentes diluciones del extracto del
contaminante (FSA), sc midid la presldn osmética de la hemolinfa de los
camdarones, Los resultados se presentan en la Tabla Vi, En la Fig. 10 se

expone el modelo du osmorregulacidn,

En la misma figura, se¢ nota que estos penecidos sumentaron ligeramente la
concentracidn de su medio interno de 598 a aproximadamente 627 mosm cuan-
do se expusicron a las diluciones del 44,88 y Ti.l4L FSA, Sin embargo,

en el 56,51% de la fraccibn soluble en agua, la hemolinfa de los cama-
rones presentd una presidn osmdrica minima (567,3 mosm), Esta disminu-
cidn fue significativa con ruspecto a la obrenida en 44,88% de la misma
fase acuosa (P <:().05). No sc¢ encontraron diferencias significativas en-

tre los grupos control y experimental (P ) 0.05),

Este hallazgo concuerda con los datos reportados por Cox (citado por
Anderson, 1974), Este autor trabajd con P, aztecus adultos, expucstos
a 207 de FSA de petrdleo refinado No, 2 y en una combinacidn de 20 o/oo§

y 20°C.

Es interesante destacar que la concentracion osmbética del medio externo
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disminuye a medida que la concentracién de FSA aumenta, esto probable-
mente se¢ deba a que los hidrocarburos en soluciédn reaccionan con los
clementos del agua de mar lo que originarfa un decremento en la concen-

tracibébn osmbtica,

Ahora bien, si el medio interno no experimenta cambios al disminuir la
concentracidn osmbtica del medio externo, ¢s dable suponer que los cama-
rones han puesto en juepo mecanismos osmorregulatorios, Ademfls se obser-
vb gran cantidad de secreciones mucosas, en las cimaras experimentales,
Este también es un mecanismo que usan los animales como un medio de im-

rermeabilizacibdn de sus superficies corporates (Goldacre, 1968),
I It

Neff, et al, (1976), también reportan que los camarvones pueden cxceretar
activamente los compuestos aromiticos cuando &stos alcanzan altas con-
centracionces en los tejidos del animal, Esto oecurre sdlo en la primera

hora de exposicién al medio contaminado,

Dado que la probabilidad de muerte experimental fue menor que la tedrica
para el 56.,517% FSA, posiblemente esto se pueda atribuir a los mecanismos

senalados puestos en juego por los pencidos,

La mayor parte de los cstudios de toxicidad aguda del petrdleo sobre ani-
males marinos indican que en general las larvas de todas las especies son
mis sensibles a la FSA de petrdleos crudos y refinados que los adultos,
los gasterbOpodos se clasifican como los m&s resistentes y los bivalvos

y crustlceos tanto pelégicos como bentdnicos, se catalogan en forma

intermedia,
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Sin embargo, existe dificultad para interpretar y comparar los resulta-
dos de e¢stos estudios debido a que las téenlcas experimentales son di-
versas, Se han probado petrdleos crudos y refinados con diferente com-
posiclén, las cspecices que utilizan no son iguales, la mayorfa de los
trabajos carecen de andlisis cualitativo y cuantitativo de los medios
contaminados a probar después de su preparacldn y aireacibn, falta de
correlacidn cntre la concentracidn del contaminante, su contenido en los
tejidos de laos orpanismoes y la respuesta fisiolégica a determinar y des-
conocimiento de las tasas de recuperacidn y/o liberacion del contaminan-

te después de la exposicidn,

Por tal motive, es necesario llevar a cabo estudios de toxicidad agudos
con especies de litorales mexicanos y petrdleos, crudos y refinados,
producidos en el pafs, Esto, aunado a un monttoreo adecuado del ambicnte,
permitirfa conocer las concentraciones subletales a las que estdn expues-
tos los organismos cn condiciones naturales y en una ctapa posterior se
expondrfan a ellas en forma crédnica para evaluar su respuesta fisiold-

gica,

Esto conllevarfa a cstablecer los niveles de seguridad minimos roqueridos
para mantener el equilibrio ecoldgico de las zonas costeras y poder ex-

plotar en forma Sptima sus rocursos,

En conclusidn, eon este trabajo se da el lineamiento para llevar a cabo

un bioensayo en lo que respecta a la supervivencia de Penaeus aztecus de

la laguna de Tamiahua, Veracruz,
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Tal directriz de trabajo contempla ¢l hecho que esta poblacién de cama-
rones en ¢l Golfo de México conticne razas {isioldgicas dependientes de
la lativud. Asf, fuc necesario probar para los organismos de Tamiahua
las respuestas fisiolb6gicas osmorregulatorias primero, para comprobar
¢l punto isosmbtico de la especie, ya que era esta situacidn éptima pa-
ra los animales, la requerida para investigar ol impacto de la fraccion

solubie del petrbleo crude sobre los camarones de la cspecie senalada,

Se¢ obtuvo un patrdn osmorrvegulatorio tipico de¢ los pencidos de los sis-

temds estuarinos, cuyo punto isosméOtice fue de 23 o/oo §.

Se determind la concentracidn letal media CLSO para P, artecus expuestos
a varias diluciones del extracto de crudo realizado en proporeidn 3:7.
Esta CLSO resultd ser 59,33 + 2,617 de FSA de la mezcla petrdleo-agua
de mar con proporcibn 3:7 c¢n condiciones ambicentales de salinidad y tem-

peratura constantes (23 o/ooS y 30°C).

Para poder calcular csta concentracidn letal media se me}ununtb un pro-

grama computacional en base al anflisis probit esxpucsto por Finney (1971).
Fue necesario llevar a cabo un vxperimente simulado para conocer tanto la
confiabilidad de los dates obtenidos como la del anflisis cstadistico cm-

pleado,
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Tabla I, Supervivencia relativa de P, astecus en diferentes con-

diciones de salinidad ( 7 AM ) a temperatura constante (30°C) du-

rante 48 h de adaptacidn,

Tiempo (h) Salinidad (7 AM)

10 Y 50 75 100

Q 100 100 120 100 100
6 ‘5 100 95 100 100
12 - 100 5 100 95
18 50 100 95 100 a5
24 59 100 95 106 95
30 50 100 44 100 5
36 50 100 100 95
42 50 100 45 100 95
48 50 100 85 100 95
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Fig.5. Supervivencia relativa de Penacus aztecus de la laguna de Tamiabua, Ver. después de 48 h

de exposicidn a diferentes salinidades v remperatura constante (30°C¢.).
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Tabla II. Concentracién osmética del medio interno de Penacus aztecus

después de 48 h de adaptacidén a diferentes salinidades y temperatura

constante (30°C). Media + E.E. N - namero de ejemplares utilizados,

N o AM Medio interno Peso (g)

(® nacl)

10 10 15.10 + 0,00 4.34 F 0,21
20 25 17.30 + 0.16 3.74 + 0.11
17 50 20,44 + 0,10 6.12 4 0.41
20 75 23.38 + 0,00 6.28 + 0.56
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Tabla 11l. Supervivencia relativa de Penaecus aztecus a las 24 y 48 h
de exposicién a diferentes mezclas de petrdoleo-agua de mar en condi-

ciones de salinidad y temperatura constantes (23275 y 30°C),

N = nGmero de ejemplares utilizados.
Mezcla FSA (%) N Supervivencia (%)

t\) tz(‘ L‘;‘B
1:9 100.0 3 100.0 66,6 66,6
2:8 100.0 6 100.0 66 .6 66.6
2:8 80.0 3 100.0 66.6 66,6
2:8 60.0 3 100.0 66.6 66.6
3:7 100.0 3 100.0 0.0 0.0
3:7 50.0 3 100.0 66.6 66,6
3:7 25,0 3 100.0 100.0 66,6
3-7 12.5 3 100.0 100.0 100.0
3:7 6.3 3 100.0 66.6 66.6
3:7 3.1 3 100.,0 100.0 100.0
3.7 1.0 3 100.0 100.0 100.0

Controles 17 100,49 100.0 100,40




Tabla IV, Supervivencia relativa de Penaeus aztecus después de 24 h

de exposicidén a diferentes diluciones de la

(FSA) de una mezela petrdleo-agua con proporcién 3:7,

N = ndmero de organismos utilirados, Media + ¥ B,

fraceitn soluble en agua

FSA (%) N Supervivencia Peso (g)
(%)

Control 39 100.0 2,61 + 0,15
44,88 24 79,7 J.ob ¢ 0,28
56.51 22 73.3 64.27 + 0,42
71,14 20 20,0 4.32 4+ 0,25
89.56 18 0.0 3.70 + 0.28
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Fig., 7. Supervivencia relativa de Penaeus aztecus despuls de 24 h de exposicién a diferentes concen-

traciones de la fracciftn soluble en agua (FSA) a salinidad v temperatura constante (23 %°S y 30°C).
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Tabla V. Probabilidad de muerte tedrica vy experimental de Penacus aztecus

después de 24 h de exposicidn a diferentes concentraciones de FSA,

In = logaritmo natural, N = ndmero de ejemplares utflizados

FSA (%) N In 7 FSA Probabilidad de muerte (%)
Experimental Tebrica

44,88 24 3.8040 23,07 14,89
56.51 22 4, 0344 25,00 42,79
71.14 20 4,2646 77.27 75.08
89.56 18 4,46949 95,00 93.77
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Tabla VI. Concentraciones osméticas do¢ la hemolinfa de P. azmtecus

y el medio externo con diferentes diluciones de FSA o las 24 h de

exposicidn, Media + E,E. N = ntmero de muestras,
FSA (%) N Concentracidn osmdbtica (mosm)
thtemolinfa Medio externo
Control 13 598.43 + 9,23 658,31 + 34,84
44,88 9 626,75 + 8,18 678,95 + 34.84
56.51 12 567.33 + 11.00 657,30 + 34.84
71.14 3 628.40 + 24,30 643,35 + 34,84
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o
=

89.56 - - 564,00 +
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DETERMINACLON DE LA CONCENTRACION LETAL

PARA EL 507 DE LOS LINDLVIDUOS (CL5 )

0
PROGRAMA DE COMPUTACLON

En los ensayos de toxicidad, especialmente los destinados a determinar
las llamadas "dosis y concentraciones Lctalcg” de ciertas substancias,
la respuesta biolbgica gue se estudia corresponde a las del tipo "todo o
nada'",

.
El anflisis de los datous en este tipe de ciperimentos sc hace generalmen-

te a través de los llamados "anfilisis probit' (Finney, 1971),

Un resultado experimental t{pico consiste en una tabla con dos columnas:
una contiene a las concentraciones administradas y la otra contiene ¢l
porcentaje de muertes de una poblacibn de tamano dado, Si estos resulta-

dos se representan grificamente se obtiene la siguiente relacidn:

100-1

50

. de nuertes

&
re

Concentracibn
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Fsta curva se pucde interpretar como una funcién de distribucién pro-

babilfstica,

Recuérdese que st F(t) es la funcién de distribucidn de una variable alea-
toria X, entonces F(t) da la probabilidad de que la variable x tome un

valor @ t.

1.0
1

Probabilidad de muerte

1
Concentbtracidn

Esencialmente le que se determina en fonma experimental es la probabili-

dad de mucerte ante una concentraciédn dada.

Si se conociera en detalle la curva F(D), no se necesitarfa ningGn tipo

de anfilisis complicado para conocer la dosis letal para ¢l 507 de los in-
dividuos (CLSO), Y3 que bastarfa trazar una recta horizontal que pase por
0.5 en el cje de las ordenadas y lucgo, desde sa interseccidn con la cure

va, bajar al c¢je de las abscisas (concentracidn),

En la préctica no se conoce exactamente a F(D), sin embargo Fisher (re-

ferido en Finney, 1971) encontré que si en lugar de usar las concentra-
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ciones, se toman sus logaritmos x - log(D), entonces la curva de dis-
s 8

tribucifn F(x) es gaussiana, Esto quiere decir que
Pt

Fx) = exp ((x-m)" /26°%)

L
"ww

-

og coneentracion
En el llamado anflisis probit, lo que se hace es aceptar que
bucibn de las frecuenclas de la tolerancia ante un téxico es
y luego determinar los valores de los parhnetrosJ/L y 0 que
can completamente a esta distribucibn,

] 1

Toda la teorfa del anflisis supone un ndmere razonable'

la distrie
gaussiana

especifi-

de puntos expe-

rimentales, digmos un nfmero mayor de diecz, Esto no e¢s siempre fécil

de conseguir, sobre todo si se trabaja con tOxicos disponibles sdlo en

cantidades limitadas, como fue en el presente trabajo. Ante esta difi-

cultad metodolbgica se hizo lo siguiente,

Se escribibd un programa de computacidn que simuld una poblacidén de cama-

rones cuya tolerancia a un toxico tiene una distribucidé4n normal en los

parimetros:

N(3.7377, 0.03)



donde:

3.7377

0.03 =

= log concentracibn letal (/“ )

desviacidn cstindar (g )

log 42,

de FSa
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Estos datos se guardaron en un archivo, ¢l cual posteriormente se usé para

verificar el método de analisis.

Si se tiene una distribuciédn normal

es sabido que se puede pasar a la distribucidn

¢ 2
-t /2
N(O,1) + 1 o dt
Yo
-
mediante el cambio de variable
TENC .

r

Como se puede observar la relacitn entre 2 y x es lineal, de modo que si
se conociera el z que corresponde a cada x experimental, se podrfa ajustar

esta recta y obtener los valores dv _ag v 0.

Cuando se¢ termina de hacer las mediciones, no se conoce m ni @, de modo

que no se puede calcular z. Pero en el primer programa de simulacién st se
conoce. Esto permite calcular z y por lo tanto con esta informacibn, se pue-
den obtener las probabilidades de muerte, ya que se supone conocida la distri-

bucibn,

Si se parte de las probabilidades de muerte para calcular el z correspondien-

te se presenta un problema cuando las probabilidades tienen valor de cero vy

100%. Efectivamente ¥F(2)

il

0 y F(z) = 100 solamente en los limites z = -aD
y z = o®, Por esta raz6n los puntos que corresponden a probabilidades de muer-

te cero y 100% no se pueden incluir en el anllisis.
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En el programa CAM-1 se simuld la exposici6n de 20 camarones a cada concentracién

a partir de la probabilidad teb6rica de muerte se calcularon las probabilida-
des experimentales respectivas en base a4 una distribucitn binemial o sea
"intentos bernuillanos', dado que las respuestas de los organismos son del

tipo "todo o nada',

E1l valor d¢ la probabilidad de muerte experimental (z) se graficd vs, el
In de la concentracldn de FSA, Estos datos se ajustaron a4 una recta la cual

roporciond los valores de 4 vy o mismos que se cotejaron con los valores
prop ’

~
tebricos conservados en el archivo para verificar la validez del método de

anllisis.

La desviaci6n esténdar de la distribucitn normal de la mortalidad se calcula
a partir del inverso de la pendiente de la recta, su funcidn exponencial per-
mite determinar el intervalo de confianza para el 95% de los casos de la si-

guiente manerda:

1+
B
ﬂ
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Pret

]",ﬂ

WLOAD (AM-L

WIST

18? REM  CCAM-13 STMULA DRTOS EXPFR THENTRLES REFLES

116 GOSUB 4pma  REM INICTALTZA v LEF PROTEARTL [DADES TECR [ RS

126 REM  ESTOS DATAS ESTAN '

13@  WEM  AHORA EN LOS VECTORES

REM  Z(I) v (1) DIMC4E)

REM N WE G0 FROM PROBABILITIES TO ACTIAL NUMRER OF DERTHS. BY TR al NG R RINOMIFL OTSTRIRLTINN
152 GNOIB 6mm '
154 REM AHORA 10S NCTY SON EN CAON INTERGRLN LS 1 MERT 5 (e (RMKES

156 FOR T = 1 I 46 FRINT NCDy  nF.s

157 FOR 1 =4 TQ 2@ wels = NCEY . 20 NEXT

168 GASUR 3046 REM  SEERUT THA [NVFRSE NOeRe

170 WOME  PRINT “LOS DRTOS H LOS CUALES v FEINT "R AJUSTAR UlA RECTR SON Xl 201

188 PRINT INVERSE PRINT “(HSERVA CIJI(»’#&VSRHFPHF SRt RPRINT RN (1) = -1AR NNRMAL PRINT
190 HTAB S PRINT "(10"i  HTRB 17 PRINT “2¢(1h" FRINT

208 PIKE 34.9 PRINT

210 SPEED= 255 FOR 1T =1 TONE FPRINT X(Dy. vils NFAT

220 SPEED= 2585 TEX{  wWIME

238 REM

248 REM RMORR EL VECTOR XC1) CONTIENE

8 REM LOS LOGRRITMNS DE LHS DOSIS

8 REM VY Y(1) CONTIENE LHS

27@ REM  PROBAAILIDADES UF MUERTF

288 GOSUB 2 KEM SnsTH WFCTR

298 PRINT  PRINT “WUIFRES RACER OTA RUISTE <S/No HET RS IF G8 = “S" THEN otw

88 END

208A REM RWISTE RFCTHA
P10 HOME  PRINT 'DISPONGT DE ‘. NE. * DRTGS™  PRINT *DIME DESHF DONOE A DOMDE"  PRINT 'RIUSTO VR RECTRY  FRINT
W20 I =8N =B1L=AM=8RZ=Hh

2030 INPUT “COMIENZO.FIN ™%, K1 H2

2048 FOR | = HiL TO W2

53 X = XIY:¥ = ¥(D

6B JJ+XK=KeY L=l ¢XoXMz=NoYeoyYR2zR ¢ K0
2078 NEXT |

2000 N 3 H2 ¢+ 1 - M1

289 B=(HNwoR2-X+ D/ Ney =1 N

OB Rz (K~Be ),/ N

2118 PRINT

2128 PRINT "F(X) = 'L F." ¢ ".B. ' ex"

3B J=Beo (R2-JeK /N

43 M =N -K "2 /N

A58 K =N - J

160 R2 =3/ M

2478 PRINT "R™2 =",R2

PRINT *RO = *. SOR (R2)

PRINT "ERROR = “; SOR ( ABS (K / (N ~ 2O

PRINT ' PRINT Ni " PUNTOS"

Q= -RA/8

2287 Q0 = EXP (O

2210 INVERSE PRINT "M = ".QQ@

22208 PRINT “SIOGMR=",1 / B NORMAL

2238 RETURN
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30 REM SBR [Ny NORMA

TR s o RETST 1 = YT, s IRTLR By 2 ) 4WPRR D2 = LRYURG [T = g THR
Wt DEF FUH AT 2 (i« LY o T 202 o T o1

WM DEF FRBTS = L+ Db o 7 4 00 » " N T

WA Dh = i

R L= TN ONF

s vl ])

WP OAF P o= A THEN YAl 2 - i GRTE o

WMEA Q=1 - F

w9 [F 0 > 5 TuFN i4n

R T = Ciw ¢ 1wy 4 o (e )
MAX =T - ¢ FNR(TY / FN R(Ty)
UzR OISR 1A REM PRINT FFSHCT
313 GOTO 2w
M4 04 = (4 - 0Q) & (1 -1y M [N vE T R "I TR
UEAX = CFhwTy /2 FH R = 1

MR8 GNSIR URA RFM PRINT ®FSin T

78 GNTA oae

NEB X = INT (DD o X ¢ %Y LD

(1) = X RETLRN

NF XY

3218 KETUuRN

40AR TEX MM PRINT "ESTOY (FYERDN L RS PRINT 'PRVBRBIL IHADES “TEIRT
4A1A DS = CTHES (13 + {Hk$ (4) F§ = "SIM-1

4028 DI X46). v(4a6), Regyd P,

4022 DIM (2D, XX z2)»

4A30 NE = 46 REM NUMERD (F PIMTOS EXFERIMFNING FS

442 PRINT DS: "NPEN".F$ PRINT DS. "RERD".FS

4258 FOR | = 1 TO NE INPUT X(1).Yel)  NEXT

4060 PRINT DS, (LOSE",F$

4}2051 WRE HIME 18" PRINT “X". NHTAR 1A FRINT FF(E @

d
=
2L

RS PRINT

4362 POKE 34.2 .

4878 FOR | =1 TO N HIAR S PRINT XcId).  HIKE 19 PRINT w01)  NEXT
4875  TEXT

4380 RETURN

6A03 FEM

RS DIM NGag)

6018 REM SIMULATION (OF ACTUM. NBER OF DERTHS WE HSSUME THAT WE HRVE 28 CRAMARONES PER BATLH
RER  RCI) SON LOS CIEFICTENTES BINMMIRLES

FOR 1 = 8 TO 28 READ X°B(1) = X NEXT

AR DARTR  1.29, 198, 1141, 4845, 155A4. RR7AA, 77S0A, 129970, LE7 M, 1R4TSA

A5 DRTR  41679A. 125970, 77520, IB7AM, 15504, 4545, 1140, 190, 2w §




Y78  ROME

@sp FOR 1 =1 TN 46

632 P = Y

61MR FOR K = B TO 20

6110 Pti) = R(xY o (P 7 Ky & (04 - P) 7 {20 - X))
6128 NEXT

B3R HRily = &

6148 FOR ¥ = @ TD 2B

6150 XX(K) = QUK « 11 ¢ PO

20 = AAK)

6220 R = RND (1)

€238 PRINT 'R=".R,

6258 FOR ¥k = @ T0 20

AZRR TF B ¢ XAEY THEN Koot

6278 NEXT K

6288 GOTO 6308

6298 N(I) = K

€231 MTHB 15 PRINT | HIMBR 7R FRINT W)
6295 MNEXT | ’
A3 RETURN
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ERFOR = 143570047

16 PUNTOS

LRI PUS Pr0s

SInMR= D992RAKAS

THISFOD OF 48 DR



Cuando el programa sc aplich a los resultados obtenidos en este trabajo,
se presentd el problema expuesto (vide supra) ya que la cuncentraeidn

del 89,56% de FSA fue letal para todos los camarones expucstos,
Si la probabilidad de muerte para csfa dilucidn del contaminante se esti-
mara de acuerdo o la forma clasica-

P = Nimero de Cxitos
Nimero de intentos

donde nGmero de éxitos es igual a namero de animales muertos v namero de

intentos e¢s el nimero de organismos cxpuestos,

Este dato no se podrfa incluir en el anflisis. Sin embargo, si esta proba-

bilidad se calcula a partir de la forma bayesiana (Hoel, et al,, 1971);

donde E e¢s el ndmero de é&xitos y n es ¢l ndmero de intentos,

El resultado para ¢sta concentracibn de FSA si se puede incluir en el pro-
grama computacional, debido a que ¢n la estimacién bayesiana la probabili-

dad de muerte no es 1.0, como ¢n el case clhsico, sino menor.
En los casos donde E y n son grandes, las cstimaciones dadas por ambos mé-
todos son muy parecidas pero para muestras pequeznas, como las de esta in-

vestigacibn, la diferencia puede ser importante,

Por lo tanto, la estimaciOn bayesiana permite introducir en ¢l anélists
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probit concentraciones de contaminante que prescnten L1077 de mortalidad,

agpecto no detectado por Finney (1978).

Debido a lo anterior, el programa se aplicd a las probabilidades de mucrte
experimentales, determinadas por el método bayesiang encontradas en este

trabajo.
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DISPONGN DE 4 DRTOS
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4 PUNTOS
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Para estudiar la variabilidad ecstadistica que se puedce esperar en este
tipo de pruebas, se disenaron los programas "Aztecus 0-4" para simular
los resultados que se obtendrian cn experimentos que utilizaran cuatro

concentraciones, como la presente investigacioédn,

Con estos programas se simula realmente el nimero de camarones que en
cada caso habrfan muerto. Para ello se considera la muerte de los cama-
rones como un experimento binomial, en que la probabilidad es la obteni-

da a partir de los davos expevimentales,

El programa "Aztecus 4" se corrid 30 veces y luego se ajustaron las me-
jores rectas a los puntos obtenidos en cada simulacién, Cada una de ellas

dio un valor de 4 y @ . Finalmente se calcul6 el promedio y la disper-

sion de estos datos,

En conclusidn, se¢ puede decir que el promedio para laconcentracion letal es

59.65% de FSA con una dispersidn de 2.67 o sca 4,5%,

En lo referente a la desviacion (@ ), su valor es 0.298 con una disper-
si6n de 0.067 o sca un 22,5%. A partir de esto, se observa que el método
permite determinar la concentracifbn letal con bastante precision, pero

su dispersién tiene una incerteza mayor.




FROE AL
NAME  AZTFCUG-B  DATE L icie  TIME 1005 PRGE @1
STARTING 1LINE 1% EWDING LINE 1248

d
ot
h

1M REM  CRZTECHIS-WY

114 REM

126 REM SIMULA MUERTE OE UN CRMARON SOMETION A CIVERSAS DOS1S DE PETROLED DFC 14T
13 0IM L. POLE)

140 HOME DD = 173A

B REM  OL=DOSTS LETA 2es <= 1npH

@ DL =89 %% = Ly (s

178 S = /AR

182 718 = "DOSIS T2¢ = “X=Lry([n 18 = /! V4§ = P

19 PRINT Tis:  RIAR 10 [ PFINT T2S. WYAR o0 FRINT T2 WTAR DU FRINT T4s PRDNS
el o=y

SIR FIR D o= 30O Loe STER AN

gt =Dy = iy A

238 vi = INT (¢ o DD e By 0

248 2 = (v - M)~ S REM  PINTRJE O

a1 B SEE SR § T SR V N S PR T

R HNSNR 1AnA

SRR = INT (x ¢ DD+ Sy, DD

2R HTAR 7 FRINY O HDeg Im FPINT v mow& o0 #RIEKT T ATRE XL FoiNT -
298 DKty = Lkl =P L= ) vy

Al NEXT 0

316 D = CHRS (41 F8$ = HZTECHS FROB*

329 FRINT DS "OPER":F$

33 PRIMT DS, "DELETFYFS

46 FRINT DS, "DPEN".FS

358 PRINT 08 "WRITE~.F8$

B FOR 1 = 4 Th qn

370 PRINT D(ly PRINT Pol)  NEXT

38Q  PRINT DS: “CLOSE“.F$

398 PRIMT  PRINT "wEMT GUERRDIEN LAS (IS]S FRRALES

406 PRINT "¢ LAS PROBRBILIDRLES, FN EL® FRINT "RROHIVE " F$
416 END

1688 REM  DIST NORMAL

1019 REM

1820 REM LR APROXIMACION POLINC®ITRL UE SE SH EN ESTR SOEILTINA. FUE (FVRNTFGH
1038 REM DEL "HMAND-BOOX OF MRTHEMATICRL FUNCTIONS® DEL NATICOMAL BIREM! OF STRNDARDS
REt RUTORES  RERAMONITS v STEGUN

REM

1068 R = 231A419 FY = 2167815382 = - 3ISASAITRZ B = § TRIATYIIT RE = - 1 R2LESOFTR BS = 1 2TARLTL4CY
1078 P1 = 3 14159265 (5R9743 DD = 10804

1680 K = 1 / SOR (2 « PD)

19990 DEF FN AR(X) =K & EXP ( - X o %/ )

14980 DEF FNB(T) = BL ¢ T ¢+ B2 & T e T ¢+ B2 21 o T 67T +Bd e T oT aT o7 ¢RBS»T 2T o7 T T
M0 % = 7

1128 IF X ¢ 8 THEN 118@

1130 T = 1 /7 (1 ¢« R o X

1148 0 = FN A(X) & FN KT

1182 GOSUB 123@

1166 P =1 - @

1178 GOTO 1244

118 X = - X

1199 1 1/ (1 +R»X)

1088 U FN H(X) » FN BT

1218 GOSUB 1238

1224 P =

1236 G = INT COD *» G+ 5 /0D

1248 RETURN

Won o




]

NAME  A2TECUS-1 DRTE. 1a/zf/82 TIME 13%@  PAGE @1

STAR

100
118
120
178
14¢
158
160
70
18¢
190
2068
214
228

TING LIKE 1948 ENDING LINE 7006

REM  CR2TECUCS-13

REM ESTE PROGRAMA LEE LR DOSTS o RS FROEAET JORDES TEOR LRSS FN EL APTH] v
REM  “AZTECUS PROB™ v LUFGD SIMU A DHTOS FAFEMIMENTHLFS

REM  ESTOS "DATOS EXPERIMENTRALES LOS GLMRDA FN EL AROHIVO RZTECHS AT
TEXT  HOME  PRINT "ESTOY LEYEMDO LRS®  FRINT C PROBABIL IDHOFS TFOR TSRS PRINT
DS = CHRS (13) ¢ CHRS (41 F$ = "AZTECUS PROR

DIN DU, PCIDY

NE = 16 REN HURERT DE FUNTOS EAPERINENTHLES

PRINT DS, “UPEN".FS FPINT DS, '~EmD™ F8

FOR I = 4 TONE INPUT DCLa PO NEWT

PRINT D$; "CLOSE". F$

HONE HTAB 9 PRINT “DOSIS™ HTHE 16 FRINT MMERD CRONVERES " FRINT
OOSUB 68AA  REM  SIMLR NMERD DE CRDAVEFES

224 DS = THR$ (&)

225
238
258
255
268
279
288
6208
6818
6820
681a
€R4e
6858
6868

PRINT D$*NFEN R2TECLS DAT"
PRINT {i%: “APPEND RZTECUS DHTY

PRINT D8, “WRITE AZTECUS DAT"

FOR 1 =1 T 10

PRINT N(I)  NEXT I

PRINT D$. "CLOSE RZTECUS DRT™

£ND

REN

DIM NCLBY, B(21). PR21 1. 1K1 220, X222

REM SIMAATION OF RCTLRL NUMBER OF DEATHS  WE ASSIEF THAT Wf MRYE 790 | AMRETAFS FER FRITH
REM B(1) SOM LOS COEFICIENTES BINOMIFLES

FOR 1 =9 T0 28 READ X (1) = » MHEXT

DATA 1,20, 198, 1140, 4845, 15584, 38267, 7752Q. 175970, 16791, 134756
DATA  16796M, 125979, 77520, 3B768. 15504, 4545. 114R. 199, 2A. |

6070 REM CALCULO NUMERO PROBABLE DE CADAVERES
6080 FOR I = 1 TO NE

9% P
6188
6119
6128
6138
6148
6158
6168
6170
6180
6190
6298
6218
6220
6238
6240

22 .

= P()
FOR K =8 7O 28
PPKY = B(KY # (P 7 Ky » ((1 - P) "~ (2R - ¥3)
NEXT K
Q1) =8
FOR K = 8 TO 29
XX(K)Y = QK + 1) + PP(KX)Y
QAK + 2) = XX
NEXT K
R = RND (1)
HTAB & PRINT D(1):
FOR K =8 TO 20
IF R C XX(K) THEN 6248
- NEXT K
GOT0 6279
NC(D) = K
PRINT N(D)

6258 HTRAB 22° PRINT NCD)

6268
6278

NEXT 1
RETURN

75.
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NAME  RZTECUS-2  OATE w/ie/fr  TIME 1iaé wi oo
STARTING LINE 184 ENDING LINE Shmem o

108 REM  CRZTECLS-20

118 OGOSIK 480 REM THIC IR ZH ¢ L EF DARTOS EXRFRTMEN R F5

KREM .05 DATOS FAPERIMENTALES ESTHN

REM  AHORA FN L 05 VECTORES

144 REM A01) ¥ volo DiMiar

158 REM  AHORA DEBEMOS PASAR OF | AS PROBASIL IDROFS M R NR DF .
168 OMALIR 3B REM  SORPUTINAE THYFRSE NNMe

176 PRINT “LOS DATOS B 058 CHRILFS omd03 FRINT R M- BV A wef T AC 5. 20 )
198 HTAB 5 PRINT Xeia o ATRR-1? FRINT . o FRL b

216 FAR | = 1 TA NE #RPINT (1o w0, NEAT

230 KREM

24B  REM RHORA FL vETTom 2 0 OO iENE

REM (05 P OGARITMES OF RS GRS is

REM v voly CONTIERE L A3

REM  PROBARTE TIMDES OF MICKTI

GOSIR 2nafwt REM AIUSTR RECLTH

e Enb

2BAB  REM  RIUSTE RECTA
aBZB T =M =, =t R
3B ML = 1 H2 = 1

T

FIR T = HY TR ne
Xz &0 v = 40,
LY T ST T S T T S T z t . st e e e, .o, ey

2a74 NERT 1
28504 N = ng + 1 - Hl

A B = (he Ry -V e s Ny - ‘
4P A= (K -Ro 1)/ H

2110 PrRINT

RINT “F(X) = A, & @ 'ex-

=R s (R -] &) M
4 M =00~ h "2, N

2158 ¥ =N -

2968 ko = 1 o 1

2478 PRINT “R°2 = .R2

218¢  PRINT "RD = -, SGF (P2)
21 PRINT CERRMIN = R HES (K L (N - L
INT  PRING N PRHINTOGT

2208 PRINT  PRINT N, © = owins

= ~-R/B

= EXP @O

2218 INVERSE  PRINT "M = '.0Q0
2220 PRINT 'SIOMA=":{ / R NNRMRL
2238 RETIFN

3083 REM SBR 1NV NORMAL

3918 C8 = 2 545517 C1 = BA2RST (2 = AAI2R (1 = 1 43278 D2 = 1RYZ6Y 0 = RIS
3828 DEF FN A(T) = CA + L ¢ 1 + Co o 3 ¢ 1

W30 DEF FNBCTY =1 + 05 ¢ T + D5 o T 81T « 0% w1 o7 o

3840 DD = 108

M8 FOR 1 =4 10 N

3068 P = WY

3878 IF P = @ THEN w(I) = = 100 GOT1 5, et
A G =1 -P

3398 IF 0> 5 THEN 140

OB T = SR CLNG (1 /0 e TOD

1@ X =T - ¢ FN RLTy» # FN RCIN
3128 GOSUB X18R REM PRINT RESILT




NRME RETECHS-2 DATE tn eR/Be TIME 1348 PRGE @2
STARTING LINE  1ab ENDING | THE  SP6n

213 GH0TH 3208
4B N = (3 - @) o (L - M =1L/ 0T s SOR CLOG U
S8 K = ( FNR(TY + Fh BTy - 1
3160 GOSUB 2138 FEM  FRINT RESULY
3178 G010 3204
AN A = INT (DD « ~ ¢ S /4 s
Yl = £ RETURN
NEXT |
3218 RETURN

WA TEXT  HOIME  FRINT CDINMF JndeF FURIFTR A (FFR 0 FRINT Pt A
4018 OfF = ke (25 Fs = RZTECUS DRI

a DN DA . N(R)

O NE = 16 REM  NUMERD OF SUNYOS cWPERIMENTALFS

4340 PRINT D$: "OPEN RZTECHS RT

4842 PRINT D8 “PUSITION RITECNS (M1 R W

AN44  PRINT US. WERD 47TFI0C (M0

WSa FOR I = 4 TOdE THRR NU. AT

RINT DS “CLOSE".F8

=1

463 FOR O = 38 T 420 STEP 10 Dely = D 1 = 1 & 4 MEXT

4N38 HIME  HTAR S FRINT "DOSIS~. wIRB 16 PRINT CHEaRRTC 8 BUERTOS:  FRINT
4108 FOKE 74,2

4118 FOR T = 1 TONF KHIAR © FRINT DODY, RTFE 19 FRINT Nl NEWT

4128 RER  CRLCULD DE LG ONSES « ZSTIMACIN DE v /4S FRORARTE IDRDES

©

Frten ATTEILS ORT

4138 FOR T = 1 TONE XDy = 106 (LD WFAT

4140 FOR | = 1 TO NE

AUSAE YOI = (RCEY ¢ 1) /2 (28 ¢ 20 REM  ZAzMiMFel OF CRMRRONE & <t VRN T RN
4168 NEXT |

478 TEXTY

419 FOR I =1 TO NE
4208 PRINT XC{1), YOl)  NEXT
4218 RETURN
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NAME  AZTECUS-X  DRTE 1@/26/82  TIME 1345 PRGE @1
STARTING LINE {0 ENDING LINE €3993

188 PEM (AZTECUS-TD
110 REM ESTP PROGRAMA | FE LAS DOSTS ¢ v At PROBABILIDAOES TEORICHS EN EL RARCHIVO
128 REM  "DATOS-RL- Y LUEGA ~IMUCH DRTOS EXPERINEMTALES
138 REM  ESTQS CDATOS EXPERIMENT RLES L0OS GUAKDR EN £t ARCH] vQ
146 TEXT  HOME  PRINT "ESTOY LEYENDO LAS  PRINT 'PROBRBILIDHDES "TEORICAS . PRINT
158 D8 = CHRS (120 + CHRS <4y 71 = "DRIOS-R"
168 DIM DOLOY, PC1A)
176 NF = 4 REN NUMFRE DE PUNT G5 FUFERTMENTRLES
18A PRINT DS "OPEN" F§ PRINT DS, 'RERD” F§
gg FOR' T =1 70 RE- INPUT DO, Py NEXT
A PRINT DS, "CLOSE".F$
218 HIRB 5 PRINT "DOSIC".  HIRE 16 PRINT MUMERD CADHVERES"  PRINT
212 FOR [ =1 TG ME PRINT DCIY.PODY NEXT
226 GOSUB ADAO FEI CTMU R tatiERG OF TADAYERES
4 D8 = CHRS (&)
S PRINT D$*OPEN ROSA DAT®
238 PRINT D8, "RPPEND RUSA DRT"
250 FPRINT D$; "WRITE ROSAR DRT®
295 FOR 1 =1 10 4
268 PRINT NCl) NEXT |
PRINT D$; “CLOSE ROSA DRT*
END
€088 REM
DIM NCABY, BC2L). PR s G022, AXC22
REM  SIMULRTION OF ACTURM. NUMBER OF DERTHS WF HCNmE THAT WE MAVE 0 CRSARTMES #ER BRITCH
€830 REM BC(1) SON LOT COFFICTENTES BINMMIRLES
6048 FOR I = @ 10 o» READ » BCls = 2 NEKT
6258 DATA 1.28. 199, 1140, 4845, 15504, 36768, 77920, 1 299TH, 167IRB, 184754
6860 DATR 167968, 125970, 77520, 3876R. 155A4, 4845, 1146, 198, 2. 1

8 REM CRLCULO NUMERO PPOBRBLE DE CAORVERES
@ FOR I =110 %

MW P = P(D

RK=27028

KY = B(K) & (P 7 % » (00 - B2 T 028 -
6128 NEXT K

6132 00(1) = B

6148 FOR K = 8 TO 28
6156 XX(K) = GO + 1) + PP
6168 QQCK ¢ 2) = XX(K)
6178 NEXT %
Rz RND (1)
TAB 6: PRINT D(1);
8 FORK =8 T0 28
6248 IF R ¢ XACK) THEN 6240
6228 NEXT K
*6238 G010 6279
6288 N(l) = X
6258 HWTAB 22: PRINT NCD)
6268 NEXT |
6278 RETURN
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RUSH DSRT




)
HAME  HZ2TELUS-3 DATE WM orsky Y S S S
STARTING LINE 101 ERDTHG L iy Fn9ay

1668 PEM  AZTECIS-4

Prnr At

118 GOSUB 40080 REM  THICIFAL. ™ v (EF AT FARFR UENTRRT

128 REM 1.OS DATOS EAPERIMENTA «% £2 AN
REM RAHORR FH LOS vECTORES
REM XCD) 'y w1y Dincde

S5A REM  ANORA DEREMAS PREAR OF LA FRUBRRTL TIRGE < M o 1R DF

8 GOSUB 0P8 REN SLERUTINA  fu 20 o WM

170 PRINT L0 DATOS At Cid <5 ot oo [NT

199 HTHER 5 FRINT )l o WTHR Y0 PRl
2184 FOR ¢« = 1 TONF PRINT (i v0is NFaT
236  REM

248 REM  AMORK Ft. VECTOR ACT) CONTIEKE

256 FEM LOS mbR i T00C Oe B G0t

AR REM v ¥l CUONTVIFNF LRT

REM FROBRMBILIDALES DF MOERTE

GOSUR 2088 REM ATLSTR RECTH

386 EHD

2008 kEM  AJUSTE FECT
W ) =B¥ ==
2030 HY = { N2 = 4
2040 FOR 1 = K T we
PRSR R = X1y v o= YO

R M= M o

“ oA e

ety

2068 J = 0 ¢ XK =0 o+ v 2. e o A B A O PP A S

2A?R  NEXT 1|

B8 N = H2 + 1 - M

899 B s (N e R2 - & J) /(e v
2108 A = (K -Be J) /N

2112 PRINT

2128 PRINT “FOAO = R ¢ " E. 4
2130 J = B » (r"2 - b e ¥
N = ﬂ K~"2 /N

219 K = m -]

2168 K2 = .l /n
2178 PRINT “R"2 =" Rz
2188 PRINT “Ri1 = ", SOR (&)
2198 PRINT “ERRUR =
2288 PRINT  PRINT Ni* PUNTASY
QQ= -A/8B
Q Q= EXP (0O
2218 INVERSE  PRINT "M = .00
2228 PRINT "SinMe=-,4 / B MIEMAL.
2238 RETURN

3088 REM SBR INV NCRMAL
3810 08 = 2 515517 1 =
28 0DEF EN R(DY

w2853 C2 =

e

COH+ 0L &1 « {24

n un

3 DEF FNB(TY =4 + D1 » T ¢ D2 v 1 o7 4 i
3848 DD = 18

8% FOR 1 =1 TOKE

3868 P = Y(I)

3978 IF =8 THEN V(1) =~ 1808 070 i
Y Q=1 -P
1IF Q> 5 THEN 2148
T= SOR CLOG (4 /7 (0 Q)))
B X =T - (FNRTY / FN BOTH
3120 GOSUE 3188° REM PRINT RESILT

SR U HRS K, - 23,

BiAeR

= AUTRE DF = 1RYPRG DY o= il o

L3

[T NS TRV YRR VA VR
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NAME  RZTECHIS-4  DRTE 1R/7s8C  TIME 1358 FAOF 02
STARTING LINE 106G ENGING LINE R399

GNT0 3208
MU = (L - o (L ~GY 0y 21 31 T = SORC LN DLy
SO X = C FNRTY / FNB(Tss -
6 GOSUB 8@ KFM PRINT PFSn
78 GOTO 3200
UEA N = INT (DD e X+ B, 00
Y () = ® RETuMN
MEXT I

RETIRN

4306 TEXT O HOMF  FRINT UM ONNDF FMEYETT R L RES SEINT O FL RRCHIVO RZ2TECHS oRT . et R

4018 D8 = ChPs (30 F8 = 'WOSR DRT®

4820 0IM DOLW N

A3 NE = 4 REN MUIMERD DE F1i Ve FAPERIMENTA B

404A  PRINT DS “UPEN".F$

PRINT D8 "POSITION ROCH DRT. P R

PRINT DS: "READ" . F$

4858 FOR | =1 TO NE INPLT N(T)  NEXT

4069 PRINT. D8 "CLOSE":F$

4870 (1(1) = 44 RB-D(2) = 5% 51 DCO = 21 14 (€4 = RS 5

4890 HOME - HTRE 5 PRINI "DOSIS". WTAE £ FRINT MIMERD OF MIFFTIS®  pEINY
4109 PIKE 4.2

4118 FOR 1 =1 TONE HTAR S5 FRINY (0], HYMB 33 Fsite ‘.o NERT
4128 REM  CRCILD [ 10N OOYSTS Y ESTIMATTIN DE LRS FRORAE L IRDE S
4130 FOR T = 4 TONE A(I1) = LOG <Dl WNFRT

40 FNk 1 =1 T0 NE

58 Y1) = (NCT) « 17 7 (28 ¢ 2) FEM  Z9=tuMERG DF CRAMAR NES FR CROR CAOWEM
4168 NEXT |

4178 TEXT

4199 FOR | =1 TO N

4208 PRINT X(1).¥(1) NEXT

4210 RETURN
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