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RESUMEN

Los sistemas acuaticos estan en constante cambio a lo largo del tiempo, esto se debe a cambios
naturales en el cuerpo de agua o bien por la contaminacion antropogénica, provocando un
desequilibrio en el sistema y alterando las comunidades acuaticas como el zooplancton. Conforme
avanza la industrializacion, aumenta la demanda de sustancias quimicas, lo que ha generado una
gran cantidad de contaminantes como los metales pesados, que no son degradados por tratamientos
biolégicos, ya que pueden permanecer en los sedimentos y ser liberados lentamente dentro de los
cuerpos de agua (Persoone y Janssen, 1993).

Dentro del zooplancton, el grupo de los cladoceros ha sido objeto de muchos estudios
toxicologicos, sobre todo los miembros peldgicos del genero Daphnia, sin embargo actualmente no
existen trabajos con el claddcero Alona rectangufa, el cual es un organismo litoral, por ello, en este
estudio se abordaron ensayos de toxicidad aguda y cronica bajo el efecto de diferentes
concentraciones de cadmio y mercurio con diferentes concentraciones de alimento (alta y baja). Para
el metal pesado cadmio las concentraciones probadas fueron: 0.00625, 0.0125, 0.025, 0.05, 0.105 y
0.21 mg/L* y para el mercurio de: 0.00033, 0.00066, 0.0013, 0.0026, 0.0053 y 0.0107 mg/L™. Se
analizaron los efectos sobre el crecimiento poblacional, maxima densidad y el tiempo en que esta se
alcanza, asi como la tasa de crecimiento por dia bajo diferentes densidades de alimento con Chiorella
vulgaris en concentraciones de: 0.5y 2 x 10 céls/ml™.

Los resuitados mostraron que el mercurio es ochenta veces mas toxico que el cadmio. La tasa de
crecimiento de Alona para el cadmio varié entre —0.72 y 0.22 ind/dia* bajo condiciones de baja
concentracién de alimento y para la alta fue entre —0.46 a 0.20 ind/dia™. Para el mercurio bajo las
mismas condiciones de alimentacion, los valores fueron —0.12 a 0.12 ind/dia™ y —0.66 y 0.008 ind/dia’
! respectivamente. A los cladceros que se les administrd cadmio con una mayor densidad de
Chlorella, presentaron crecimientos poblacionales significativamente mayores que aquellos expuestos
a una menor densidad de alimento. Sin embargo a los que se les administré mercurio presentaron un
doble efecto negativo toxico-alimenticio debido a la gran toxicidad que presenta el metal pesado
antes mencionado. Con este estudio podemos concluir que Alona rectangula puede ser utilizado como
un buen indicador bioldgico, debido a que su forma de vida le permite estar en contacto con los
contaminantes depositados en las paredes y piso del cuerpo de agua, por lo que se sugiere realizar

mas pruebas de toxicidad aguda y cronica con diferentes organismos litorales y no solo con pelagicos.



INTRODUCCION

A partir de las tltimas décadas, se han generado grandes nucleos de poblaciones
y centros industriales que han afectado seriamente la calidad del medio debido al
manejo y disposicion inadecuada de una gran cantidad de desechos. Como
consecuencia directa del vertido sin previo tratamiento de las aguas residuales,
municipales, agricolas e industriales se ha deteriorado la calidad de los diferentes
cuerpos de agua. Los contaminantes vertidos a cuerpos de agua pueden provocar
profundas modificaciones en los componentes fisico-quimicos y biolégicos de los medios
acuaticos receptores (Persoone y Janssen, 1993).

Desde la revolucidon industrial, los residuos generados por las actividades
humanas son de naturaleza inorganica. Conforme avanzo el proceso de industrializacion
en todo el mundo aumentd la demanda de sustancias quimicas, lo que ha generado una
gran cantidad de contaminantes como los pesticidas y otras substancias téxicas que
pueden ser degradadas por tratamientos biologicos, pero los metales pesados, que no
son degradados, pueden permanecer en los sedimentos y ser liberados lentamente
dentro de los cuerpos de agua (Travieso, ef al, 1999), ocasionando problemas
ecologicos al ser liberados al ambiente (Persoone y Janssen, 1993).

Actualmente, la Republica Mexicana es un pais con una gran poblacion, con
grandes dreas urbanizadas e industrializadas que producen miles de toneladas de
residuos generados por diversas industrias como: la papelera, alimenticia, quimica
basica (organica e inorganica), agroquimica, petroquimica, mineria, fundicion de
chatarra, etc (Lozano, 1997). Algunas de estas industrias generan residuos que
contienen metales pesados, entre ellos: plomo (Pb), mercurio (Hg), cromo (Cr), cobre
(Cu) y cadmio (Cd); se sabe que el mercurio es el mas toxico, seguido por el cadmio.
(Fargasova, 1994).

La emision del mercurio y el cadmio al ambiente puede llevarse a cabo en dos
formas: hacia la atmésfera o al océano, por vertidos naturales o antropogénicos.
Cuando es a la atmosfera de manera natural es por la erupcidn de volcanes, vegetacion,
incendios forestales, entre otros; cuando es antropogénica se debe a la produccién de
metales primarios y secundarios no ferrosos, combustion de madera y fertilizantes de

fosfatos etc.



MERCURIO- Es uno de los metales que se usan para fabricar una gran variedad
de productos como: las baterias donde es usado en el anodo, armas y blindaje,
pigmentos (son utilizados para elaborar pinturas de plasticos), fabricacion de armas,
textiles, vasos, gomas de borrar, pinturas (los colores que van del amarillo al rojo, son
producidos por una mezcla de sulfuro de cadmio y selenio de cadmio), esmaltes, barniz
para ceramica, amalgamas dentales, tinta de imprenta, colores artisticos, plasticos y
productos sintéticos (donde combinan los compuestos de cadmio y bario con acidos
organicos para estabilizar al plastico y que este sea mas dificil de ser degradado) para
aleaciones y otros usos. (Laws, et al, 1993).

Todas las formas de mercurio son potencialmente toxicas, pero el rango de
toxicidad varia considerablemente, siendo el vapor de mercurio la forma mas peligrosa,
dado que puede difundirse a través de los pulmones hasta la sangre y luego hasta el
cerebro, donde puede causar dafios importantes. El mercurio puede sufrir
modificaciones, probablemente la mdas grave de éstas, sea la transformacion del
mercurio metalico en metil- y dimetil, derivados por la accion de micro individuos
anaerdbios, especialmente por, Clostridium cochlearum que se encuentra en los
sedimentos acuaticos. También los acidos nucleicos resultan afectados por los metales
pesados. Estos ocasionan un efecto genotéxico que puede ser catalogado en las
siguientes categorias: mutaciones, aberraciones cromosomicas, alteraciones en la
sintesis y reparacion de acidos nucleicos y transformaciones celulares (Vanegas, et al,
1997).

CADMIO- Entre los metales pesados, el cadmio es un metal quimicamente
similar al zinc, con diferencia de que al zinc lo podemos encontrar en el cuerpo humano
como un elemento esencial en pequefias cantidades (Vanegas, et a/, 1997) y el cadmio
es un metal pesado no esencial, el cudl al estar en contacto con los individuos es toxico.
Este se encuentra ampliamente distribuido en la litdsfera, es usualmente encontrado en
bajas concentraciones en la corteza terrestre en las rocas y suelo, con una
concentracion tipica de 100-300 ppb y 200-800 ppb, respectivamente, aunque también
hay concentraciones altas de cadmio en rocas fosfatadas.

El cadmio se emplea industrialmente como agente antifriccion, antioxidante, en

aleaciones, en la fabricacion de semiconductores, baterias y en la manufactura de PVC.



El cadmio en el ambiente es peligroso porque muchas plantas y algunos animales lo
absorben eficazmente y lo concentran dentro de sus tejidos. Una vez absorbido, se
acopla con una proteina llamada metalotioneina que se acumula en los rifiones, el
higado y los 6rganos reproductores.

Se estima que cerca de la mitad del cadmio es emitido de manera natural a fa
atmosfera y es depositado en los océanos, pero Unicamente del 25 al 30% se ha
encontrado emitido directamente en el mar y la atmdsfera (Laws, op. cit, 1993). El
cadmio es unos de los metales que con mayor frecuencia se encuentra en ambientes
acuaticos (Vanegas, op. cit., 1997). Por ejemplo, en estudios realizados en el rio
Coatzacoalcos en México, se han encontrado niveles de cadmio de 2.06 a 2.74 mg/kg en
sedimentos de la' columna de agua que va de los 4 a 14m de profundidad (Rosales y
Carranza, 1998). Se ha encontrado en sedimentos de agua no contaminada en
concentraciones de 0.04 a 0.8 mg/kg, y en rios contaminados con niveles de un rango
de 30 a 400 mg/kg (Merian, 1991). Todos estos productos de desecho son toxicos, en
especial los metales pesados los cuales son desechados a los ambientes acuaticos
produciendo un desequilibrio ecoldgico en la cadena tréfica por lo que es importante su
estudio.

La ecotoxicologia es la ciencia que se encarga del estudio de los efectos de los
contaminantes en el ambiente y su biota. La toxicologia acudtica es la parte de la
ecotoxicologia que se encarga del estudio de las sustancias y compuestos extrafios
presentes en los ecosistemas acuaticos y es por esto que ha recibido una mayor
atencién durante las Gltimas décadas, debido a los problemas de contaminacion del
agua tanto en los paises industrializados como en los que estan en vias de desarrollo
(Baudo, 1987).

Algunos de los bioensayos ecotoxicolégicos que actualmente se llevan a cabo son
las pruebas agudas y crénicas (ciclos generacionales), que se realizan en comunidades
de microcosmos y mesocosmos. En estas pruebas se mide el tiempo de respuesta de las
comunidades ante un agente toxico. Los efectos de dicho agente se dividen en: efectos
a corto plazo (parte del periodo generacional del individuo) y efectos de larga duracién

(transgeneracionales) (Gama y colaboradores, 2001).



Los efectos de corta duracidn se abordan mediante las pruebas de toxicidad
aguda, que se evallan con la concentracion letal media (Clsp), (en esta prueba se
estima la concentracion a la cual muere el 50% de la poblacion experimental (CLso)).
Los efectos de larga duracién se abordan mediante fas pruebas de toxicidad crénica,
que se evallla en generaciones, demografia y ciclos de vida, que se definen por los
efectos a largo plazo, y a su vez pueden estar relacionados con cambios en el apetito,
metabolismo, mutaciones, reproduccién, crecimiento y muerte (Gama vy
colaboradores,2001).

También es importante mencionar que existen muchos individuos que pueden
biomagnificar y bioacumular los metales pesados en altos niveles del toxico, inhibiendo
sus sistemas enzimaticos y afectando los procesas bioquimicos vy fisioldgicos (Atwell, ef
al, 1998, Gonzdlez, et al, 1998; Travieso, et al, 1999). Cuando los niveles
normales de metales pesados emitidos se exceden por actividades antropogénicas,
existe un dafo potencial hacia el hombre cuando consume alimentos contaminados
provenientes del mar y de agua dulce (Gonzalez, op. cit., 1998).

Debido a la gran cantidad de actividades antropogénicas y a los dafios que éstas
provacan, en las (ltimas tres décadas el estudio de la ecotoxicologia ha tomado gran
interés y se han empleado ampliamente los organismos invertebrados en pruebas
estandar debido a su gran sensibilidad a los tdxicos (Reynoldson, 1989).

Dichos organismos invertebrados, entre ellos los crustdceos y rotiferos, quienes
realizan el pastoreo pelagico son los consumidores primarios mas importantes
(herbivoros) en la cadena alimenticia. En el pastoreo bentdnico y en la cadena
alimenticia del detritus, las larvas de insectos y crustaceos son funcionalmente los mas
importantes convertidores de la biomasa muerta, por lo que no es una sorpresa el uso
de crustaceos (copépodos y cladéceros) y rotiferos para el desarrollo de varios métodos
y pruebas ecoldgicas (Persoone y Jenssen, 1993),

Debido a que en este trabajo nos enfocamos al estudio del grupoc de los
Cladéceros es importante conocer su clasificacion taxonomica ( Negrea, et al, 1999):
Phylum- Arthropoda, Superclase- Crustacea, Clase- Branchiopoda, Superorden-
Cladocera, Orden- Anomopoda, Familia- Chydoridae, Género- Alona, Especie-
rectanguia.



Los clad6ceros constituyen parte del plancton el cudl se divide en dos grupos:
fitoplancton y zooplancton, este Ultimo es importante en la transmision de energia
acumulada por el fitoplancton, bacterias y detritus hacia otros niveles troficos. El
zooplancton esta conformado por: los copépodos, rotiferos y cladoceros. Estos Gltimos
son los individuos que con mas frecuencia se utilizan para pruebas ecotoxicolégicas
(Maltby y Calow, 1989).

Con respecto a los cladéceros, son pequefios individuos transparentes de 0.2 a
4.0 mm aproximadamente. Son individuos ecoldgicamente muy importantes, debido a
que ocupan gran cantidad de ambientes y se les puede encontrar desde el Artico hasta
latitudes tropicales, habitando principalmente ambientes dulceacuicolas como:;
embalses, lagos, lagunas y charcos temporales o efimeros (estos son ambientes lénticos
de agua estancada de escasa extension y de poca profundidad). También se les puede
encontrar en mares e inclusive se han encontrado atrapados en agua de musgos que
cuelgan de los arboles.

Son importantes en la cadena tréfica debido a que forman el eslabdn entre los
productores primarios (fitoplancton) y los consumidores secundarios (planctivoros). Los
cladoceros tienen una extensa dieta, pueden alimentarse con: bacterias, algas,
protozoos, rotiferos, cladoceros y de otros pequefios crustaceos. Estos individuos se
alimentan por filtracién, como es el caso de los herbivoros, mientras que los individuos
planctivoros atrapan a su presa y succionan sus fluidos corporales o bien pueden comer
a su presa entera. La importancia de los cladéceros radica en su posicién en la cadena
alimenticia y sus relaciones energéticas en sistemas acuaticos, pues regulan la cantidad
de algas contenidas en un cuerpo de agua debido a la gran eficiencia de sus
mecanismos de filtracion (Dodson y Frey, 1991). También son presas importantes para
peces en estado juvenil y crusticeos (Martinez y Gutierrez, 1991). Los piscivoros se
alimentan de los planctivoros, éstos de los herbivoros  (cladéceros, rotiferos,
copépodos), y a su vez, éstos consumen microalgas, que finalmente asimilan los
nutrientes disueltos en el agua (Ruppert y Barnes, 1996). Es importante mencionar, que
los cladoceros ocupan una posicion importante como consumidores intermediarios en la

cadena alimenticia benténica de ecosistemas acudticos y estan intimamente ligados con
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los sedimentos, donde se han encontrado zonas Iggkl:%?)légto de contaminantes. La
formacion de estos depdsitos se debe a que existen muchos contaminantes insolubles
en agua y se sabe que son adsorbidos por particulas suspendidas de materia organica,
como consecuencia, muchos sedimentos contienen una gran cantidad de contaminantes
de tipo organico y metélico_“gRe\,{noldson, op. cit, 1989), con los que los claddceros
estan en contacto. E A: .

Los cladéceros son individuos partenogenéticos, su ciclo de vida es corto y
alcanzan su madurez sexual rapidamente, por lo que su tasa de reproduccion es alta
(Dodson y Frey, 1991). Son organismos faciles de cultivar en condiciones controladas en
poco tiempo y espacio, tienen una amplia distribucion, gran importancia ecoldgica y
presentan gran sensibilidad a los quimicos, por lo que son los individuos ideales para
trabajar en laboratorio (Peters, 1987; Cafiizares,1999).

Actualmente existen varios trabajos sobre el cladécero del género Daphnia, en los
que es utilizado frecuentemente para bioensayos de toxicidad aguda y crénica, para
cuantificar la toxicidad de efluentes de mezclas simples y compuestas, ademas de
utilizarse como un indicador biolégico (Cafiizares, op. ofit., 1999).

El frecuente uso del género Daphnia se debe a que posee las siguientes
caracteristicas:

= Se distribuyen en una gran cantidad de cuerpos de agua dulce y estan presentes
en una amplia variedad de habitats.

= Son un enlace importante en cadenas alimenticias acuaticas (ellos pastorean a los
productores primarios y son alimento de muchas especies de peces).

= Tienen un ciclo de vida relativamente corto y son faciles de cultivar en el
laboratorio.

= Son sensibles a contaminantes acuaticos.

= Tienen un tamafio pequefio, requieren de pequefios volimenes de agua y no

requieren de espacios grandes (Persoone, op. cif).

Actualmente se utilizan con gran frecuencia dos especies en trabajos
ecotoxicoldgicos, éstos son los Daphnidos: Daphnia magna y Daphnia pulex, mientras
que con otras especies de cladéceros no se han realizado muchos trabajos



ecotoxicoldgicos. Un ejemplo de éstos es Alona rectangula, que es un organismo litoral
que se encuentra ampliamente distribuido, con un ciclo de vida corto, es facil de cultivar
en condiciones de laboratorio, es sensible a diversos agentes toxicos, ocupa poco
espacio y agua; ademas de poseer un importante significado ecoldgico (Cafizares, op.
ct, 1999. Como se puede apreciar, este organismo cumple con todos los
requerimientos que facilitan la realizacion de pruebas de toxicidad (Persoone y Janssen,
1993; Martinez, ef al., 1994 (a)).

ANTECEDENTES

El estudio del efecto de los metales pesados no es algo nuevo, ha sido objeto de
investigacion desde épocas remotas. En el afio 370 a.C., Hipdcrates describié por
primera vez cdlicos abdominales en hombres que extraian metales de las minas. La
intoxicacion por ingestion de mercurio y arsénico se describié en los afios 372 y 383 a.C.
por Theofrastus y Erebos, respectivamente; sin embargo, hasta el dia de hoy no se
conocen con exactitud todos los mecanismos de accion que conllevan a los metales
pesados a tener efectos tdxicos (Konigsberg, 2000).

Las primeras investigaciones sobre los niveles de contaminacion por metales
pesados en los nichos acuaticos se enfrentaron a un problema basico: no se conocia
una manera confiable para cuantificar el metal, de manera que no se podia llevar a cabo
un estudio comparativo de las cantidades de toxico presentes en una misma zona en
anos anteriores. En un primer acercamiento se intentd medir la concentracion de
mercurio en el hielo polar sin éxito. En la actualidad se utilizan algunos individuos como
monitores bioldgicos como los liquenes, musgos, protozoos, rotiferos y cladéceros entre
otros (Konigsberg, 2000).

Martinez y colaboradores, en 1991, utilizando al claddcero Moina macrocopa ,
alimentado con diferentes algas (Ankistrodesmus convolutus, Scenedesmus
incrassatulus y Chlorella vulgaris), en concentraciones de: 1.25, 2.5 y 5.0 mg/ L%,
encontraron como insuficiente, a la concentracibn mas baja, y como la mejor

concentracion 2.5 mg/ L. A su vez encontraron que no hay diferencias significativas
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con las tres diferentes algas ya que no observaron variaciones en el crecimiento del
organismo.

En 1999 Travieso y colaboradores, estudiaron la remocién de metales pesados
(zinc, cromo y cadmio) por las microalgas Chlorella vulgaris y Scenedesmus acutus
utilizando el gel kappa-carrageenan y espuma de poliuretano para su inmovilizacion.
Encontraron que S. acutus es mas eficiente para remover metales que Chlorella, asi
mismo, observaron que ésta soporta concentraciones de zinc, hasta de 600 mg/L™”, pero
sufriendo  alteraciones morfoldgicas como; gigantismo y cambios en la forma de la
pared celular. Con respecto al cadmio, tanto Chlorella como S. acutus presentan
problemas morfoldgicos en concentraciones por arriba de 2 mg/L™”, ademds de que es
afectada su reproduccion. Esto demuestra que las microalgas S, acutus y Chlorella
inmovilizadas con espuma de poliuretano y gel Kappa-carrageenan, son tolerantes al Cd,
Cr y Zn, en concentraciones arriba de las permitidas de estos iones en aguas
industriales.

Nelson en 1998, evalia la sensibilidad del rotifero Brachionus calyciflorus y del
cladécero Ceriodaphnia dubia a la exposicion aguda de zinc, cobre, cadmio, malathion,
acido 2,4-diclorofenoxiacético y sales de dipotasio endothall. Determinaron para C
dubia una Clso -24hr (Concentracion letal) de 132.0 pg/L, y Clso — 48hr de 78.2 nug/L
en organismos expuestos a cadmio.

Sarma y colaboradores en 2000, trabajaron con los tres metales pesados mas
toxicos en forma de cloruros (cadmio, cobre, y mercurio), realizando pruebas de
toxicidad aguda con dos especies de rotiferos alimentados con Chlorella vulgaris en dos
concentraciones (1x10 céls/ ml! y 3x10 céls/ ml™). Observaron que Brachionus patulus
es mas sensible que B. calyciflorus. B. patulus fue mas sensible al Cu y B. calyciflorus al
Cd. A su vez se encontré gque el Hg es el mas toxico. Dichos autores concluyeron que la
alta concentracion de Chlorella favorecio a los rotiferos, haciéndolos mas resistentes a la
toxicidad de los metales pesados.

Baudo, en 1987, hizo una recopilacién de trabajos en los que estudiaron la
toxicidad en Daphnia desde 1973, utilizando el Cd (cadmio), Cu (cobre), Ni (niquel), Se
(selenio), herbicidas y petréleo entre otros. En su recopilacién nombra a varios autores



que estiman principalmente ClLsp96 hrs., y sefiala que existen diferencias en los datos
dependiendo del autor y las variables involucradas en los estudios.

En 1994, Fargasova, evalud la toxicidad aguda y cronica de varios metales
(arsénico (As), plomo (Pb), cromo (Cr), mercurio (Hg), cadmio (Cd)) en individuos de
agua dulce (D. magnay Tubifex tubifex). Estimaron la Clsp -24 hrs. y observaron que el
mercurio es el metal mas toxico, seguido por el cadmio y después el cromo. Dicha
autora cita a Khangarot y Ray (1989), quienes encontraron que la toxicidad de los iones
metdlicos sobre los individuos es: Hg > Cd > Pb > Cr > As. La diferencia entre los
resultados de ambos autores se debe a variaciones por factores ambientales como: la
temperatura, pH, propiedades fisicoquimicas del agua, los elementos de prueba y las
especies bioldgicas empleadas.

Pica-Grahados en el 2000, desarrolld un bicensayo de estandarizacion para
evaluar la calidad del agua utilizando varios individuos, entre ellos el claddcero D.
magna, que fue el mas sensible a los siguientes compuestos analizados: cobre, cadmio,
cromo, arsénico, anilina, nonilfenol, pentaclorofenol, y lindano. El autor evalud los
efectos de toxicos inorgénicos (cadmio, cromo, cobre, mercurio, zinc y arsénico) y
organicos (anilina, aldrin, p,p” - DDT, 24-di-nitrofenol, lindano, metolachlor, 4-
nitroquinoleina-N-oxido, nonilfenol, y pentaclorofenol), y la mezcla de (arsénico
pentavalente/pentaclorofenol y cadmio/metaloclor) en varios organismos. En la lechuga
(Lactuca sativa) evalud los efectos que inhiben la germinacion y en la cebolla (Allium
sp.) los efectos en el crecimiento. También realizé la prueba del efecto letal en 48 h. en
el cladécero (D. magna). En (Hydra attenuata) realizé la prueba letal en 96 h. y evalud
cambios en la morfologia. En el nematodo Panagrellus redivivus midio la inhibicion del
ciclo de maduracion en 96 h.

Wogram vy Liess en el 2001, midieron la sensibilidad de diferentes especies de
macro vertebrados a tdxicos (compuestos organicos y compuestos metalicos) utilizando
pruebas de toxicidad aguda como ELsg (Efecto letal) y ClLsp. Todos los valores obtenidos
de las pruebas toxicas fueron comparados con datos obtenidos en pruebas de toxicidad
en la especie D. magna (Claddcera). Los macro vertebrados estudiados pertenecen a los
ordenes: Amphipoda, Basommatophora, Coleoptera, Copepoda, Decapoda, Diptera,
Ephemeroptera, Heteroptera, Hirudinea, Isopoda, Lamellibranchia, Megaloptera,
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Monotocardia, Odonata, Oligochaeta, Ostracoda, Plecoptera, Trichoptera y Tricladida.
Los parametros que considerd el autor fueron: inmunidad, intoxicacion, mortalidad y
reproduccion. Observo que el orden Plecoptera fue el mas sensible a los compuestos
organicos, seguido por Amphipoda, Ostracoda y Claddcera. Para los compuestos
metalicos el orden Claddcera fue el mas sensible.

Cariizares en el 2000, evalud toxicidad aguda de Cd, Zn y la mezcla de Cd-Zn
determinando LCso en D. magna alimentada con el alga Chlorella vulgaris. Realizd dos
tratamientos distintos, uno con el alga suspendida y otro con el alga inmovilizada. Con
el primero determind una LCsp - 48-h de 0.072 mg/ L!y con el segundo tratamiento
obtuvo un LCsp 48-h de 0.63 mg/ L™. El autor concluye que D. magna es mas sensible al
Cd, menos sensible a la mezcla de Cd-Zn y mucho menos sensible al Zn.

En 1998 Hartgers y colaboradores realizaron un experimento para evaluar
toxicidad cronica de una mezcla de 3 herbicidas (atrazina, diuron y metalocloro), en
individuos del fitoplancton y zooplancton (copépodos, rotiferos y cladoceros). En este
estudio, algunos taxa murieron. Los cladéceros, como Daphinia galeata sufrieron un
pequefio pero significante decremento en abundancia, mientras que los copépodos
sufrieron un efecto inverso.

Vanegas y colaboradores, en 1997, evaluaron la toxicidad aguda y sinergismo del
cadmio y zinc en el camaron blanco; observaron que el cadmio es 44 veces mas toxico
que el zinc y que en combinacion, aumenta su toxicidad.

Atwell en 1998, estudid la biomagnificacion y bioacumulacion del mercurio en la
cadena alimenticia de algunos individuos (12 invertebrados, 2 peces, 8 aves y 5
mamiferos marinos del artico). El estudio de dichos fendmenos fue abordado mediante
el andlisis de la concentracion de mercurio alojado en el tejido muscular (con excepcion
de los invertebrados pequefios (<5 mm), en donde todo el cuerpo fue utilizado).
Posteriormente midieron la concentracién del istopo 8'°N. En Mya truncata (almeja)
(que en este estudio ocupa el primer lugar en la cadena alimenticia), determinaron un
promedio menor de §'°N que el determinado en Ursus maritimus (oso polar), que es el
Gltimo en la cadena alimenticia. En Crossaster papposusy Leptasterias sp. (pez estrella)
la concentracion total de mercurio fue menor que para Monodon monoceros (narval).
Estos datos indican la existencia de biomagnificacion y una baja bioacumulacion. Asi
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mismo, observaron que el mercurio se encuentra en concentraciones bajas en individuos
que acumulan muchos lipidos, por lo que éstos no son un buen puente de transferencia
para el mercurio. Por lo anterior, el autor concluye que el mercurio se acumula en los
individuos en mayor concentracién conforme a su posicién en la cadena alimenticia, sin
embargo no encontrd evidencias de la acumulacion del mercurio a través del tiempo en
el tejido muscular.

Baca en el 2000, estudid los efectos toxicos de los siguientes compuestos: metil
mercurio, chlorpyrifos, atrazina, metano arsonato monosodico, ademas de luz UV en
sistemas planctonicos de un mesocosmos (humedal) de 500 L. Se analizé el tamafio de
distribucién. El microcosmos tratado con metil se encontré a un nivel ambiental de 0.2
mg/kg de peso hiimedo al emplear una concentracion baja. Para la concentracion alta el
nivel ambiental fue de 0.4 mg/kg de peso himedo. Observaron que el metil mercurio
siempre altera la forma y biomasa de la distribucion. El autor observé que los individuos
>10 um generalmente disminuyen su biomasa, mientras que los individuos <500 pm son
mas abundantes y su biomasa aumenté 75% cuando el metil mercurio se encontr6 en
concentracion baja. Por otra parte, reportd que el efecto negativo del metil mercurio en
los individuos mas pequefios (que son los productores primarios de la comunidad
planctonica) aumento en los dias 1-4. Como consecuencia, el nimero de individuos mas
grandes disminuyd en los dias 8 y 16. Aunque el pez gato no sea un organismo
planctonico, se encontrd en el cuerpo de agua y acumuld el metil mercurio en sus
tejidos, pero no se observo efecto negativo en su sobre vivencia. El autor concluyd que
el metil mercurio se bioacumula y es téxico en la mayoria de los individuos del sistema,
afectando a la comunidad planctonica en mayor grado que los herbicidas e insecticidas,
por lo que sugiere que se necesitan evaluaciones de los efectos tdxicos en comunidades
y ecosistemas.

En 1998 Gonzalez y colaboradores, evaluaron los efectos del cadmio y plomo en
la cadena tréfica marina y detectandola tnicamente en la cadena tréfica bentdnica-
demersal. Los organismos de dicha cadena se alimentan de materia organica en los
sedimentos marinos, donde estos metales son acumulados durante todo el afio en
condiciones anoxicas (oxigeno minimo). También encontraron que en condiciones
hipdxicas (donde el oxigeno disuelto aumenta), los metales se solubilizan, y que un
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cambio en la composicion normal del agua de mar puede afectar la adsorcién o
desorcion del metal. El cadmio fue encontrado en los sedimentos de la bahia del Norte
de Chile en una concentracion de un intervalo de 0-20 p/g.

JUSTIFICACION
Debido a la importante repercusion de los metales pesados sobre los organismos

(acudticos y no acudticos) y en el uso de aguas contaminadas consumidas por el
hombre, se han realizado estudios de toxicidad en diversas especies, sin embargo, en
México son escasos los trabajos sobre los dafios que los metales pesados ocasionan a
las comunidades acuaticas, en particular el zooplancton que es el grupo de organismos
mas sensible a toxicidad por metales pesados.

Actualmente en México son pocos los grupos que estudian organismos como
indicadores bioldgicos, por lo que recientemente se han iniciado estudios con rotiferos y
claddceros (Sarma, et al., 1998; Rico-Martinez, et al, 1999; Sarma, et al, 2000) para
evaluar ecotoxicidad. A pesar de ello, los trabajos realizados a la fecha se enfocan
tnicamente a los Daphnidos (por su gran tamaiio) y no se les da importancia a la gran
cantidad de cladéceros que existen, por lo que este trabajo se enfoca en el estudio del
organismo Alona rectangula planteando los siguientes objetivos.

OBJETIVOS
GENERAL
Estimar diferentes niveles toxicos del cadmio y mercurio en condiciones de
restriccion de densidad alimenticia en el Cladécero Alona rectangula.
ESPECIFICOS
¢ Determinar la concentracion letal media (CLsp-24 h) del cadmio y mercurio para
el cladécero, Alona rectangula
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MATERIALES Y METODOS

El cladocero Alona rectangula (Sars, 1867), fue aislado del Lago de Chapultepec.
Esta especie fue cultivada en masa en un acuario de vidrio de 4-L en una solucién
fisiologica estandarizada conocida como “agua reconstituida 6 medio EPA”. Este medio
fue preparado disolviendo en 20 L de agua destilada: 1.9 g de NaHCOs;, 1.2 g de
CaS0,, 1.2 g MgSO4 y 0.04 g de KCl (pH 7.5) (Andnimo, 1985). El cultivo de Afona
rectangula fue alimentado con el alga verde Chlorella vulgaris a una densidad de 2x10
céls/ mi™.

El alga Chlorella vulgaris fue cultivada en masa, bajo condiciones asépticas
colocandola en botellas de 2 L, con iluminacion artificial continua (aproximadamente
1000 - 2000 lux) las 24 horas del dia a 25-26°C en medio basal de Bold (Borowitzka y
Borowitzka, 1988) (ver Anexo). Como fuente de carbono adicional al medio de
crecimiento se utilizd bicarbonato de sodio y se cultivd hasta que el alga se encontrara
en fase de crecimiento logaritmico (durante 15 dias aproximadamente). Posteriormente
se colocaron a 4°C hasta que el alga sedimentara. Después se decant6 el sobrenadante
para concentrar el alga y se realizé un conteo de células utilizando una camara de
Neubaeur observando mediante microscopia dptica a una magnificacién 10 X (Gama y
colaboradores, 2001).

Para las pruebas de toxicidad se elaboraron soluciones patrén de cloruro de
cadmio (CdCl,) y cloruro de mercurio (HgCl;), ambas a una concentracion de 1000 mg/
L? en agua destilada y se mantuvieron en refrigeracion en botellas dmbar. Dichas
soluciones fueron renovadas cada 30 dias. De las soluciones patron se derivaron
soluciones a una concentracion de 10, 000 ug/mi, mismas que se renovaron cada
semana. A partir de éstas se tomaron los volimenes adecuados para diluirse en medio

EPA y obtener las concentraciones experimentales deseadas (Figura 1).

Fase experimental

Se evalud la toxicidad aguda y cronica para ambas sustancias quimicas. Para ello
fue necesario primero determinar el intervalo experimental (range finding test). Con
esta prueba se determind el rango aproximado de concentraciones del toxico mediante
el uso de una gama de concentraciones logaritmicas del mismo, incluyendo entre ellas
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una que elimine a todos los organismos, otras a pocos organismos y otras a ninguno.
Una vez obtenida la concentracion o concentraciones en las que los individuos
sobreviven, se hizo una dilucion en serie, definida como la constante por la que hay que
multiplicar una concentracién dada para obtener la siguiente en orden descendente
(American Public Health Asociation, 1992).

La dilucién en serie nos permitié obtener la escala completa de concentraciones
para realizar la prueba de toxicidad aguda, expresada como la concentracion letal media
(Clso). Una vez calculada la concentracion letal media mediante el Método Probit o
Método de las Unidades Probabilisticas se determinaron los niveles de téxico para
realizar la prueba de toxicidad cronica mediante crecimiento poblacional.

La toxicidad aguda (Clso), se define como la mortalidad en una prueba individual
a diferentes tiempos bajo diferentes concentraciones del toxico (Sarma y Nandini, 1999)

Range finding test

Para determinar el intervalo experimental se realizaron pruebas en viales de
vidrio de 100 ml con un volumen total de 50 ml para cada toxico. Se utilizdé como
alimento Chlorella vulgaris en una densidad de 0.5x10° céls/ mi” en medio EPA. En
cada vial se introdujeron 10 individuos de diferentes edades, que fueron expuestos el
toxico durante 24 hrs. Posteriormente se estimd la mortandad, contando los individuos
vivos succionandolos con una pipeta Pasteur bajo microscopia estereoscépica a 40
aumentos. El criterio de muerte en los individuos fue la ausencia de movimiento (Sarma
y Nandini, 1999). Las concentraciones nominales utilizadas para determinar el intervalo
experimental con cadmio y mercurio fueron las siguientes: 0.001, 0.005, 0.01, 0.05, 0.1,
1, 10 mg /L'y un grupo testigo (sin tdxico).

Concentracion letal media (CLso)

Para esta prueba se estimd la concentracion a la cual muere el 50 % de la
poblacion experimental (CLsg).

Este bioensayo consistié en exponer a 20 individuos de una edad promedio de la
primera reproduccion a 5 concentraciones de Cd y Hg. Dicho ensayo se realizé en viales
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de vidrio de 100ml con un volumen total de 50 ml, de los cuales, 25 ml son de medio
EPA. Ademas del grupo experimental se mantuvo un grupo testigo (sin toxico). De cada
concentracion se analizaron tres replicas. Los individuos fueron expuestos al toxico
durante un periodo de 24 h y posteriormente se determind la mortandad mediante el
conteo de los individuos vivos succionandolos con una pipeta Pasteur observando a
través de un microscopio estereoscopico a 40 aumentos. El criterio de muerte en los
individuos fue la ausencia de movimiento (Sarma y Nandini, 1999).

Las concentraciones del toxico probadas fueron: Para cadmio 0.05, 0.1, 0.2, 0.4,
0.8y 1.6 mg/ L™, y para mercurio 0.000078, 0.0015, 0.0031, 0.0062, 0.0125, 0.025 y
0.05 mg/ L'}, estas concentraciones se prepararon por dilucién en serie a partir de la
solucién patrén. A cada vial se agregd Chlorella vulgaris a una densidad de 0.5x10°
células/ mi* en medio EPA. Cada envase tuvo un volumen total de 50 ml. Las
concentraciones de toxico para esta prueba se obtuvieron mediante diluciones en serie,

Crecimiento poblacional

Los efectos a largo plazo se definen como cambios que pueden estar
relacionados con el apetito y metabolismo. Como consecuencia de éstos, se afectan el
crecimiento y la tasa de reproduccion (Sarma y Nandini 1999). Para la prueba de
toxicidad crénica se estimé el crecimiento poblacional con las siguientes concentraciones
de toxico: para el cadmio: 0.00625, 0.0125, 0.025, 0.05, 0.105y 0.21 mg /L? y para
el mercurio 0.00033, 0.00066, 0.0013, 0.0026, 0.0053 y 0.0107 mg /L*. Estas
concentraciones fueron calculadas con el Método Probit o Método de las Unidades
Probabilisticas utilizando el resultado obtenido del CLsg-24 h. Este método es utilizado
para evaluar la relacion dosis-respuesta de un contaminante sobre un organismo
(Finney, 1971).

El ensayo consistid en exponer a 20 individuos en edad promedio de la primera
reproduccion a 6 concentraciones de Cd y Hg con tres replicas cada una. Se utilizaron
viales de vidrio de 100ml con un volumen total de 50 ml (25 ml de medio EPA). Se
analizé demas un grupo testigo (sin tdxico). Los individuos sobrevivientes se contaron
cada 24 hrs mediante succién con una pipeta Pasteur al microscopio estereoscopico a
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40 aumentos. Los individuos fueron transferidos a viales con el medio, (alga y toxico) en
concentraciones antes mencionadas. Los cladoceros vivos se cambiaron de envase
filrdndolos a través de una malla de 50 um. En los recambios diarios se mezclo el doble
de las concentraciones requeridas tanto del toxico como del alga en proporciones
iguales antes de usar el medio con el fin de evitar una posible pérdida del tdxico,
ocasionada por la presencia del alga en ausencia de los individuos experimentales. Se
retiraron los individuos muertos para evitar una posible contaminacién ajena a la del
toxico. Cada tratamiento duré aproximadamente 20 dias, dia en que las poblaciones
experimentales empezaron a decaer.

Debido a que las algas son esenciales en el crecimiento poblacional se probaron
dos tratamientos, cada uno con una densidad distinta de alimento. Se manejaron
densidades de 0.5 y 2 x 10° céls /ml™ de Chlorella vulgaris en medio EPA. Para el grupo
testigo no se afadi6 toxico y se le agregd la misma densidad de alimento.

Para evaluar el efecto del toxico y la densidad alimenticia en el medio se estiman
las siguientes variables de la poblacién: crecimiento poblacional, maxima densidad
alcanzada, tiempo en el que se alcanza la maxima densidad y la tasa intrinseca de
crecimiento poblacional por dia (r) (Sarma y Nandini, 1999).

Para estimar la tasa de crecimiento poblacional ( r ) se usd la ecuacién
exponencial de Krebs (1985): r= (Ln Nt — Ln No)t, donde N,= densidad inicial; N; =
densidad final (ind. mi™) y t es el tiempo en dias.

Para establecer la significancia de los efectos de las concentraciones de los
toxicos, en los dos niveles de alimento se utilizé un andlisis de varianza (ANOVA) de dos
factores (Sokal, 2000)

RESULTADOS
Comparando el impacto téxico de los metales pesados, ambos ejercieron un efecto
significativo en las respuestas de Alona rectangula tanto a exposicion aguda como
cronica. La magnitud de los efectos dependié del nivel de alimentacién (0.5 y 2 x 10°
céls/ml™); pues en general, siempre fue mayor en condiciones de poco alimento. Con
respecto a los dos toxicos, el mercurio resulté sustancialmente mas téxico para Alona

que el cadmio.
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Toxicidad aguda

El intervalo de tolerancia para Alona rectangula, fue entre 0.1 a 1 mg /L*
durante una exposicion de 24 hrs para cadmio y para mercurio se encontrd una
concentracion nominal que va de 0.01 a 1 mg /L™ (todas las concentraciones fueron
nominales).

Los valores obtenidos en este estudio para evaluar la concentracion letal media
(CLso) fueron los siguientes: en la exposicion a cadmio con base en la ecuacion y=
5.399 + 4.039 X Logy, el valor fue de 0.838 mg /L' (Figura 2) y en exposicion a
mercurio con base en la ecuacién y = 14.536 + 4.836 X Log, fue de 0.0107 mg /L™
(Figura 3).

En los datos obtenidos para la concentracion letal media, se observd que el
mercurio es 80 veces mas toxico que el cadmio, esto se puede visualizarse al comparar

los valores obtenidos para cada metal.

Toxicidad crénica

En general, la tendencia de las curvas de crecimiento poblacional para cadmio
con los dos niveles alimenticios (Figura 4 y 5) muestra que las poblaciones crecieron en
relacion al incremento en la cantidad de alga disponible en el medio. Sin embargo para
el mercurio no fue asi, ya que éste es 80 veces mas toxico que el cadmio, esto se ve
reflejado negativamente en la sobre vivencia de la poblacién (Figura 4 y 5).

Las respuestas del claddcero en exposicion crénica indican que Alona rectangula
presenté un crecimiento poblacional significativamente (PL 0.001) reducido, mostrando
un resultado 50% menor que el presentado por el grupo testigo, alin cuando estuvo
expuesto a concentraciones de 0.0026 y 0.0125 mg /L' de cadmio y mercurio
respectivamente. Cabe destacar que dicho comportamiento fue mas pronunciado
cuando los individuos estuvieron expuestos a una mayor concentracion de alimento en
el medio (Figura 4 y 5). Por otro lado el mercurio nos permitio ver que el cladocero
aumenta en su crecimiento poblacional mas o menos de manera gradual en relacion a
los incrementos de concentraciones de este metal en el medio. Sin embargo este
comportamiento fue diferente con el cadmio, el cudl indujo respuestas poblacionales
muy parecidas ain en diferentes concentraciones del téxico.
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En general a mayor densidad alimenticia, la magnitud de toxicidad de ambas
poblaciones fue mayor.

Densidad maxima

En general se observd que los individuos expuestos a cadmio alcanzan primero su
densidad maxima que los expuestos a mercurio, que es mds toxico. Se observd que el
cladécero Alona rectangula alcanzd su densidad maxima cuando estuvo expuesto a la
menor concentracion de cadmio. La tendencia fue mas pronunciada a mayor nivel de
alimento en el medio de crecimiento (Figura 6).

Para el mercurio se observd que A/ona alcanza su densidad méxima alrededor de
una concentracién de 0.00066 mg/L' del téxico y las concentraciones fueron
cuantitativamente superiores en presencia de la densidad mas baja de alimento 0.5 x
10° céls/ml que con las mas alta 2 x 10° céls/ml (Figura 7). Como puede apreciarse, el
mercurio induce un patrén inverso al del cadmio en la densidad.

A individuos de la especie Alona rectanguia, a los que se administré cadmio,

fueron alimentados con la densidad mas baja de alimento y presentaron una densidad
maxima con un rango que va de 40 a 360 indv./ 50 mi, mientras que para los
individuos que no se les administro téxico (grupo testigo) presentaron una densidad
méxima de 455 indv./50 ml. A su vez, los individuos que fueron alimentados con la
densidad mas alta de alimento presentaron una densidad maxima en un rango que va
de 25 a 700 indv./S0 ml. Los individuos a los que no se les administrd toxico (grupo
testigo) presentaron una densidad maxima de 1700 indv./50 ml (Figura 6).
Los individuos a los que se administro mercurio, que se alimentaron con la densidad
mas baja de alimento, presentaron una densidad maxima con un rango, que va de 20 a
200 indv./50 ml. A su vez, los individuos que fueron alimentados con la densidad 2 X
1{)5 céls /ml™ de Chlorella, presentaron una densidad méaxima con en rango que va de
40 a 100 indv./50 ml (Figura 7).

En el caso de los individuos expuestos a cadmio, hubo un efecto significativo
dependiendo (P < 0.001, ANOVA con dos factores) de la densidad de alimento, asi
como de la concentracion de téxico y la interaccion de ambos factores (Tabla 1). Con
mercurio, hubo un efecto significativo (P < 0.001, ANOVA con dos factores) de la
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densidad de alimento, asi como de la concentracion de toxico, pero la interaccion de los
dos factores no causo efectos significativos (Tabla 2).

Dia de densidad maxima

En general, se observé que Alona rectangula expuesto a cadmio con la densidad
de alimento baja (0.5 x 10° céls/ml) alcanzé su densidad maxima alrededor del dia 16.
Esto se observé también para la poblacion testigo, mientras que la poblacion expuesta a
cadmio con una alta densidad de alimento 2 x 10° céls/ml oscild alrededor del dia 20 al
igual que la poblacion testigo. El dia de densidad maxima fue independiente de la
concentracion del toxico en el sistema experimental (Figura 8).

La poblacion expuesta a mercurio se comportd similar sélo para los niveles bajos
del alimento, ya que para los niveles altos, el dia de densidad maxima se alcanzé entre
los 8 y 10 dias, presentandose una disminucion de la poblacién expuesta a la
concentracion alta de alimento (Figura 9).

Los individuos a los cudles se administrd cadmio y se alimentaron con la
densidad mas baja de alimento presentaron su densidad maxima entre los dias 2 y 21,
mientras que en el grupo testigo la densidad maxima se alcanzo el dia 14.

A su vez, a los que se les administrd la densidad mas alta de alimento,
presentaron un rango que va del dia 2 al 22, mientras que el grupo testigo alcanzd su
densidad maxima el dia 20 (Figura 8).

Los individuos a los que se administré mercurio, y se les alimentd con la densidad
mas baja de alimento, presentaron una densidad maxima en un rango que va de 1 a 16
dias, mientras que los individuos a los que no se administré toxico (grupo testigo), la
densidad méxima se alcanz6 el dia 14. A su vez, a los que se les administré la densidad
mads alta de alimento, presentaron un rango que va del dia 1 al 11 y el grupo testigo
llegd a su densidad méxima el dia 20 (Figura 9).

En los individuos que fueron expuestos a cadmio, se observo un efecto significativo (P <
0.001, ANOVA de dos factores) de la densidad de alimento, asi como de la
concentracion de tdxico y la interaccion de ambos factores (Tabla 1). En el caso del
mercurio, hubo un efecto significativo (P < 0.001, ANOVA de dos factores) de la
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densidad de alimento, asi como de la concentracion de téxico y la interaccion de ambos
factores (Tabla 2).

Tasa de crecimiento poblacional por dia (r)

Cadmio- Los individuos a los que se administrd la densidad mas baja de
alimento (0.5 x 10° céls /mi™) presentaron una tasa en un intervalo de 0.22 ind/dia™.
Para el grupo testigo y para la concentracién mas alta (0.21 mg /L) de cadmio se
obtuvo en un intervalo de -0.720 ind/dia™, mientras que para la densidad mas alta de
alimento (2 x 10° céls /ml™) el grupo testigo tuvo un intervalo de 0.224 ind/dia”, y
para la concentracién mas alta (0.21 mg /L) del metal pesado la tasa se present6 en
un intervalo de -0.460 ind/dia™ (Figura 10).

Mercurio- Los individuos tratados con la densidad mas baja de alimento (0.5 x
10° céls /mi™") presentaron una tasa en un intervalo de 0.22 ind/dia’ para el grupo
testigo y para la concentracién mas alta (0.0107 mg /L'*) de mercurio se obtuvo en un
intervalo de -0.124 ind/dia’. Los individuos tratados con la densidad mas alta de
alimento (2 x 10° céls /mI?) presentaron una tasa en un intervalo de 0.224 ind/dia
para el grupo testigo y para la concentracion mas alta (0.0107 mg /L") de tdxico se
obtuvo una tasa en un intervalo de —0.666 ind/dia™* (Figura 11).

Para los individuos que fueron expuestos a cadmio, se obtuvo un efecto
significativo (P < 0.001, ANOVA de dos factores) de la densidad de alimento, asi como
de la concentracion de toxico, sin embargo, la interaccién de ambos factores no causd
un efecto significativo (Tabla 1). En el caso de mercurio, hubo un efecto significativo (P
< 0.001, ANOVA de dos factores) de la densidad de alimento, asi como de la
concentracion del toéxico y la interaccién de los ambos factores (Tabla 2).
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Concentracion letal (CLsg) con Cloruro
de cadmio (CdCl,)

y=5.309+4.039Log,,=.838my/L” o

¥ =0656
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Concentraddn logaritimica de toxico

Figura 2. Concentracion letal media (CLsg) de Alona rectangula con una
exposicién de 24hrs. para cadmio con una densidad de 0.5 x 10° céls ml™ de
Chlorella vulgaris.
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Concentracion letal (CLso) con
Cloruro de mercurio (HgCl,)

1 y=1454+4851ay,=00107 g’
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Figura 3. Concentracién letal media (CLso) de Alona rectangula con
una exposicion de 24 hrs. para mercurio con una densidad de 0.5 x
10° céls /ml* de Chlorella vulgaris.
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Figura 4. Relacion del crecimiento poblacional con diferentes concentraciones de metales pesados (mg
/L"), cadmio (circulos), mercurio (cuadrados), en grupos experimentales y un grupo testigo (triangulos),
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Densidad alimenticia 0.5 x 106 céls/ml de Chlorella vulgaris

Densidad maxima (Total)
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Figura 6. Relacion de la densidad maxima entre las diferentes concentraciones

de Chiorella vulgaris (0.5 y 2 x 10° cél/ml) a diferentes niveles de cadmio.

Valores promedio y error estandar.
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Densidad alimenticia 0.5 x 108 céls/ml de Chlorella vulgaris

Densidad maxima (Total)
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Figura 7. Relacion de la densidad maxima entre las diferentes concentraciones

de Chlorella vulgaris (0.5 y 2 x 106 cél/mi) a diferentes niveles de mercurio.
Valores promedio y error estandar.
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Densidad alimenticia 0.5 x 10° céls/ml de Chlorella vulgaris

5G y
cadmio

45

40

35+

30 -

25+

-
1

20

15 -

10 -

Dia de densidad maxima (Total)

? i 3 ot
" Testign 0.00625 00125 0025 005 0105  0.21
Concentracion toxica (mg /L)

Densidad alimenticia 2 x 10° céls/ml

. [ e |

45 | S S P e T

25

15+

Dia de densidad maxima (Total)

[V — i il i S g2
Testigo 000625 00125 0025 005

0.105
Concentracion toxica (mg ,"L'1)

Figura 8. Relacion del dia de densidad maxima entre las diferentes concentraciones
de Chiorella vulgaris (0.5 y 2 x 10° cél/ml) a diferentes niveles de cadmio.
Valores promedio y error estandar.
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Densidad alimenticia 0.5 x 10 céls/mI de Chlorella vulgaris
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Figura 9. Relacién del dia de densidd maxima entre las diferentes concentraciones

de Chiorella vulgaris (0.5y 2 x 106 cél/ml) con diferentes niveles de mercurio.
Valores promedio y error estandar.



Densidad alimenticia 0.5 x 108 céls/ml de Chlorella vulgaris
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Figura 10. Relacion de la tasa de crecimiento poblacional por dia (r) entre

diferentes concentraciones de Chlorella vulgaris (0.5y 2 x 106 cél/ml)
con diferentes niveles de cadmio. Valores promedio y error estandar.
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Figura 11. Relacion de la tasa de crecimiento poblacional por dia (r) entre

diferentes concentraciones de Chiorella vulgaris (0.5 x 2 106 cél/mi)
con diferentes niveles de mercurio. Valores promedio y error.
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DISCUSION

Las concentraciones registradas en este estudié son de particular interés ya que
se han reportado concentraciones de téxico de 0.0046 + 0.0023 mg/kg de cadmio, en
cuerpos de agua contaminado por actividades antropogénicas y en sedimentos de agua
no contaminada se han encontrado concentraciones de cadmio de 0.04 a 0.8 mg/kg
(Merian, 1991). Se ha documentado la toxicidad de algunos metales pesados,
insecticidas y otros toxicos para varias especies de rotiferos, por ejemplo Brachionus
patulus, Brachionus calyciflorus, Asplanchna sieboldi, para oligoquetos como Tubifex
tubifexy para cladéceros como Daphnia magna entre otros.

Toxicidad aguda

Existen numerosas investigaciones en la Gltima década sobre el efecto agudo
(CLsp) de sustancias toxicas (incluyendo algunos metales pesados) en una amplia gama
de invertebrados acuaticos. Resulta interesante distinguir que en el intervalo <1 mg/L,
muchos organismos decaen notablemente, sefialando que son organismos de distintas
formas bioldgicas y taxondmicas.

Por ejemplo, Fargosova (1994) trabajé con el oligoqueto Tubifex tubifex y el
cladécero Daphnia magna exponiéndolos a toxicidades agudas con mercurio y cadmio.
Estimé que las concentraciones letales medias (en 24 h), de Tubifex tubifex oscilan,
entre 0.48 — 0.55 mg /L™ para mercurio y entre 2.59 - 3.67 mg /L para cadmio. Para
Daphnia magna se estimaron entre 0.04 - 0.08 mg /L™ de mercurio y de 0.45 - 0.77 mg
/LU para el cadmio. El estudio concluye en que el mercurio resultd mas toxico que el
cadmio y que el claddcero es mas sensible que el oligogueto.

Por su parte, Gama (2001), determind una Clsp para el rotifero bentdnico,
Euchlanis dilatata de 0.88-10.66 mg /L con el insecticida 6rgano fosforado, paration
metilico. En el caso de los metales pesados mercurio y cadmio los rotiferos litorales, B.
calyciflorus y B. patulus presentaron un rango de tolerancia de 0.1 y 0.5 mg /L
demostrando que son mas sensibles al mercurio que al cadmio (Sarma, ef al., 2000).
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Por lo que las especies de rotiferos litorales antes mencionadas, son mas sensibles que

las especies pelagicas.

Como se observo, los resultados de esta investigacion coinciden con los sefialado
anteriormente. La toxicidad aguda es mas intensa con mercurio que con el cadmio y el
cladécero Alona rectangula es muy sensible a ambos toxicos

Por otra parte, las concentraciones letales medias registradas en este estudio,
son de particular relevancia ya que se han reportado valores de 0.04 — 0.80 mg/kg de
cadmio en sedimentos de algunos cuerpos de agua (Merian, 1991) lo cud! significa que
la comunidad asociada al sedimento esta expuesta frecuentemente a toxicidades agudas
con efectos potencialmente catastroficos para las poblaciones.

Ahora bien, estas cantidades de téxicos serdn bioacumuladas por algunos
organismos (Travieso, et a4 1999), inhibiendo sistemas enzimaticos y afectando con
esto, procesos bioquimicos y fisioldgicos (Atwell, et af 1998, Gonzdlez, et af 1998,
Travieso, ef af 1999). Esto ocurre al estar en contacto con el téxico por un tiempo
prolongado. Gama (2000) mostré que la especie litoral Euchlanis dilatata (Koste, 1978)
es mas sensible que otros organismos pelagicos del género Brachionus. También los
cladéceros litorales son mas sensibles al mercurio que los organismos pelagicos como
Daphnia magna (Fargosova, 1994).

Toxicidad crénica

Estimar la concentracion de alimento que se le suministrara a una poblacion es
vital ya sea en condiciones de laboratorio 0 en un ambiente natural, (contaminado por
actividades antropogénicas). Se sabe que en condiciones de laboratorio el tipo de
alimento modifica la sensibilidad del metal, ya sea en toxicidad aguda o crdnica
(Martinez, A., 1994). Por lo anterior, se administr6 Chlorella vulgaris que es una
microalga muy utilizada debido a su gran cantidad de nutrientes que provee a los
individuos (Sarma, et al, 2001). También se ha encontrado que la reduccién del
crecimiento somatico de una poblacién en contacto con un contaminante, es resultado
de la cantidad de alimento disponible (Sarma, et a/ 2000).
Por lo anterior se tomaron dos densidades de alimento 0.5 y 2 x 10° céls /ml™.
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El grupo testigo, con una alimentacion de 0.5 x 10° céls /mi™* de Chorella vulgaris,
incrementé su poblacion de manera rapida, y en el dia 15 decayé paulatinamente
debido a que estos individuos al tener en su medio poco alimento, dedican su energia
Unicamente a reproducirse, por lo que para el dia 11, alcanzaron una densidad maxima
promedio de 455 individuos (Figura 4).

Sin embargo los individuos del grupo testigo que se les alimento con 2.0 x 10°
células /mI™ de C. wuigaris, incrementaron paulatinamente su poblacion, hasta alcanzar
en el dia 20 una densidad maxima de 1700 individuos, posteriormente decayeron
lentamente (Figura 5). Esto se debe a que al tener mayor cantidad de comida en su
medio su energia la concentran para aumentar su masa corporal y después para
reproducirse (Lampert y Sommer, 1997), en otras palabras, la concentracion de
alimento es un factor que puede influenciar negativamente en la sobre vivencia y
reproduccion en pruebas crénicas (Martinez, et al., 1994 (b)). El decremento del grupo
testigo es debido a que el sistema alcanza rapidamente su capacidad de carga muriendo
muchos individuos por inanicién, obteniéndose muchas generaciones de individuos en
menos tiempo.

En el crecimiento poblacional con cadmio en una densidad de alimento de
0.5 y 2 x 10° céls /mI™! de Chiorella vulgaris, las concentraciones mas bajas de téxico
(0.05, 0.105 y 0.21 mg /L"), se comportan de manera similar. Existe reproduccion
rapida, sin embargo no se alcanza una buena densidad, esto es debido a que al estar en
contacto con el toxico, la poblacion se encuentra en estrés y posiblemente deriva mas
energia para contrarrestarlo que para aspectos reproductivos por lo que no puede
aumentar su densidad (Figura 4 y 5) . En el caso de los individuos expuestos a las
concentraciones de téxico mas altas, a los cudles se alimentd con 0.5 x 10° céls /mi™
alcanzaron una densidad maxima promedio de 300 individuos (Figura 4), sin embargo
en las mismas concentraciones, a las cudles se les alimentdé con 2 x 10° céls /ml™
alcanzaron una densidad maxima promedio de 700 individuos (Figura 5). Esto se debe,
a que con una mayor concentracion de Chiorella vulgaris el toxico se encuentra menos
disponible, ya que las células de las microalgas plausiblemente son capaces de fijar
moléculas de metales pesados, como menciona Travieso en (1999). Con una mayor

38



concentracion de algas los individuos tienen ungrr%wasimilacién de nutrientes y
mayor resistencia a los efectos de los toxicos, ya que las algas también tienen la
capacidad de reducir los efectos toxicos de los metales pesados (Canizares-Villanueva,
et al 1999, Cechine y Snell, 1999). Ademas las algas son capaces de detoxificar el
medio de metales pesados (Gotsis, 1982; Hawkins vy Griffiths, 1987). Por otra parte
Gama y colaboradores, 2001 muestran, como el metil paration mitiga su toxicidad
cuando al rotifero Euchlanis dilatata se le administra la concentracion més alta de
Chiorella (2 x 10° céls /ml™).
\ZT.

Con respecto al crecimiento poblacional, en los individuos expuestos a mercurio,
y a los que se dio la concentracion mas baja de alimento (0.5 x 10° céls /ml™), se
observé que para las dos concentraciones mas altas de téxico (0.0107, 0.0053 mg /L™),
no aumentaron mucho su densidad poblacional debido a la toxicidad del metal y
murieron rapidamente (Figura 4). En otras palabras al estar en contacto con el téxico, la
poblacion se encuentra en estrés e invierte energia en la reproduccién por lo que
aumentd la poblacién inmediatamente, sin embargo al no tener suficiente alimento en
su medio, la poblacion no pudo recuperarse.

Para las 4 concentraciones siguientes (0.00033, 0.00066, 0.0013 y 0.0026 mg /L
1), a las cudles se les administraron 0.5 x 10° céls /mlI™, adquirieron una mayor densidad
maxima promedio comparada con la observada en los individuos a los que se
administraron 2 x 10° céls /mi* de Chiorella, ya que la concentracion mas baja de
alimento alcanza una densidad maxima promedio de 400 individuos, sin embargo para
las mismas concentraciones de tdxico a las cudles se les dio la concentracion mas alta
de Chiorella, alcanzan una densidad maxima promedio de 200 individuos, esto se debe a
que los individuos a los que se administrd la concentracion mas alta de alimento se
encuentran tan intoxicados por el metal, que se afecta entre otros aspectos, su
capacidad de filtracion (28.4 mg/L) (Dodson y Frey, 1991) (Figura 4 y 5). Esto es
ocasionado porque el efecto toxico-alimenticio es doblemente negativo, debido a la gran
toxicidad que presenta el mercurio, el cual resulté 80 veces mas toxico que el cadmio.

Esto es apoyado por Martinez y colaboradores, 1994 (b)), ya que ellos

encuentran que una concentracion de 10 mg /L de Chlorella, inhibe el crecimiento
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poblacional de Daphnia magna, acordando que la concentracion alimenticia es un factor

negativo que influye en la sobre vivencia y reproduccion en pruebas cronicas.

Para los valores de r, la poblacién a la que se le alimentd con la concentracion
mas baja de alimento se obtuvo, un valor (r) de 0.05 ind/dia™ para la concentracién de
0.025 mg /L™ de cadmio y para la concentracién de 0.0026 mg /L™ de mercurio, la cudl
es diez veces menor a la del cadmio se obtuvo 0.10 ind/dia™’. Para la concentracién mas
alta de alimento, se obtuvo un valor (r) de 0.12 ind/dia’ para cadmio, en la
concentracién de toxico de 0.025 mg /L' y 0.06 ind/dia’ para mercurio de la
concentracién de 0.0026 mg /L (Figura 10 y 11).
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CONCLUSIONES

Debido a que los metales pesados no esenciales tienen un efecto negativo en el
crecimiento de las poblaciones, es posible observar con Alona rectangula que el

cadmio es 80 veces menos tdxico que el mercurio.

Los individuos pueden mitigar la toxicidad del cadmio cuando se encuentran con
densidades altas de alimento. Debido a la gran toxicidad del mercurio los
individuos no pueden mitigar su efecto aln en presencia de altas densidades de

alimento.

Es importante el estudiar un organismo litoral como es Alona rectangula,
debido a que este se encuentra mas expuesto a los metales pesados que se
encuentran sedimentados en el piso y paredes del cuerpo de agua; por lo que se
concluye que los individuos litorales pueden ser un mejor indicador bioldgico. Con
lo anterior se sugiere el que se elaboren estudios, no sélo con Daphnidos si no

con diferentes individuos, ya sea de tipo pelagicos asi como con litorales.

Debido a la gran cantidad de individuos obtenidos para el grupo testigo se
observé que Alona rectangula es un organismo que se puede mantener
facilmente y a un bajo costo en el laboratorio, por lo que se sugiere el trabajar

mas con individuos del género Alona.

Se puede apreciar la importancia de las diferentes densidades utilizadas de
alimento, ya que estas son capaces de reducir los efectos tdxicos de los metales
pesados.
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ANEXO

ANOVA (Bifactoriales)
Alona rectangula
(Densidad Mixima)
Fuente de variacion df S8 MS F
SUBGRUPOS 13 7911266.000 608558.92
Factor A 1 732600.500 732600.50 78.48***
(concentracion de alimento)
Factor B 6 52125904.000 868817.33 T9.7***
(concentracion de cadmio)
AXB 6 1965761.500 3276626.92 3008
(Interaccion)
entre Subgrupos(error) 28 261384.000 9335.14
TOTAL 41 8172650.000
(Dia de densidad méaxima)
Fuente de variacion df SS MS F
SUBGRUPOS 13 2659.643 204.59
Factor A 1 205.928 205.93 25.14%%*
(concentracion de alimento)
Factor B 6 2310.476 385.08 40.30***
(concentracion de cadmio)
AXB 6 143.239 23.87 2.50*
(Interaccion)
entre Subgrupos(error) 28 229.333 8.19
TOTAL 41 2888.976
(Tasa de crecimiento “ r )
Fuente de variacion df SS MS F
SUBGRUPOS 13 3.855 0.30
Factor A 1 0.114 0.11 6.05*%
(concentracion de alimento)
Factor B 6 3.576 0.60 27.15%%»
(concentracion de cadmio)
AXB 6 0.165 0.03 1.25 ns.
(Interaccion)
entre Subgrupos(error) 28 0.527 0.02
TOTAL 41 4.382

Tabla 1. Se observan las ANOVAS de dos factores realizadas para Alona rectangula, donde se puede
observar, si existen diferencias significativas entre las dos concentraciones de alimento y las siete distintas
concentraciones de cadmio sobre la Densidad maximas, dia de Densidad maxima y tasa de crecimiento
poblacional. Se presentan los resultados de las pruebas de distribucién de F (representadas por *= P<

0.05, **= P< 0.01 y ¥**= P< 0.001).



Alona rectangula

(Densidad Mixima)
Fuente de variacion df S8 MS F
SUBGRUPOS 13 611362.875 47027.91
Factor A 1 118614.750 118614.75  20.62***
(concentracion de alimento)
Factor B 6 420397.875 70066.31 10.44%**
(concentracion de mercurio)
AXB 6 72350.250 12058.38 1.80ns
(Interaccién)
entre Subgrupos(error) 28 161083.375 5752.98
TOTAL 41 772446.250
(Dia de densidad maxima)
Fuente de variacion df SS MS F
SUBGRUPOS 13 1390.976 107.00
Factor A 1 421.167 421.17 69,5 ¥%
(concentracion de alimento)
Factor B 6 815.476 135.91 18.12%**
(concentracion de mercurio)
AXB 6 154.333 25.72 3.43%*
(Interaccion)
entre Subgrupos(error) 28 180.000 6.43
TOTAL 41 1570.976
(Tasa de crecimiento “ r )
Fuente de variacion df SS MS F
SUBGRUPOS 13 2212 0.17
Factor A 1 0.280 0.28 30.95%%*
(concentracion de alimento)
Factor B 6 1.665 0.28 26.30%**
(concentracion de mercurio)
AXB 6 0.267 0.04 4.21%**
(Interaccion)
entre Subgrupos(error) 28 0.253 0.01
" TOTAL 41 2.465

Tabla 2. Se observan las ANOVAS de dos factores realizadas para Alona rectangu/a, donde se puede

observar, si existen diferencias significativas entre las dos concentraciones de alimento y las siete distintas

concentraciones de mercurio sobre la Densidad maximo crecimiento poblacional. Se presentan los

resultados de las pruebas de distribucidn de F (representadas por *= P< 0.05, **= P< 0.01 y **¥= p<

0.001).
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MEDIO DE CULTIVO BOLD BASAL (Gama, 2001)

Proporcion
1.-Nitrato de sodio (NaNOs) 250 g/L
2.-Sulfato de magnesio (MgSO4e7H,0) 75 g/L
3.-Fosfato de potasio dibasico (K;HPO4) 75 g/L
4.-Fosfato de potasio monobasico (KHPO4) 75 g/L
5.-Cloruro de sodio (NaCl) 25 g/L

6.-EDTA (Na;Ci10H14N;0ge2 H;0) 50 g + 31 g KOH /L

7.-Sulfato de fierro (FeSO4¢7 H,0) 4.98 g + 1 ml H,SO4
8.-Acido bdrico (H3BO3) 11.42 g/L
9.-Cloruro de calcio (CaCly) 25 g/L

10.- Elementos traza

e Cloruro de manganeso (MnCle7H;0) 1.44 g/L
e Trioxido de molibdeno (MnO3) 0.71 g/L
e Sulfato de cobre (CuSO4) 1.75 g/L
o Nitrato de cobalto (CO(NO3), 0.49 g/L

Sulfato de zinc (ZnSO4) 8.82 g/L
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