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ITII. RESUMEN

Debido a las cargas que poseen en su superficie los sedimentos actlian como excelentes
receptores de metales, y al ser ingeridos los sélidos en suspension por los cladoceros,
pueden ocasionar que los iones metalicos se mantengan disponibles para dichos
organismos. También se ha observado que los sélidos en suspension per se, pueden causar
un decremento en las tasas de ingestion en los claddceros. Asi, los sedimentos en
suspensién y la presencia de metales pueden afectar adversamente a dichos organismos. y
ademas presentar un efecto sinérgico. Los claddceros pelagicos (ej. Diaphanosoma hirgei'y
Moina micrura), se encuentran distribuidos a través de la columna de agua, a diferencia de
las especies litorales (ej. Alona rectangula), las cuales realizan sus vidas estrechamente
ligadas al fondo de los cuerpos de agua, por lo que se encuentran en contacto mas directo
con los metales debido a la tendencia de los agentes toxicos a sedimentarse. En el presente
estudio se planted el objetivo de analizar el efecto de la interaccion del plomo y los
sedimentos en suspension (ss) sobre la dindmica poblacional de A. rectangula, D. birgei'y
M. micrura, por medio de bioensayos de toxicidad aguda y crénica. En las pruebas de
toxicidad aguda, se obtuvieron las CLso 24h, usando nueve niveles nominales de cloruro de
plomo para cada especie (0, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 y 10 mg PbCl, L' para A. rectangula; 0, 2,
2.5,3,3.5,4,4.5,5y5.5mg PbCl, L™ para D. birgei;y0,1,2,3,4,5,6,7y8 mg PbCl, L’
' para M. micrura), con cuatro replicas para cada concentracion. En las pruebas de toxicidad
cronica, los experimentos de dindmica poblacional y tabla de vida, fueron realizados para
cada especie con dos niveles reales de turbidez (32 mg L' y 277 mg L") y un testigo (sin
sélidos suspendidos). En cada nivel de turbidez se evaluaron cinco concentraciones de
cloruro de plomo (0.044, 0.089, 0.178, 0.355, 0.71 mg PbCl, L para 4. rectangula 'y 0.02,
0.04. 0.08. 0.16 y 0.32 mg PbCl, L™ para D. birgei y M. micrura) y se considerd un testigo
(sin adiciéon del metal), con cuatro replicas para cada tratamiento. En los bioensayos de
toxicidad aguda se encontré una CLsg 24h para 4. rectangula de 7.06 mg PbCl, L™ + ES
0.39, de 3.16 mg PbCl, L' + ES 0.25 para D. birgei y de 3.24 mg PbCl, L™ + ES 0.69 para
M. micrura, donde la especie litoral fue mas resistente a la exposicioén al plomo que las
especies planctonicas. En las pruebas de toxicidad crénica, al analizar la dindmica
poblacional de las especies, se obtuvieron intervalos en las tasas de crecimiento poblacional
(r) de 0.0175 a 0.1270 para A. rectangula, de -0.1418 a 0.1236 para D. birgei y de 0.0343 a
0.2979 para M. micrura, siendo esta tltima la especie con las tasas de crecimiento mas
altas. En las tablas de vida, se obtuvieron intervalos en el promedio de vida de 3.5 a 19.2
dias en 4. rectangula, de 2.3 a 14.4 dias en D. birgei y de 4.5 a 11.2 dias para M. micrura,
y tasas de reproduccion bruta de 1.1 a 20, de 0 a 13.1 y 2.3 a 28, respectivamente,
encontrandose para M. micrura el ciclo de vida mas corto y la reproduccion bruta mas alta.
Los valores mas altos de los parametros antes mencionados, fueron obtenidos en el
tratamiento con la mayor concentracion de sélidos suspendidos (277 mg L"), condicion en
la cual los organismos fueron capaces de resistir las concentraciones mas altas de cloruro de
plomo, mostrando incluso un comportamiento muy similar al grupo testigo con 277 mg L™
de solidos suspendidos. De las especies estudiadas, A. rectangula (organismo litoral), fue
mas resistente a la exposicion aguda al PbCl,. Los resultados obtenidos permiten asegurar
que la presencia de ss promueve el crecimiento poblacional de las especies y reduce a la
vez el efecto toxico del plomo.



1. INTRODUCCION

Los cuerpos de agua Mexicanos son generalmente turbios con sedimentos suspendidos,
esto es ocasionado por las caracteristicas que predominan en la zona tropical, como son
principalmente la irradianza, la temperatura del agua y la mezcla ocasionada por el viento
(Lewis, 1996). Ademas los lagos, presas y microembalses epicontinentales reflejan los
procesos que ocurren en su cuenca debido a la erosion de los suelos, originada por las
precipitaciones fluviales, lo cual ocasiona el transporte de materia orgéanica e inorganica
(s6lidos suspendidos) y el acarreo de fertilizantes y plaguicidas aplicados a los cultivos

agricolas hacia los cuerpos de agua mas cercanos (Arruda et al, 1983; De la Lanza y
Garcia, 2002).

Durante las Gltimas décadas los problemas de contaminacién del agua han recibido una
mayor atencion tanto en los paises industrializados como en los que estan en desarrollo
(Baudo, 1987). Entre los contaminantes acuaticos mas importantes se encuentran los
metales (Fargasova, 1994), ya que las descargas de dichos materiales provenientes de las
industrias representan un serio problema de contaminacién del agua, ocasionado por las

propiedades toxicas de los metales (Cafiizares-Villanueva et al., 2000).

Algunos metales como magnesio, hierro, cobre, zinc y cadmio (este ultimo solo en ciertas
diatomeas marinas y algunas bacterias) son micronutrientes esenciales, pero otros como el
mercurio y plomo no son requeridos por ningun organismo (Chen y McNaught, 1992;
Laws, 2000; Lane y Morel, 2000; Zou, 1997). Dichos iones metalicos suelen penetrar a la
célula a través de los mismos sistemas de captaciéon que utilizan los iones metalicos
fisiolégicamente importantes como son el Ca, Mg, Cu y Zn (Cervantes y Moreno-Séanchez,
1999). Por lo anterior y por su extrema toxicidad, el mercurio (Hg), el cadmio (Cd) y el
plomo (Pb) son considerados como los tres iones metalicos mas peligrosos para la salud

humana y para la contaminacién acuatica (Abel, 2000).



El plomo, después del zinc, es considerado el metal mas abundante en la bidsfera

(Cervantes y Moreno-Sanchez, 1999), como se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 1- Niveles de metales en muestras diversas

Metal Atmosfera | Lagunas y rios | océanos Suelos Plantas | Cenizas | Fertilizantes | Aguas negras Polvos

de paises (mg L") | organicosy | (mgL") | De bosque | Fosfatados | municipalesy | residuales de

De Europa | (ppm 6 mg L") minerales (mg L™ (mg L™ residenciales | incineraciones

y América (mg L™ (mg/Capitaldia) | municipales

(ng/m3) mgL"

Zinc 10 - 16000 2.5 8x10*® 50 - 66 59 - 180 1450 50 - 1450 0.6 - 180 nd
Plomo 0.2 - 13000 >4 0.11 17 - 44 0.1-28 450 7-225 0.71 - 50 nd
Cobre 3 - 4900 2.2 1.5x10° 20 - 350 4-35 200 1-300 1.2-83 1700
Cromo 1-1100 Nd nd nd 04-32 nd 66 - 245 0.1-36 490
Cadmio | 0.5-620 Nd 6x10™ 0.2-09 04-27 8 7-170 0.05-73 1500 |
Niquel 1-120 2.2 2.1x10° 16-70 1-5 200 7-32 0.45 - 36 150
Arsénico | 1.5-53 0.18 nd nd Nd nd 2-1200 0.45 nd
Mercurio | 0.01-11.2 0.09 nd 0.07 - 0.16 Nd nd 0.01-0.12 0.03-3.8 nd

*nd = no determinado.
Tomado de Cervantes y Moreno-Séanchez, 1999.

El plomo se encuentra ampliamente distribuido en las rocas y suelos de la corteza terrestre,

aunque las concentraciones mas altas son solamente de 12-20 ppm. Este metal es extraido

principalmente de depositos de galena o de sulfato de plomo. Es utilizado principalmente

en la produccion de baterias, municiones, pesticidas, fertilizantes, soldaduras, cerdamica,

porcelana, curtiduria, pintura a base de plomo, pigmentos, vidrio y detergentes (Cervantes y
Moreno-Sénchez, 1999; Laws, 2000).

En aguas ocednicas no contaminadas, se puede encontrar plomo en concentraciones de 0.05

a 0.5 mg L! y en aguas intercontinentales niveles de 0.001 a 0.015 mg L' (De Filippis y

Pallaghy, 1994). El limite del plomo disuelto permisible en cuerpos de agua, establecido

por la EPA, para la proteccién de los organismos acuéticos en agua dulce y marina es el

siguiente:




Tabla 2 - Limite permisible del plomo disuelto en cuerpos de agua.

Tipo de agua Criterio de concentracion | Criterio de concentracion
Continua (ug L™ Maxima (ug L)
Marina 8.1 210
Dulce
50 mg L' CaCO, 2 30
100 mg L' CaCO; 2.5 65
200 mg L CaCO, 2.8 136

Tomado de EPA, 1999.

Los sedimentos de los cuerpos de agua, debido a las cargas negativas que poseen en su
superficie, son excelentes receptores de metales, y mientras mas finos son los sedimentos
son mejores receptores de los mismos (De Gregori et al., 1996). Ademés se ha observado
que gran proporcién de los metales que se disuelven en los cuerpos de agua, son adsorbidos
rapidamente por los sedimentos y materia particulada, por ello se ha observado que la
concentracion de metales en los sedimentos de la desembocadura de los rios que conllevan
una carga de metales hacia el mar, puede llegar a ser de entre 10* a 10° mas grande que los
valores de concentracion en la columna de agua de los rios y del mar (De Gregori ¢f al..

1996; Laws, 2000).

Los sedimentos pueden actuar como fuente, sumidero y centro de reciclamiento para
agentes toxicos, porque bajo condiciones de acidez, los metales pueden lixiviarse de los
sedimentos durante mucho tiempo después de que las descargas de contaminantes han sido
detenidas, y de este modo, continiian contaminando la columna de agua (Laws, 2000). Por
Jo tanto el andlisis de las concentraciones de metales en particulas en suspension, en
organismos acudticos y en los sedimentos provee una informaciéon mas completa, de la
contaminaciéon por metales que la misma medicién de las concentraciones de metales
disueltos en el agua (Laws, 2000). Es por lo anterior que los bioensayos de toxicidad en
sedimentos han sido altamente recomendados y usados para conocer el grado de
contaminacion de los cuerpos de agua (Burton 1991; De Gregori et al., 1996; Stemmer ef

al., 1990).



Se ha observado que altas concentraciones de sedimentos pueden causar una gran reduccion
en las tasas de crecimiento poblacional de los cladéceros (Kirk y Gilbert, 1990), y que
mientras mas alta es la concentracién del material en suspension, més decrecen las tasas de
ingestion. Los cladoceros no son capaces de procesar grandes volumenes de particulas
acumuladas en los apéndices toracicos, y el exceso de sedimentos, junto con las algas
colectadas, son rechazados por el post-abdomen antes de la ingestion, previniendo asi que
se obture la boca. Elevados niveles de particulas en suspension también ocasiona que
disminuya el batido de los apéndices toracicos, los cuales son responsables de bombear
agua a través del aparato de coleccion y por lo tanto, disminuye el volumen de agua filtrado
reduciendo asi la tasa de alimentacion. Lo anterior ocasiona que disminuya el movimiento

mandibular, provocando que las tasas de incorporacién de alimento también disminuyan
(Arruda et al., 1983; Hart, 1988; Kirk, 19917y 1991b).

En redes tréficas acudticas algunos metales se acumulan progresivamente hasta alcanzar
niveles tréficos superiores debido a un proceso que se denomina biomagnificacion (Atwell
el al., 1998; Berglund et al., 2000; Carlisle, 2000; Cervantes y Moreno-Sanchez, 1999;
Chen er al., 2000). La importancia de los cladéceros en los cuerpos de agua radica
principalmente en que forman parte importante de la red trofica, ya que forman el eslabon
entre €l fitoplancton, el cual es considerado la principal via de acceso de los metales hacia
niveles troficos superiores (Montague y Montague, 1971), y los organismos planctivoros

(Dodson y Frey, 1991; Zou, 1997).

Actualmente existe amplia informacioén de los cladoceros en diversos aspectos tales como
caracteristicas anatomicas externas e internas y morfologia funcional (Black y Slobodkin,
1987, Dodson, 1989; Jacobs, 1987), fisiologia (Lampert, 1987b; Peters, 1987;),
adaptaciones fisiologicas (Engle, 1985; Lynch, 1989; Tessier y Goulden, 1987), ciclo de
vida (Dodson, 1989; Frey, 1988; Hebert, 1988), distribucién (Dumont, 1987; Petrusek,
2002; Sampaio, 2002), comportamiento ecoldgico y relaciones ecoldgicas (Dodson, 1988;
Kokkinn y Williams, 1987, Lampert, 1987%; Ringelberg, 1987), regulacion de la poblacién
(Dodson, 1989; Gabriel et al., 1987; Taylor, 1988; Threlkeld, 1987), rol funcional en el

ecosistema y acuacultura (Carpenter, 1988; Edmonson, 1987; Fretwell, 1987; McQueen,



1986), especiacion y evolucion (Kammenga y Laskowski, 2000; Negrea ef al., 1999;
Sacherova y Hebert, 2003) y ecotoxicologia (De Boer et al., 2002; Fargasova, 1994; Garcia
et al., 2004; Kammenga y Laskowski, 2000; Klerks y Lentz, 1998; Mangas-Ramirez ef al.,
2002; Pereira et al., 2000) entre otros. Toda esta informacion disponible hace que sea

posible comparar su comportamiento en situaciones normales y bajo alglin tipo de estrés.

Los cladéceros son pequefios crustaceos ampliamente distribuidos (Hutchinson, 1967,
Dodson y Frey, 1991) con una longitud entre 0.2 y 3.5mm, los cuales han sido usados para
bioensayos desde hace 50 afios (Baudo, 1987; Dodson y Frey, 1991). Este grupo ha sido
usado ampliamente en estudios de toxicidad aguda y crénica, como organismos de prueba
para cuantificar el efecto toxico de efluentes, de solo un compuesto (Khangarot y Ray,
1989) y de mezclas complejas (Enserink et al., 1982). Ademas ha sido considerado un
excelente organismo de prueba para el analisis de la calidad del agua de los efluentes que

reciben los ecosistemas acuaticos (EPA, 1991).

El realizar estudios toxicoldgicos con claddceros representa muchas ventajas, ya que las
pruebas con estos organismos son rapidas debido a diversas caracteristicas: su ciclo de vida
es muy corto (de 15 dias en algunas especies), su madurez sexual ocurre en un tiempo muy
corto, su tamafio es pequeflo, son muy econémicos de mantener, tienen una amplia
distribucion, poseen una alta importancia ecolégica, su reproduccion es principalmente por
partenogénesis por lo que se obtienen organismos con muy poca diferencia genética entre la

poblacion y finalmente son sensibles a la contaminacion (Elnabarawy et al., 1986, Zou,
1997).



2. ANTECEDENTES

Diversos trabajos han sido realizados con sedimentos contaminados con metales, pero por
ser sedimentos de rios, presentan tamafios de particula muy grandes, y no son capaces de
mantenerse en la columna de agua como sélidos en suspension. Dichos sedimentos, solo
son utilizados en los bioensayos como una fuente de metales para el medio (por la
capacidad de los sedimentos para adsorber metales en su superficie y posteriormente
liberarlos al medio), por lo que no se toma en cuenta el estrés causado por el material en

suspension (De Boer et al., 2002; Dekker, 2002; Pereira et al., 2000).

De Boer et al. (2002) trabajaron con varios metales (cadmio, cromo, cobre,
mercurio, plomo, niquel, zinc y arsénico) pesticidas, hidrocarburos arométicos policiclicos
(PAH’s), difeniles policlorinados y aceites minerales, utilizando a Daphnia magna,
Chyronomus riparius 'y Vibrio fischeri como organismos de prueba. Los autores resaltan
que es importante conocer la biodisponibilidad de los contaminantes en los sedimentos, ya
que generalmente solo se conoce la concentracion total de los contaminantes en
sedimentos, y no todos los contaminantes presentes estan biodisponibles para los
organismos. Concluyen que los bioensayos son muy utiles para la evaluacion de la
toxicidad de los sedimentos, pero que es necesario realizar mas trabajos para conocer las
causas de la alta variabilidad de dichos bioensayos, la cual puede ser debida a
combinaciones complejas de contaminantes, incluyendo compuestos desconocidos tal como

productos de degradacion, lo cual juega un importante rol en la toxicidad observada.

Dekker (2002) probé el efecto de sedimentos (detrito natural) contaminados con
cadmio, sobre varios parametros de la historia de vida del cladécero Chydorus piger,
hallando que la longevidad disminuyé considerablemente de 112 a 20 dias en las
poblaciones que estuvieron expuestas al agente toxico. El encontré que C. piger es mas
sensible al cadmio que Daphnia y Hyalella, y debido a que en la naturaleza se encuentra
una mayor concentracion de metales en los detritos que en la columna de agua, este puede
ser un mejor organismo de prueba dados sus hébitos bentdnicos y estar en contacto mas
directo con los agentes toxicos, y por consiguiente, obtener informaciéon més directa acerca

del efecto ecoldgico del cadmio y otros posibles toxicos depositados en el sedimento.



Pereira et al. (2000) realizaron estudios in situ y en condiciones controladas
(laboratorio), analizando muestras de la columna de agua y de sedimento contaminadas por
metales, de un sistema acuatico localizado en el sureste de Portugal, usando Daphnia
magna 'y Ceriodaphnia dubia como organismos de prueba. Los autores encontraron que en
las pruebas con muestras de la columna de agua no se observd ninguna toxicidad; por el
contrario, en los de sedimento, en especial in situ, se observé un retraso en la reproduccion
y una disminucién en la fertilidad. Ademas observaron que es muy importante realizar
estudios tanto in situ como en laboratorio, ya que en el laboratorio no se tienen
fluctuaciones de los pardmetros fisicoquimicos y de las concentraciones de los metales, y
por otra parte, los estudios in situ son muy dificiles de interpretar, debido a todas las
variaciones en las condiciones asociadas con la exposicién de los organismos en €l campo,

por lo que ambos estudios se pueden complementar.

Gonzalez ef al. (1998) realizaron un estudio sobre cadmio y plomo, en una cadena
alimentaria marina, encontrando que los organismos detritéfagos son importantes en la
incorporacion de los metales a niveles mas altos de la red trofica, porque dichos organismos
filtran los sedimentos en busca de su alimento, y como los sedimentos son la principal
fuente de metales en el agua de mar, la ingestion de la materia particulada y los sedimentos
ocasiona que los metales se acumulen en las branquias y en el estomago de dichos
individuos. Estos organismos a su vez al ser ingeridos por otros organismos ocasionan que
los metales sean transferidos a niveles superiores de la red trofica, causando

biomagnificacion.

Diversos estudios han abordado a su vez la alteracidén de la dinamica poblacional de los

claddceros, por efecto de los sdlidos suspendidos.

Nurminen et al. (2001) realizaron un estudio en el lago Hiidenvesi, ubicado en ¢l
sur de Finlandia, acerca del desarrollo estacional de los claddceros en lagos turbios y su
relacion con el ciclo de las macrofitas emergentes, las cuales presentan una disminucién en

la biomasa cuando el agua es turbia; esta reduccion ocasiona que disminuya la biomasa del



zooplancton, debido a que al no existir las macrofitas disminuye la disponibilidad de
refugio para el mismo y los depredadores los pueden consumir mas facilmente. De tal
forma que posiblemente en la naturaleza, los sedimentos per se no son los que ocasionan
directamente la disminucién del zooplancton durante los cambios estacionales de lagos

turbios.

Kirk y Gilbert (1990) observaron los efectos directos e indirectos de arcillas en
suspension, sobre la dindmica poblacional de 4 especies de cladoceros (Bosmina
longirostris, Ceriodaphnia dubia, Daphnia ambigua, y Daphnia pulex) y 5 de rotiferos
(Brachionus calyciflorus, Keratella cochlearis, Keratella crassa, Polyarthra vulgaris 'y
Synchaeta pectinata), colectados de lagos y estanques sin turbidez, por lo que
posiblemente, no poseian las adaptaciones a este tipo de sistemas acuéticos. Encontraron
que altas concentraciones de arcillas gruesas (< 2u), las cuales son encontradas
naturalmente en un intervalo de 50-100 mg L™, causan una reduccién en la tasa de
crecimiento poblacional de todas las especies de cladéceros. Por otra parte, en bajas
concentraciones (10 mg L) de arcillas gruesas y altas concentraciones de arcillas finas (<
1u), las poblaciones no se modificaron, posiblemente porque los cladéceros no son

eficientes alimentandose de tamafios de particula menores a 0.5, (lo que ocasiona que los
cladoceros no colecten o ingieran estas particulas) de tal forma que no se ven afectados por
la presencia de las mismas y las tasas de ingestion de algas no disminuyen. Ademas,
observaron que, incluso a veces se incrementaron las tasas de crecimiento poblacional en
presencia de solidos en suspension, tal vez debido a que los sedimentos adsorben la materia
organica presente, haciéndola disponible para su asimilacién por los cladoceros, siendo esto
una fuente importante de energia adicional. En el caso de los rotiferos, solo una especie fue
afectada por las arcillas gruesas (K. crassa), pero en todos los demas casos no se observo
un efecto negativo de las mismas, debido quizds a que dichos organismos tienen la
capacidad de seleccionar las particulas de alimento, y por eso pueden ser menos

susceptibles a los efectos de los sélidos en suspension.

Kirk (1991%) estudio la reduccion de la tasa de alimentacion de Daphnia ambigua'y

el comportamiento alimentario de Daphnia pulex. El encuentra que el efecto inhibitorio de



los s6lidos suspendidos sobre la tasa de alimentacion de D. ambigua, fue mayor mientras
menores fueron las concentraciones de alimento. En el caso de las observaciones del
comportamiento alimenticio de D. pulex en presencia de las arcillas en suspension, se
demostro que la presencia de concentraciones de sélidos suspendidos en concentraciones de
>a 50 mg L', aumentaban la frecuencia de eliminacion post-abdominal del alimento de los
apéndices alimenticios, causando que el exceso de particulas junto con las algas colectadas,
fueran rechazadas antes de la ingestién. Esto también ocasiona una disminucion en el
batido de los apéndices alimenticios, disminuyendo el volumen de agua en el que se
buscaban particulas de alimento, y debido a esto, decrecian las tasas de ingestion y las tasas

de incorporacion de alimento.

Scholtz et al. (1988) probaron el efecto de la turbidez sobre los parametros de la
historia de vida de dos especies de daphnidos, las cuales presentan sucesion estacional.
Daphnia pulex como representante de cuerpos de agua sin la presencia de solidos
suspendidos y Daphnia barbata como representante de cuerpos de agua generalmente
turbios. Estos organismos fueron expuestos a 9 concentraciones de sélidos suspendidos
(0.5,1,2,4,8,16,32,64y 128 mg L"), encontrando que no existian diferencias muy altas
entre los parametros de la historia de vida de ambas especies, por lo que es posible que la
disminucion en las poblaciones de D. pulex sea debida a la depredacién por peces, los
cuales no son encontrados en invierno, que es cuando el agua de los lagos se encuentra
generalmente sin sélidos suspendidos. Por el contrario en la primavera disminuyen las
poblaciones de D. pulex, por la presencia de los depredadores y no por la presencia de
turbidez alta, porque en esta época son mucho mas visibles que D. barbata y posiblemente

por ello sus poblaciones disminuyen y las de D. barbata aumentan.

Hart (1988) estudi6 las tasas de alimentacion de tres especies de daphnidos (D.
gibba, D. barbata 'y D. longispina), una especie de moinido (M. brachiata) y una especie de
copépodo (Metadiaptomus meridianus), en relacion con la concentraciéon de sedimentos
suspendidos y su influencia potencial en la estructura de la comunidad. Encontrando que la
tasa de alimentacion del zooplancton en general declina cuando aumenta la turbidez del

medio. Por otra parte, observo que la reduccion de las tasas de alimentacion era cerca de



tres veces mas grande en los daphnidos que en los copépodos, esto es explicado, ya que los
copépodos son filtradores selectivos. Sin embargo, no se observa lo mismo para Moina
brachiata la cual es una especie de cladocero, los cuales no son considerados filtradores
selectivos, no obstante, presentaron una resistencia incluso mayor que los copépodos a las
concentraciones mas altas de turbidez, por lo que existe una situaciéon mas compleja que
una simple dicotomia copépodo/claddcero, en cuanto a la capacidad competitiva del

zooplancton.

Arruda et al. (1983) utilizaron tres daphnidos, Daphnia pulex, Daphnia parvula 'y
Daphnia similis, para demostrar el papel potencial de los sedimentos suspendidos en la
nutricion de los cladéceros. Encontrando que al aumentar la concentracion de los solidos en
suspension de 0 a 2451 mg L™, decrecia la tasa de ingestién de Chlorella vulgaris hasta en
un 95 % y decrecia también la tasa de incorporacién hasta un 99 %, porque los cladoceros
no son filtradores selectivos e ingieren indiscriminadamente algas y s6lidos en suspension,
y la cantidad de algas ingeridas disminuye. Por otra parte, encontraron que concentraciones
de 50 a 100 mg L™, reducian la ingestion de carbono hasta niveles potenciales de inanicion,
debido a la reduccién de la disponibilidad de alimento en presencia de sélidos en

suspension.



3. JUSTIFICACION

Los cuerpos de agua mexicanos son generalmente turbios, con presencia de sedimentos en
suspension. La mayoria de los rios y lagos se encuentran contaminados por estar rodeados
de asentamientos humanos, de campos de cultivo e industrias (principalmente curtiduria,
galvanoplastia y mineria); Los aportes de compuestos toxicos incluyen pesticidas,
hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH’s), difeniles policlorinados, aceites minerales,
fertilizantes, detergentes, asi como metales. En México se han realizado pocos estudios con
el fin de evaluar la toxicidad de los metales para la biota, asi como para conocer las
concentraciones presentes en los cuerpos de agua (Cervantes y Moreno-Sanchez, 1999).
Algunos de los rios ubicados en zonas industriales y refinerias que se han estudiado son el
rio Coatzacoalcos, rio Panuco, rio Blanco, rio Amuzac y el rio Lerma. En la mayoria de
estos rios, los valores de Pb, Cr y Hg rebasan los limites permisibles establecidos por la
EPA (Cervantes y Moreno-Sanchez, 1999). Se eligi6 el plomo porque se ha observado que
es uno de los metales mas abundantes en la biosfera, ocasionado por actividades
relacionadas con la actividad humana, ademas existen muy pocos trabajos de toxicologia

acuatica y ecotoxicologia realizados con dicho metal.

Los bioensayos de toxicidad regularmente son realizados con especies planctonicas como
Daphnia magna (Elnabarawy et al., 1986; Stemmer et al, 1990, Fargasova, 1994,
Cafiizares-Villanueva et al., 2000), especie que no se distribuye en la Republica Mexicana.
En el presente estudio se proponen tres especies, las cuales se encuentran distribuidas en
nuestro pais y mas ampliamente distribuidas alrededor del mundo. Estas especies
comprenden 2 ordenes: Ctendpoda y Anomopoda, y tres familias: Sididae (Diaphanosoma
birger), Chydoridae (dlona rectangula) y Moinidae (Moina micrura) (Negrea et al. 1999).
Dentro de los organismos mencionados se encuentra una especie litoral (4. rectangula),
propuesta porque existen muy pocos trabajos realizados en cuanto a bioensayos de
toxicidad con organismos litorales. Las especies litorales, mas diversas que las pelagicas, se
encuentran en contacto mas directo con los agentes toxicos ya que estos Organismos
desarrollan sus vidas en el fondo de los cuerpos de agua, donde se depositan la mayoria de

los toxicos, debido a su tendencia de adherirse y sedimentarse junto con las particulas de



materia organica e inorganica (Selby et al., 1985; Boston ef al., 1991; De Gregori ef al.,
1996, Sibley et al., 1997; Day et al., 1998; Laws, 2000).

Se proponen a su vez dos especies planctonicas (M. micrura y D. birgei), las cuales son
representantes de cuerpos de agua turbios, como los que predominan en nuestro pais.
Ademas pueden ser empleados para bioensayos de toxicidad, ya que presentan
sensibilidades similares a las de Daphnia magna y poseen ciclos de vida mas cortos, lo que

representa un menor tiempo para obtener resultados.

De tal manera, el presente estudio se plante6 con el propésito de evaluar el estrés
ocasionado tanto por el efecto aislado como la interaccion de particulas en suspension y de
la presencia de un metal (plomo) sobre especies de claddceros de cuerpos de agua

mexicanos, estudios que no han sido previamente abordados.



4. OBJETIVO GENERAL

Analizar la interaccién del plomo y la turbidez sobre la dindmica poblacional de Alona
rectangula (especie litoral), Diaphanosoma birgei 'y Moina micrura (especies

planctdnicas).

OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar el efecto de la exposicion aguda al plomo sobre Alona rectangula,

Diaphanosoma birgei y Moina micrura mediante la determinacion de la concentracion letal

media (CL50 - 24h).

Evaluar en estudios cronicos el efecto aislado de los s6lidos suspendidos y de la exposicion
subletal al plomo sobre el crecimiento poblacional y la tabla de vida de 4Alona rectangula,

Diaphanosoma birgei y Moina micrura.

Valorar el efecto de la interaccion de la exposicion cronica subletal del plomo y la turbidez
del medio sobre el crecimiento poblacional y la tabla de vida de Alona rectangula,

Diaphanosoma birgei y Moina micrura.

5. HIPOTESIS

Los cuerpos de agua mexicanos generalmente presentan sedimentos en suspension. A su
vez la mayoria de los rios y lagos se encuentran contaminados por metales, debido a los
aportes de asentamientos humanos, actividades agricolas e industriales (principalmente
curtiduria, galvanoplastia y mineria). Asi mismo, los sedimentos, al mantener adheridos a
los metales y posteriormente ser ingeridos por los organismos filtradores, podrian constituir
una ruta importante de incorporacién de los iones metélicos y de tal manera afectar a la
poblacién. Bajo estas condiciones se espera encontrar en los cladoceros una interaccion
adversa de los sedimentos en suspensiéon y la presencia de metales sobre la dinamica

poblacional de los organismos.



6. MATERIALES Y METODOS

Se colectaron los organismos de distintos cuerpos de agua; la especie litoral (4. recrdngula)
fue colectada en el lago de Chapultepec, ubicado en el Distrito Federal y las especies
plancténicas (Diaphanosoma birgei y Moina micrura) del Espejo de los Lirios, localizado

en Cuautitlan Izcalli, Estado de México.

Los cultivos puros de cada especie de claddcero se iniciaron con una hembra gravida y se

. 1 i
mantuvieron en condiciones de laboratorio, en medio EPA modificado (NaCl 96 mg L '
CaSO4 60 mg L'; MgSO4 60 mg L™'; KCI 4 mg L"), con un fotoperiodo de 12 horas luz:
12 obscuridad, en 25 £ 2 °C y alimentados con 1 a 2x10° células mL™" de Chlorella vulgaris

cultivada en medio Bold Basal (Borowitzka y Borowitzka, 1988) (Anexo 1).

Las especies de claddceros fueron cultivadas en el laboratorio mas de seis meses antes de

ser usadas en estos ensayos.

6.1 PREPARACION DE SEDIMENTOS.

Se tomaron 400 g de suelo de las areas verdes de Iztacala, y se colocaron en 800 mL de
agua de la llave con 5 % de cloro (para eliminar la materia organica presente). Se calenté la
mezcla a ebullicion durante 1h y posteriormente se dejo reposar hasta que los sedimentos se

precipitaron y se elimind el sobrenadante. Con los sedimentos obtenidos, el procedimiento

anterior se repitié dos veces.

Los sedimentos obtenidos fueron resuspendidos en agua destilada y se centrifugaron por 3
minutos a 2000 rpm (centrifuga Marca BOECO, mod. C-28) desechando el sobrenadante.
La pastilla de sedimentos obtenidos se resuspendié nuevamente en agua destilada. Este

procedimiento se repitié de 3 a 4 veces hasta que se eliminé el olor a cloro (Kirk et al.
1990).

"se substituyo el NaHCO; por NaCl debido a que el PbCl, reaccionaba con el carbonato (Klerks, 1998).



Finalmente todos los sedimentos fueron resuspendidos y se dejaron reposar durante
aproximadamente 1 min. para eliminar las particulas grandes de rapida precipitacion como
arenas, no adecuadas para la realizaciéon de los bioensayos. Posteriormente se retird el
sobrenadante, el cual se utilizé como solucién stock. Esta solucion fue guardada a 4°C y se
utilizé en todas las pruebas experimentales. Para garantizar que los sedimentos utilizados
no contuvieran algiin agente toxico que pudiera ser liberado al medio, y de esta manera,
afectar el desarrollo de los organismos de prueba, se efectuaron previamente bioensayos de
24h, para evaluar la mortalidad de los organismos. Cabe sefialar que en las tres especies la

supervivencia fue del 100 %.

Para obtener la concentracion en mg PS L™ de solidos suspendidos de la solucién Stock se
utilizaron charolas de aluminio, mantenidas previamente en el horno a 60 °C durante 24
horas y pesadas en una microbalanza analitica (marca CAHN, mod. C-33). Se colocaron 10
submuestras de 0.1 mL de la solucidn stock en las charolas de aluminio, las cuales fueron
secadas durante 48 horas en el horno a 60° C; después se pesaron en la microbalanza, se
obtuvo el peso promedio de las submuestras (mg PS) y se determind la concentracion de

sélidos suspendidos de la solucion stock en mg PS L.

6.1.2 ANALISIS DE SEDIMENTOS

El tamafio de particula de los sedimentos en suspension de la solucién stock se analizd por

medio del método del hidrémetro (Fitz, 1985).

Para realizar la correlacién de la concentraciéon en mg L, la absorbancia y unidades
Nefelométricas de Turbiedad (NTU), se tomé 0.1 mL de la solucién Stock y se colocd en
9.9 mL de agua destilada. De esta solucién se hicieron 14 diluciones (de 0.25 mL en 10
mL, hasta 10 mL en 10 mL) para establecer una curva patrén, tomando lecturas de las
diluciones en un Turbidimetro (marca HANNA, mod. HI 93703) y témbién con el
Espectrofotometro (marca Turner, mod. SP-870), en este ultimo se utilizé una longitud de

onda de 720 nm, longitud donde la influencia del color es despreciable (Rodier, 1981).



Para valorar probables cambios en la concentracién de sedimentos por el tiempo de
suspension, se prepararon 18 frascos con 32 mg L'y 18 con 277 mg L' de solidos
suspendidos, en 50 mL de EPA. Estos frascos fueron colocados en el agitador, y cada .5, 1,
2,4, 8 y 24h se tomaron muestras de tres frascos de cada concentracion (32 y 277 mg L
ss), y se midieron con el turbidimetro. Una vez tomada la muestra, la solucion sobrante se

desecho, es decir, solo se tomo una muestra de cada frasco para las mediciones.

6.2 PRUEBAS TOXICOLOGICAS.

6.2.1 TOXICIDAD AGUDA

Concentracion Letal Media (CLso 24h)

Para cada especie (dlona rectangula, Diaphanosoma birgei y Moina micrura) se
seleccionaron grupos de 20 individuos de + 24h de edad, y se colocaron en recipientes de
vidrio, con un volumen de 50 mL de EPA. Cada especie se expuso a ocho concentraciones
distintas de cloruro de plomo (concentraciones nominales) y un testigo (sin adicion del
metal). Las concentraciones utilizadas fueron 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 y 10 mg PbCl, L para
Alona rectangula; 2,2.5,3,3.5,4,4.5,5y 5.5 mg PbCl, L! para Diaphanosoma birgeiy 1,
2,3,4,5 6,7y 8 mg PbCl, L! para Moina micrura). Estas concentraciones se
determinaron con base en la prueba de intervalo (range finding test) realizada para cada
especie. Para cada una de las concentraciones del toxico se consideraron cuatro
repeticiones. Durante las pruebas los organismos se alimentaron con Chlorella vulgaris, a

una concentracion de 1x10%cels mL™".

Los organismos se mantuvieron expuestos al plomo durante 24h. Al terminar el tiempo de
exposicion, se contd el nimero de individuos muertos después de la exposicién, para
determinar la concentracién a la cual se presentd el 50 % de mortalidad (es decir la

concentracion letal media), utilizando el método de probit (Finney, 1971).
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6.2.2 TOXICIDAD CRONICA

6.2.2.1 CRECIMIENTO POBLACIONAL

Pruebas aisladas.

Para cada especie (dlona rectangula, Diaphanosoma birgei y Moina micrura) se
seleccionaron grupos de 20 individuos obtenidos al azar de los cultivos puros, y se
colocaron en recipientes de vidrio, con un volumen de 50 mL de EPA. Los organismos
fueron expuestos a cinco concentraciones de cloruro de plomo y un testigo. Estas
concentraciones se obtuvieron realizando cinco diluciones con base en el CLsy 24h
obtenido anteriormente para cada especie (1/10, 1/20, 1/40, 1/80 y 1/160), las cuales son
equivalentes a una concentracién nominal de 0.71, 0.355, 0.178, 0.089 y 0.044 mg PbCl, L
! para Alona rectangula 'y 032, 0.16, 0.08, 0.04 y 0.02 mg PbCl, L' para Diaphanosoma

birgei y Moina micrura.

Pruebas de interaccion

Las concentraciones de sélidos en suspension utilizadas en estos bioensayos fueron
determinadas sacando un promedio de las concentraciones de sélidos suspendidos de varios
cuerpos de agua de la Republica Mexicana (De la Lanza y Garcia, 2002). Para cada especie
(Alona rectangula, Diaphanosoma birgei y Moina micrura) se seleccionaron grupos de 20
individuos obtenidos al azar de los cultivos puros, y se colocaron en distintos recipientes de
vidrio, con un volumen de 50 mL de EPA. Los organismos de cada especie fueron
expuestos a dos concentraciones nominales de sélidos suspendidos 32 y 277 mg L', yen
cada nivel de solidos suspendidos se expusieron a las cinco concentraciones de PbCl; antes
mencionadas y un testigo (sin adicion del metal), es decir que se sometieron a la interaccion
de ambos tipos de estrés (Sedimentos y metal). Cada uno de los distintos tratamientos tuvo
cuatro repeticiones. Todos los organismos se alimentaron con Chlorella vulgaris, a una

concentracién de 1x10%cels mL™.

Los organismos se contaron diariamente después de permanecer expuestos durante 24h, y
se transfirieron nuevamente en frascos con las mismas caracteristicas de los recipientes
donde habian sido colocadas en un principio (misma concentracion de alimento y/o sélidos

suspendidos y/o concentracion de toxico, segun el caso). Los organismos se mantuvieron
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hasta que el recipiente alcanzé su capacidad de carga y la poblacién decayd. Este tiempo
fue diferente para cada especie debido a que cada una presenta una duracion del ciclo de

vida distinto.

Con los resultados se obtuvieron los pardmetros poblacionales de Curva de Crecimiento
Poblacional y Tasa de crecimiento “r”, esta ultima obtenida sacando la pendiente por medio
de la regresion lineal del crecimiento poblacional durante la fase exponencial, trasformando

el numero de individuos en valores de logaritmo natural (In) (Case, 2000).

Los resultados obtenidos de “r” se analizaron por medio de ANOVA para determinar si
existe una diferencia significativa entre ellos y se realizaron pruebas de Tukey para ver

entre que tratamientos existe esa diferencia (Zar, 1984; Sokal y Rolhf, 1995).

6.2.2.2 TABLA DE VIDA

Pruebas aisladas.

Para cada especie (dlona rectangula, Diaphanosoma birgei y Moina micrura) se
seleccionaron grupos de 10 individuos de + 24h de edad, y se colocaron en recipientes de
vidrio, con un volumen de 50 mL de EPA. Fueron expuestos a cloruro de plomo, usando
cinco concentraciones de cloruro de plomo y un testigo. Las concentraciones se obtuvieron
realizando las siguientes diluciones 1/10, 1/20, 1/40, 1/80 y 1/160, con base.en la CLso 24h
obtenida anteriormente para cada especie, las cuales son equivalentes a una concentracion
nominal de 0.71, 0.355, 0.178, 0.089 y 0.044 mg PbCl, L! para Alona rectangula 'y 0.32,
0.16, 0.08, 0.04 y 0.02 mg PbCl, L' para Diaphanosoma birgei y Moina micrura.

Pruebas de interacciéon

Las concentraciones de sélidos en suspension utilizadas en estos bioensayos fueron
determinadas sacando un promedio de las concentraciones de solidos suspendidos de varios
cuerpos de agua de la Republica Mexicana (De la Lanza y Garcia, 2002). Para cada especie
(Alona rectangula, Diaphanosoma birgei y Moina micrura) se seleccionaron grupos de 20
individuos de + 24h de edad, y se colocaron en recipientes de vidrio, con un volumen de 50

mL de EPA. Los organismos fueron expuestos a dos concentraciones nominales de sélidos



suspendidos 32 y 277 mg L', y al mismo tiempo se expusieron a los cinco niveles de
cloruro de plomos antes utilizados y un testigo. De tal manera, los organismos se
sometieron a la interaccién de ambos tipos de estrés (sedimentos y metal). Cada uno de los
tratamientos tuvo cuatro repeticiones. Todos los organismos se alimentaron con Chlorella

, . -1
vulgaris, a una concentracién de 1x10°cels mL™.

Los organismos permanecieron expuestos durante 24h; transcurrido este tiempo, los
organismos de prueba iniciales se contaron y se transfirieron en recipientes con las mismas
caracteristicas de los recipientes donde habian sido colocadas en un principio (misma
concentracioén de alimento y/o sélidos suspendidos y/o concentracion de téxico, segun era
el caso). Los neonatos también fueron contados, pero en este caso fueron retirados del
recipiente y desechados. Este procedimiento se realizé diariamente hasta que el ultimo de

los organismos iniciales murid.

Con los resultados obtenidos se calcularon los siguientes pardmetros poblacionales:
Proporcién de supervivientes (supervivencia), Proporcion de neonatos (fecundidad),
Promedio de vida, Esperanza de vida, Tasa reproductiva bruta, Tasa reproductiva neta,
Tiempo de generacién, Tasa de incremento poblacional, las cuales se obtuvieron utilizando

las siguientes formulas: (Krebs, 1985; Pianka, 1988).

e Proporcion de supervivientes (supervivencia) Iy = ny
N¢ inicial de individuos

donde: ny = supervivientes

e Proporcién de neonatos (fecundidad) my, = N° de neonatos producidos
Ny

donde: ny = supervivientes

e Promediodevida Ly=ns1+n,2
2
donde: ny 1 = supervivientes al dia x
n, 2 = supervivientes al dia siguiente

e Esperanza de vida ¢* =

= l;—}

x
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donde: Ty = X‘LX

Ny = supervivientes

e Tasa reproductiva bruta = Z m,

donde: m, = fecundidad

o Tasa reproductiva neta Ry = Z [,m,

donde: I, = supervivencia
m, = fecundidad

: . Imx/

e Tiempo de generacion T = z A R

0
donde: Iy = supervivencia

m, = fecundidad

x = edad
e Tasa de incremento poblacional r = Ze"“‘lxmx =1
x=0
donde: e =2.718
x = edad
lxm,\ = Ro

Todos los recipientes de los experimentos de toxicidad aguda y crénica se mantuvieron en
un agitador (Hecho por la FES-I) durante todos los dias de experimentacién, a 25 + 2 °C. El
conteo de los organismos se llevo a cabo en una caja de acrilico transparente (de 5 x 5 cm y
una profundidad de 1.5 cm), con ayuda de un microscopio estereoscopico NIKON (Mod.

SMZ645) y una pipeta Pasteur para trasladarlos de un recipiente de experimentacion a otro.

Los resultados obtenidos en la tabla de vida se analizaron por medio de ANOVA para
determinar si existe una diferencia significativa entre ellos y se realizaron pruebas de Tukey

para ver entre que tratamientos existe la diferencia (Zar, 1984; Sokal y Rolhf, 1995).



7. RESULTADOS
7.1 ANALISIS DE SEDIMENTOS

En el analisis de sedimentos por el método del hidrémetro se encontré que el porcentaje de

tamaflo de particula de los sedimentos es el siguiente:

86.66 % de particulas entre 2 y 20 pu

13.33 % de particulas <2 p

Las relaciones establecidas entre mg L™, absorbancia y NTU de los sedimentos en

suspension se sefialan en la Tabla 3, en la cual se incluyen los valores promedio obtenidos.

Tabla 3 — Relacidn entre las unidades de mg L', absorbancia y NTU, de los sedimentos en

suspension.
mg L’ [Absorbancia NTU
800 0.878 497
700 0.795 436
600 0.695 378
500 0.585 208
400 0477 258
300 0.377 172
200 0.254 114
100 0.131 57
50 0.07 31.04
25 0.043 16.57
12.5 0.025 8.04
6.25 0.02 4.08

Estas mediciones permitieron hacer interpolaciones para poder comparar las mediciones
obtemdas en otras unidades por otros autores, ya que en la mayorfa de los trabajos se

utilizan principalmente NTU's 6 mg L™ pero casi nunca ambas mediciones.



Las mediciones reales obtenidas de los sélidos con diferentes tiempos de suspension se

serialan en la Tabla 4.

Tabla 4 — Valores promedio de las mediciones obtenidas con el turbidimetro después de
0.5, 1,2, 4, 8 y 24h de suspensién de los sedimentos.

Concentracién nominal | Concentracién nominal
Tiempo (h) | 500 mg L™ =296 NTU 50 mg L™ =29.32 NTU

Concentracién real (NTU) | Concentracién real (NTU)

0.5 189.33 20.2
1 170.33 18.34
2 163.67 15.57
4 135 14.02
8 122.33 121

24 111 10.97

La concentracién promedio de sedimentos en suspensién obtenida para el tratamiento con
500 mg L' fue de 169.67 NTU (correspondiente a un valor real de 276.6 mg LYy de
17.22 NTU (32.18 mg L") para el tratamiento con 50 mg L', valores obtenidos por la
interpolacién de la regresion lineal establecida entre los valores de NTU correspondientes a

concentraciones conocidas (mg L) de los s6lidos suspendidos (Tabla 1)

Por otra parte, se realizaron mediciones de dos cuerpos de agua de donde fueron obtenidas
las especies de cladéceros, encontrando una concentracién nominal de 512 y 285 mg L' 1o
cual nos comprueba que, las concentraciones utilizadas en este trabajo se pueden encontrar

en cuerpos de agua de nuestro pais.

7.2 PRUEBAS TOXICOLOGICAS.
7.2.1 TOXICIDAD AGUDA (CLsy)
La CLsy (24h) para Alona rectangula fue de 7.06 mg PbCl, L' + ES 0.39, para
Diaphanosoma birgei fue de 3.16 mg PbCl, L™ £ ES 0.25 y por ultimo para Moina micrura
fue de 3.24 mg PbCl, L' + ES 0.69 (concentracién nominal). Se observé que A. reclangula
fue significativamente mas resistente que D. birgei y M. micrura. Estas (ltimas obtuvieron

una CLsy significativamente igual entre si.



7.2.2 TOXICIDAD CRONICA

7.2.2.1 CRECIMIENTO POBLACIONAL

En el crecimiento poblacional de 4. rectangula se observé que, en los grupos testigo (sin
presencia de cloruro de plomo), el tratamiento sin s¢lidos suspendidos (ss) y el de 32 mg L’
' ss tuvieron un comportamiento muy similar entre si, con dos picos de crecimiento bien
definidos, lo que demuestra que la presencia de 32 mg L' ss no causa ningun efecto sobre
la poblacion (Fig. 1). Por otra parte, el grupo testigo (sin PbClz) con 277 mg L' de ss,
mostré un crecimiento poblacional tres veces mayor, en comparacioén a los dos tratamientos
antes mencionados (Fig. 1), sugiriendo que la presencia de 277 mg L' promueve el

crecimiento poblacional de 4. rectangula.

Todos los grupos de los tratamientos con 0y 32 mg L™ ss, a los cuales se les administro
PbCl,, presentaron un efecto adverso a la presencia del metal, mostrando diferencias
significativas con los testigos. En los tratamientos con 0 y 32 mg L' ss, en las
concentraciones mas bajas de téxico (0.044 y 0.085 mg PbCl, L se encontré una
diferencia muy pequefia, ya que en el tratamiento con 32 mg L™ ss se apreciaron dos ligeros
picos de crecimiento, a diferencia de las mismas concentraciones (0.044 y 0.089 mg PbCl,

-1 . Y ) . .
L") del tratamiento en el cual no existia la presencia ss, aunque estas diferencias no son

significativas (Fig. 1).

En las concentraciones mas altas (0.178, 0.355 y 0.71 mg PbCl, L") se obtuvieron
comportamientos similares entre los tratamientos con 0 y 32 mg L™, ya que en ambos casos
y a diferencia de las concentraciones més bajas del metal (0, 0.044 y 0.089 mg PbCl, L,
los organismos no fueron capaces de resistir durante e] mismo tiempo de exposicién al
cloruro de plomo. En la concentracién de 0.178 mg PbCl, L se observé una diferencia de
tres dias entre ambos tratamientos (23 para 0 mg L' y 26 para 32 mg L ss); la
concentracion de 0.355 mg PbCl, L™ presenté una diferencia de un dia (20 para 0 mg L'y
19 para 32 mg L' ss); por tltimo en la concentracién mas alta (0.71 mg PbCl; L), en
ambas concentraciones ss (0 y 32 mg L), solo fueron capaces de resistir 18 dias,

observandose que en las concentraciones mas altas los organismos mueren mas rapido (Fig.

1.
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Los grupos que contenian sélidos suspendidos en una concentraciéon de 277 mg L',
mostraron un comportamiento similar entre si, a excepcién de la concentracion més alta de
PbCl, (0.71 mg PbCly L") en la cual, si existieron diferencias significativas con los grupos
antes mencionados, y se apreci6é un efecto negativo del toxico sobre la poblacidn, aunque
en este caso, la poblacidn si fue capaz de sobrevivir durante todo el tiempo de exposicién,
lo cual no se observé en los otros dos tratamientos (0 y 32 mg L'). Ademas, en dicha
concentracion (0.71 mg PbCl, L) se obtuvo un crecimiento similar al encontrado para la
concentracién de 0.044 mg PbCl, L' y 32 mg L' ss, lo que demuestra que con la presencia
de los s6lidos suspendidos 4. rectangula no se ve tan afectada por la presencia del cloruro
de plomo (Fig. 1). Casi todos los grupos con 277 mg L"'ss, a excepcion de la concentracion
de 0.71 mg PbCl, L presentaron una diferencia en el crecimiento poblacional casi seis
veces mayor en comparacién con las concentraciones de 0.044, 0.089, 0.178 y 0.355 mg

PbCly L™ de los tratamientos con 0y 32 mg L™ ss respectivamente (Fig. ).
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Fig. 1 - Crecimiento poblacional de Alona rectangula con 0, 32 y 277 mg L ™' de sdlidos
suspendidos en presencia de PbCl, (concentracién nominal) y alimentados con Chlorella

vulgaris (1x10° cels mL™).




Para el crecimiento poblacional de D. birgei se encontrd que el grupo testigo (sin PbCla),
sin presencia ss, asi como el de 32 mg L' ss, muestran un crecimiento similar entre si, lo
que demuestra nuevamente que la presencia de 32 mg L' ss no ejerce ningun efecto sobre
el crecimiento poblacional. El testigo (sin PbCly) con 277 mg L™ ss, si presenté diferencias
significativas comparandolo con los dos tratamientos antes mencionados, obteniendo una
poblacién cuatro veces mayor en comparacién con los dos grupos antes mencionados y un
incremento en el crecimiento muy bien definido a lo largo de todo el tiempo de exposicion

de los organismos al cloruro de plomo (Fig. 2).

Comparando los grupos con PbC); (desde 0.02 hasta 0.16 mg PbCl, L") de los tratamientos
con 0 y 32 mg L", se observaron crecimientos poblacionales similares. Excepto en la
concentracién de 0.32 mg L’ del tratamiento sin ss, la cual si mostré diferencias
significativas. Ademds, la poblacién no es capaz de sobrevivir y muere el dia 16, a
diferencia del tratamiento con 32 mg L™ ss, en Ja cual se obtuvo un crecimiento poblacional
mucho mayor y los organismos fueron capaces de sobrevivir durante todé el tiempo de

experimentacion, lo que demuestra que bajo la presencia de los ss se reduce la accion toxica

det plomo (Fig. 2).

Los grupos expuestos a PbCl (0.02, 0.04, 0.08, 0.16 y 0.32 mg PbCl, L) y que contenian
solidos suspendidos en una concentracién de 277 mg L™, presentaron un comportamiento
similar entre si, y tuvieron un crecimiento poblacional cuatro veces mayor en comparacion
con todas las concentraciones de los tratamientos con 0 y 32 mg L' ss (Fig. 2). Los
resultados sugieren que la presencia de ss en D. birgei promueve el crecimiento poblacional

de la especie ¢ incluso elimina cualquier efecto toxico del plomo.
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Fig. 2 - Crecimiento poblacional de Diaphanosoma birgei con 0, 32'y 277 mg L ™" de sdlidos
suspendidos en presencia de PbCl, (concentracién nominal) y alimentados con Chiorella

vulgaris (1x10° cels mL™").



En el crecimiento poblacional de M. micrura se observé que todos los grupos testigos (sin
presencia de téxico), y con 0, 32 y 277 mg L' ss tuvieron un crecimiento similar entre si,
apreciandose que no existe una disminucién en el crecimiento poblacional causado por la
ausencia de sedimentos en el medio, a diferencia de lo obtenido con las otras dos especies
utilizadas, en este caso los ss reducen el crecimiento poblacional de M. micrura, sin

embargo, las poblaciones no muestran una diferencia significativa (Fig. 3).

Para los tratamientos con 0 y 32 mg L™ de s6lidos suspendidos se encontrd un patrén muy
bien definido, en donde a mayor concentracion de PbCl, se incrementa el efecto perjudicial
sobre las poblaciones. Sin embargo, este comportamiento no es el mismo en el tratamiento
con 277 mg L, en la cual no se observé ningin efecto adverso del plomo sobre las
poblaciones. Por otra parte, comparando los grupos con téxico de las concentraciones mas
bajas (0.02, 0.04 y 0.08 mg PbCl, L"), de los tratamientos con 0 y 32 mg L' ss se mostré
una diferencia entre los respectivos crecimientos poblacionales, obteniéndose un mayor
crecimiento en el tratamiento con 32 mg L ss, y apreciandose que con una mayor
concentraciéon de sélidos suspendidos existe un crecimiento poblacional mayor. No
obstante, en ¢l caso de las concentraciones mas altas de toxico (0.16 y 0.32 'mg PbCl, Lh,

se observa un comportamiento similar entre los tratamientos con 0y 32 mg L™ ss (Fig. 3).

Los grupos con téxico, que contenian sélidos suspendidos en una concentracién de 277 mg
-1 . .. , . . .
L™ presentaron un comportamiento similar entre si. En este caso el crecimiento poblacional

no se modifica por la exposicién al plomo, a diferencia de los tratamientos con 0 y 32 mg L
ss, (Fig. 3).
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Fig. 3 - Crecimiento poblacional de Moina micrura con 0, 32y 277 mg L ™" de sélidos
suspendidos en presencia de PbCl, (concentracién nominal) y alimentados con Chlorella

vulgaris

(1x10° cels mL™).
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Tasas de crecimiento “r”

Los ANOVAS de las tasas de crecimiento (Fig. 4) muestran que existen diferencias

significativas entre las tres concentraciones de sélidos suspendidos (0, 32 y 277 mg L"),
entre las seis concentraciones de PbCl; (0, 0.044, 0.089, 0.178, 0.355 y 0.71 mg PbCl, L’
para A. rectangula y 0, 0.02, 0.04, 0.08, 0.16 y 0.32 mg PbCl, L' para D. birgei y M.

micrura) y en la interaccién entre ambos factores, ya que en todos los casos se encontrd una

P<0.001 (Tabla 5).

Tabla 5 - ANOVA de dos factores realizados para determinar si existen diferencias
significativas entre las tres concentraciones de sélidos suspendidos y las seis distintas
concentraciones de PbCl; sobre las Tasas de Crecimiento Poblacional.

Organismo de prueba | Fuente de Variacion |df |MS F [P
104.9
Alona conc. ss (A) 2 0.043 4| P<0.001
rectangula conc. de PbCl, (B) 5 0.005(13.34| P<0.001
AxB 10 0.003| 7.72| P<0.001
df error 54
MS error 0.00040691
Diaphanosoma conc. ss (A) 2 0.065)98.45| P<0.001
birgei conc. de PbCl, (B) 5 0.007]10.80| P<0.001
AxB 10 0.005| 7.72| P<0.001
df error 54
MS error 0.00065743
Moina conc. ss (A) 2 0.064 | 65.35| P<0.001
micrura conc. de PbCl; (B) 5 0.042|42.36| P<0.001
AxB 10 0.009| 10.00| P< 0.001
df error 54
MS error 0.00098644




PRUEVAS DE TUKEY

Tasa de crecimiento poblacional “r”

Para A. rectangula, segun la prueba de Tukey (con una o = 0.05), en el tratamiento sin
s6lidos suspendidos y con 32 mg L™ ss, se observaron diferencias significativas entre el
testigo (0 mg PbCly L) y los tratamientos expuestos a PbCl, (0.044, 0.089, 0.178 y 0.355
mg PbCl, L), pero en el caso de la conc. mds alta 0.71 mg PbCl, L™, no se encontré
diferencia con el testigo. No obstante, en la concentracién de 0.71 mg PbCly L', la
poblacién no fue capaz de resistir durante todo el tiempo de experimentacion, muriendo el
dia 18, a diferencia de los grupos expuestos a 0.044 y 0.089 mg PbCl, L', en ambos
tratamientos (0 y 32 mg L™ ss), sobrevivieron 28 dias (es decir, durante todo el tiempo de
exposicion); 23 y 26 dias en la concentracion de 0.178 mg PbCl, L' de ambos tratamientos
(0y 32 mgL" ss) respectivamente; 19 y 20 dias para la concentracion de 0.355 mg PbCl,
L", en los tratamientos de 0 y 32 mg L' ss respectivamente. Para el tratamiento con 277
mg L™ ss, solo en la concentracién mas alta (0.71 mg PbCl, L), la poblacion se vio

significativamente afectada por la accidn del toxico (Fig. 4).

Para D. birgei, la prueba de Tukey demostré que las tasas de crecimiento de los grupos
mantenidos sin ss y 32 mg L, fueron similares entre si, a excepcion de los organismos
expuestos en la concentracién de PbCl, més alta (0.32 mg PbCl, L), donde la tasa de
crecimiento se redujo significativamente obteniéndose valores negativos, ya que en esta
condicién los organismos no fueron capaces de aumentar su nomero ipicial. En los
tratamientos con 32 y 277 mg L™ ss, la exposicién al metal no modificé significativamente
las tasas de crecimiento de los organismos. Sin embargo, los valores de r del tratamiento

con 277 mg L™ ss fueron los més altos de los tres tratamientos (Fig. 4).

En el caso de M. micrura, el efecto de la exposicién al plomo sobre las tasas de crecimiento
r, fue diferente entre los tres tratamientos (0, 32 y 277 mg L' ss). Las pruebas de Tukey
mostraron que en el tratamiento sin ss se presentaron tres bloques (en este caso se le
llamara bloque a los grupos que son significativamente iguales entre si). En el primer
bloque, el grupo testigo, ¢l cual fue significativamente diferente a las poblaciones que se

mantuvieron expuestas al PbCl,; ademas en el testigo se obtuvo la r mas alta, en
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comparacién con todas las poblaciones de los otros dos tratamientos (32 y 277 mg L. En
el segundo bloque, se encontraron las concentraciones de 0.02, 0.04 y 0.08 mg PbCl, L y
en el tercero las de 0.16 y 0.32 mg PbCl, L. Para el tratamiento con 32 mg L' ss, se
observé una disminucién de la r conforme aumenta la concentracién del agente téxico,
presentando diferencias significativas entre cuatro bloques, primero los grupos con 0, 0.02
y 0.04 mg PbCl, L, segundo las concentraciones de 0.02 y 0.04 mg PbCl, L", tercero 0.08
y 0.32 mg PbCl, L", y el cuarto las de 0.16 y 0.32 mg PbCl, L', En contraste, en el
tratamniento con 277 mg L™ ss, no se observaron diferencias significativas en las tasas de

crecimiento entre las distintas concentraciones de PbCl; (Fig. 4).
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Fig. 4 - Tasa de crecimiento poblacional de A recfangula (Tratamientos: 1 = Testigo,2 = 0.044,
3=0.089,4=0.178, 6=0.355y 6 = 0.71 mg PbCl, L™; D. birgei y M. micrura (1 = Testigo,
2=0.02,3=0.04,4=008 5=0.16,6 =0.32mg PbCl, L") con 0, 32y 277 mg L " de sdlidos
suspendidos y una concentracién de 1x10° cels mL™ de C. wulgaris como alimento.
Barras con letras diferentes denotan diferencias significativas (p < 0.05).
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7.2.2.2 TABLA DE VIDA

Las supervivencias (I) mds altas para A. rectangula se obtuvieron en el tratamiento con
277 mg L™ sélidos suspendidos. En todos los tratamientos se observé que mientras mayor
fue la concentracién de ss, la Iy aumentaba, y mientras mayor fue la concentracion de
PbCly, la Iy disminufa. En las concentraciones mas altas de téxico las poblaciones no son
capaces de sobrevivir durante todo el tiempo de exposicién al cloruro de plomo,
presentandose siempre las menores supervivencias en el tratamiento con una concentracion
de 0 mg L' ss (Fig. 5).
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Fig. 8§ - Proporcidn de supervivientes () de Alona rectangula con 0,32y 277 mg L " de
solidos suspendidos en presancia de PbCl, (concentracién nominal) y una concentracion
de 1x10% cels mL"' de Chlorella vulgarls.
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Las fecundidades (my) fueron muy similares entre todos los tratamientos (0, 32 y 277 mg L
" s) con un promedio en las my aproximado de 2.0, a excepcién de la concentracion mas
alta de téxico (0.71 mg PbCly L de PbCly), en la cual se observé una disminucién en la
fecundidad con un valor de aprox. 1.5. En los todos los tratamientos se observéd que
mientras mayor fue la concentracién de ss, la my, aumentaba, y mientras mayor fue la
concentracion de PbCl,, la my disminufa. En todos los grupos, los organismos generalmente
tuvieron dos neonatos y se reprodujeron una vez cada dia, sin importar la concentracién del
toxico (Fig. 6).
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Fig. 6 - Proporcién de neonatos (m,) de Alona reclangula con 0,32y 277 mg L de

sélidos suspendidos en presencia de PbCl, (concentraclén nominal) y una concentracién

de 1x10°% cels mL' de Chiorelia vulaaris.
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Las supervivencias (1) de D. birgei mostraron un patrén muy claro, ya que se obtuvieron

las ly méas altas en los grupos con la mayor concentracién de sélidos suspendidos (277 mg

L"), seguidas por el tratamiento con 32 mg PbCl, Ly finalmente las tasas mas bajas en la

concentracién de 0 mg L' ss, es decir, que mientras mayor fue la concentracién de ss, la I

aumentaba, y mientras mayor fue la concentracién de PbCly, la Iy disminuia. En las

concentraciones més altas de toxico de los tratamientos con 0 y 32 mg L™ ss, se encontré

que las poblaciones no son capaces de sobrevivir durante todo el tiempo de exposicion al

cloruro de plomo, presentandose siempre las menores supervivencias en el tratamiento con

una concentracién de 0 mg L™ ss (Fig. 7).
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Flg.7 - Proporcién de supervivientes (l)y de Diaphanosoma birgeicon 0,32y 277 mg L " de
sdlidos suspendidos en presencia de PbCl, (concentracién nominal) y una concentracién de
1x10° cels mL™' de Chlorslia vulgaris.
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Las fecundidades (m,) fueron muy similares en casi todos los tratamientos (0, 32 y 277 mg

L™ ss), excepto en las concentraciones més altas de toxico (0.08, 0.16 y 0.32 mg PbCl, L

para el tratamiento sin ss, y 0.16 y 0.32 mg PbCly L para el de 32 mg L ss) en las cuales

los organismos no fueron capaces de reproducirse, no obstante, se observé que mientras

mayor fue la concentracién de ss, la m, aumentaba, y mientras mayor fue la concentracién

de PbCl,, la my disminuia. Los organismos en todos los grupos procrearon 6 neonatos cada

dos dias, aunque en este caso los organismos de las concentraciones de 0.08, 0.16 y 0.32

mg PbCly L™ para el tratamjento sin ss y las de 0.16 y 0.32 mg PbCl; L' para el de 32 mg

-1 . .
L™ ss, no fueron capaces de reproducirse nunca (Fig. 8).
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Fig. 8 - Propercién de neonatos {(m,) de Diaphanosoma birgeicon 0,32y 277 mg L "' de
so6lidos suspendidos en presencia de PbCl, (concentracién nominal) y una concentraciéon
de 1x10° cels mL™* de Chioralia vulgarls.
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Las supervivencias (ly) para M. micrura, mostraron un comportamiento muy similar entre
todos los tratamientos (0, 32 y 277 mg L ss), aunque fue posible observar que mientras
mayor fue la concentracién de ss, la l, aumentaba, y mientras mayor fue la concentracion
de PbCly, la I, disminuia. En las concentraciones mds altas de tdxico se encontré que las
poblaciones no son capaces de sobrevivir durante todo el tiempo de exposiciéon al cloruro
de plomo, presentandose siempre las menores supervivencias en ¢l tratamiento con una
concentracidn de 0 mg L' ss (Fig. 9).

Moina micrura
(0 mg L' de S8) (32 mg L™ de 88) (277 mg L™ de SS)
"5 (0 mg L™ de PbCl,)

1.00
0.78
0.50
0.2¢

0.00 1

1.28 [o 02]

1.00
0.75
0.60
0.25

0.00 I L e 1 4 1 A It A 1 I A0 L I A 1

T
T

T
¥

T
L]

1.25

7

[0.04]
1.00
0.75 F
0.50 -
=
o 028 L
go,oo 4 b —
>
~ 1.25 r B
2z [0.08] [0.08] [0.08]
o .00
a
5 ors - -
() 0.50 - -
0.25 N =
0.00 Al 1 1 1 1 1 1 L 1 1 =1 1 1 PN B L 1
1.26
[0.18]
1.00
0.7%
0.50
0.25
0.00 — g N T T
1.25
[0.32] [0.32]
1.00
0.76 =
0.50
0.26
0.00 4 R S T S S R T T
& 10 12 14 16 6 2 4 5 B 10 12 34 18 O 2 4 8 5 10 12 14 18

Tiempo (dias)

FIg. 9 - Proporcién de supervivientes (l,) de Moina micrura con 0,32y 277 mg L " de
sélidos suspendidos en presencia de PbCl, (concentracién nominal) y una concentracion
de 1x10° cels mL"' de Chlorella vulgaris.

43



Las fecundidades (my) mostraron un patrén muy claro, Es decir, que mientras mayor fue la

concentracion de ss, la my aumentaba, y mientras mayor fue la concentracién de PbCl,, la

my disminuia, ya que se obtuvieron las my maés altas en los grupos con la mayor

concentracién de sélidos suspendidos (277 mg L), seguidas por el tratamiento con 32 mg

L' y finalmente las m, mas bajas en la concentracién de 0 mg L' ss. Se observé una

disminucién de la fecundidad, relacionada con el aumento de la concentracién de cloruro de

plomo en el medio (Fig. 10).
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Fig.10 - Proporcién de neonatos (m,) de Moina micrura con 0,32y 277 mg L "' de
sofidos suspendidos en presencia de PbCl, (concentracién nominat) y una concentracion
de 1x10° cels mL™" de Chiorella vulgaris.
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ANOVAS (tabla de vida) Alona rectangula

De acuerdo con el ANOVA de dos vias realizado, para la mayoria de los pardmetros

poblacionales evaluados se observé un efecto significativo de los ss, en la exposicion al

PbCl, y la interaccion de los factores (P<0.01). No obstante, en el caso de la tasa de

reproduccién bruta, el tiempo generacional y la tasa de incremento poblacional, la

interaccion de los factores no ejercié un efecto significativo (P>0.05) (Tabla 6).

Tabla 6 - ANOVAS de dos factores realizados para determinar si existen diferencias
significativas entre las tres concentraciones de s6lidos suspendidos y las seis distintas
concentraciones de PbCl,, y la interaccién entre ambos factores sobre: promedio de vida,
esperanza de vida, tasa de reproduccién bruta, tasa de reproduccién neta, tiempo

generacional y la tasa de incremento poblacional.

Parametro Ecolégico | Fuente de variacion |df |MS F P
Promedio de conc. ss (A) 2| 218.26| 74.37| P<0.001
Vida conc. de PbCl, (B) 5 57.15]| 19.47| P<0.001
AxB 10 2149 7.32| P<0.001
df error 54
MS error 2.93
Esperanza de conc. ss (A) 2| 218.26| 74.37| P<0.001
Vida conc. de PhCl, (B) 5 57.15| 19.47| P<0.001
AxB 10 21.49 7.32| P<0.001
df error 54
MS error 2.93
Tasa de conc. ss (A) 2| 359.85| 19.55| P<0.001
Reproduccién conc. de PbCl, (B) 5| 500.31| 27.18| P<0.001
Bruta A xB 10 20.28 1.10 P>0.05
df error 54
MS Error 18.41
Tasa de conc. ss (A) 2| 322.62| 81.49| P<0.001
Reproduccion conc. de PbCl, (B) 5| 107.18] 27.07| P<0.001
Neta AxB 10 30.35 7.67| P<0.001
df error 54
MS error 3.96
Tiempo conc. ss (A) 2 11.59 7.24| P<0.01
generacional conc. de PbCl, (B) 5| 29.76| 18.59| P<0.001
AxB 10 0.64 0.40 P>0.05
df error 54
MS error 1.60
Tasa de conc. ss (A) 2 0.08| 42.44| P<0.001
Incremento conc. de PbCl, (B) 5 0.02]| 12.62| P<0.001
poblacional AxB 10 0.003 1.95 P>0.05
df error 54
MS error 0.002




Diaphanosoma birgei

De acuerdo con el ANOVA de dos vias realizado, para la mayoria de los parimetros
poblacionales evaluados se observé un efecto significativo de los ss, en la exposicion al
PbCl, y la interaccién de los factores (P<0.05). No obstante, la interaccién de ambos
factores del promedio de vida, esperanza de vida y tasa de reproduccion neta no ¢jercieron

un efecto significativo (P>0.05) (Tabla 7).

Tabla 7 - ANOVAS de dos factores realizados para determinar si existen diferencias
significativas entre las tres concentraciones de sélidos suspendidos y las seis distintas
concentraciones de PbCly, y la interaccién entre ambos factores sobre: promedio de vida,
esperanza de vida, tasa de reproduccién bruta, tasa de reproduccién neta, tiempo
generacional y la tasa de incremento poblacional

Parametro Ecoldgico | Fuente de variacion |df |MS F P
Promedio de conc. ss (A) 2| 161.20| 81.44| P<0.001
vida conc. de PhCl, (B) 5| 45.95| 23.21| P<0.001
AxB 10 1.80] 0.91 P>0.05
df error 54
MS error 1.98
Esperanza de conce. ss (A) 2| 161.20| 81.44| P<0.001
vida conc. de PbCl, (B) 5 45.95| 23.21| P<0.001
AxB 10 1.80] 0.91 P>0.05
df error 54
MS error 1.98
Tasa de conc. ss (A) 21 1721.06| 14.55]| P<0.001
Reproduccion conc. de PbCl, (B) 5] 1486.16| 12.57| P<0.001
bruta AxB 10| 616.77| 5.21| P<0.001
df error 54
MS error 118.27
Tasa de conc. ss (A) 2| 244.72| 70.48| P<0.001
Reproduccién conc. de PbCl, (B) 5 54.41| 15.67| P<0.001
neta AxB 10| ~4.10 1.18 P>0.05
df error 54
MS error 3.47
Tiempo conc. ss (A) 2| 437.53| 37.23| P<0.001
generacional conc. de PbCl, (B) 5 328.3| 27.96| P<0.001
AxB 10 77.89| 6.63| P<0.001
df error 54
MS error 11.75
Tasa de conc. ss (A) 2 0.08[100.23| P<0.001
Incremento conc. de PbCl, (B) 5 0.02| 20.40| P<0.001
poblacional AxB 10 0.001 2.35 P<0.05
df error 54
MS error 0.0008
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M., micrura

De acuerdo con el ANOVA de dos vias realizado, para la mayoria de los parametros

poblacionales evaluados se observo un efecto significativo de los ss, en la exposicion al

PbCl, y la interaccidén de los factores (P<0.01). No obstante, el promedio de vida, la

esperanza de vida, la tasa de reproduccion neta y en el tiempo generacional, la interaccion

de los factores no ejercié un efecto significativo (P>0.05) (Tabla 8).

Tabla 8 - ANOVAS de dos factores realizados para determinar si existen diferencias
significativas entre las tres concentraciones de sélidos suspendidos y las seis distintas
concentraciones de PbCly, y la interaccion entre ambos factores sobre: promedio de vida,
esperanza de vida, tasa de reproduccién bruta, tasa de reproduccién neta, tiempo

generacional y la tasa de incremento poblacional.

Parametro ecoldgico | Fuente de variacion | df MS F P
Promedio de conc. ss (A) 2 7.734| 8.38| P<0.001
vida conc. de PbCl, (B) 5 7.59| 8.28| P<0.001
AxB 10 0.55| 0.59 P>0.05
df error 54
MS error 0.92
Esperanza de conc. ss (A) 2 7.74| 8.38| P<0.001
vida conc. de PbCl, (B) 5 7.57| 8.26| P<0.001
AxB 10 0.55| 0.58 P>0.05
df error 54
MS error 0.92
Tasa de conc. ss (A) 2| 1083.25|51.85| P<0.001
Reproduccion conc. de PbCl, (B) 5 475.43|22.75| P<0.001
bruta AxB 10 320.94|15.36| P<0.001
df error 54
MS error 20.89
Tasa de conc. ss (A) 2 327.82161.10| P<0.001
Reproduccion conc. de PbCl, (B) 5 68.57[12.78| P< 0.001
neta A x B 10 46.07| 8.59| P<0.001
|| df error 54
MS error 5.37
Tiempo conc. ss (A) 2 1.26| 4.88 P>0.05
generacional conc. de PbCl, (B) 5 7.74]129.90| P<0.001
AxB 10 0.51| 1.98 P>0.05
df error 54
MS error 0.26
Tasa de conc. ss (A) 2 0.42|52.38| P<0.001
Incremento conc. de PbCl, (B) 5 0.05| 6.04| P<0.001
poblacional AxB 10 0.05| 5.53| P<0.001
df error 54
MS error 0.008
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PRUEBAS DE TUKEY (tabla de vida)

Promedio de vida (Ly)

Este es el tiempo promedio que tiene de vida un organismo. De acuerdo con las pruebas de
Tukey realizadas (a = 0.05) para A. rectangula, en el tratamiento sin sélidos suspendidos
no se observaron diferencias significativas entre los diferentes grupos. En el tratamiento
con 32 mg L ss, se encontraron diferencias significativas en dos blogues (cada bloque
significa que no existen diferencias significativas entre las distintas concentraciones de
cloruro de plomo que se encuentran agrupadas) en el primer bloque los grupos con 0y
0.044 mg PbCl, L', y en el segundo bloque las concentraciones con 0.044, 0.089, 0.178,
0.355y 0.71 mg PbCl, L. Para el tratamiento con 277 mg L ss se apreciaron tres bloques
diferentes, primero las concentraciones de 0, 0.044, 0.089 mg PbCl, L' segundo las de
0.089y 0.178 mg PbCl, L', y finalmente las de 0.178, 0.355 y 0.71 mg PbCl, L™ (Fig. 11).
Se aprecié que aumentd la Ly en la concentracion més alta de ss (277 mg L"), y se redujo

significativamente por el efecto del PbCl, (Fig. 11).

En el tratamiento sin ss de D. birgei se hallaron tres bloques: primero las concentraciones
mas bajas 0 y 0.044 mg PbCl, L'l, segundo las concentraciones de 0.044, 0.089 mg PbCl,
L'y tercero las concentraciones de 0.089, 0.178, 0.355 y 0.71 mg PbCl, L’ Para el
tratamiento con 32 mg L' ss también se encontraron tres bloques, primero el testigo,
después los grupos con 0.02, 0.04, 0.08 mg PbCl, L y al final los grupos con 0.16 y 0.32
mg PbCl, L. Por tltimo, para el tratamiento con 277 mg L™ ss solo se presentaron dos
blogues, las concentraciones de 0, 0.02 y 0.04 mg PbCl; L™, y segundo las concentraciones
de 0.02, 0.04, 0.08, 0.16 y 0.32 mg PbCl, L! (Fig. 11). Se observé que la Ly aumenté en Ja
concentracién més alta de ss (277 mg L), y se redujo significativamente por el efecto del
PbCl, (Fig. 11).

En el caso de M. micrura, en el tratamiento sin ss, se obtuvieron dos bloques: primero las
concentraciones de 0, 0.02, 0.04, 0.08 y 0.16 mg PbCl, L'l, y segundo las concentraciones
de 0.04, 0.08, 0.16 y 0.32 mg PbCl, L. Para el tratamiento con 32 mg L ss se observaron
también Jos mismos bloques y divididos de igual manera que en el tratamiento anterior. El
tratamiento con 277 mg L™ ss se apreciaron dos bloques, primero el testigo, y segundo las
concentraciones de 0.02, 0.04, 0.08, 0.16 y 0.32 mg PbCl, L. Se encontrd que redujo
significativamente la Ly por el efecto del PbCl, (Fig. 11).
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Fig. 11 - Promedio de vida (L,) de Alona rectangula, Diaphanosoma birgeiy Moina micrura

con 0, 32y 277 mg L ™' de sélidos suspendidos y una concentracién de 1x10° cels mL™

de Chlorella vulgaris como alimento. Tratamientos: A. rectangula, 1 = Testigo,2 = 0.044,
3=0.089,4=0.178,6 =0.355y 6 = 0.71 mg PbCl, L": D. birgei y M. micrura, 1 = Testigo
2=0.02,3=0.04,4=008, 5=0.16, 6 = 0.32 mg PbCl,L".

Barras con letras diferentes denotan diferencias significativas (p < 0.05).
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Esperanza de vida (ey) .

Este es el tiempo que se esperarfa estadfsticamente que tenga de vida un organismo. En las
pruebas de Tukey realizadas (0. = 0.05) para 4. rectangula, en el tratamiento sin sdlidos
suspendidos no se encontraron diferencias significativas entre los diferentes grupos. El
tratamiento con 32 mg L' ss se obtuvieron dos bloques, en el primer blogue se encontraron
los grupos con 0 y 0.044 mg PbCl, L'y en el segundo los de 0.044, 0.089, 0.178, 0.355 y
0.71 mg PbCly L. Para el tratamiento con 277 mg L" ss se observaron tres bloques
diferentes, primero las concentraciones de 0, 0.044, 0.089 mg PbCl, L', segundo las de
0.089 y 0.178 mg PbCl, L', y al final las de 0.178, 0.355 y 0.71 mg PbCl, L' (Fig. 12). Se
observd que aumenté la ex en la concentracion mas alta de ss (277 mg L™, v se redujo

significativamente por el efecto del PbCl; (Fig. 12).

D. birgei, en el tratamiento sin ss, mostré tres bloques: primero las concentraciones mas
bajas 0 y 0.044 mg PbCl; L, segundo las concentraciones de 0.044, 0.089 mg PbCl, L'y
tercero las concentraciones de 0.089, 0.178, 0.355 y 0.71 mg PbCl, L™, Para el tratamiento
con 32 mg L ss, también se presentaron tres bloques con diferencias significativas,
primero el testigo, después los grupos con 0.02, 0.04, 0.08 mg PbCl, L™, y finalmente los
de 0.16 y 0.32 mg PbCly, L. En el caso del tratamiento con 277 mg L ss solo se
obtuvieron dos bloques, primero las concentraciones de 0, 0.02 y 0.04 mg PbCl, Ly
segundo las concentraciones de 0.02, 0.04, 0.08, 0.16 y 0.32 mg PbCl, L' (Fig. 12). Se
encontré que la ey aument6 en la concentracién mas alta de ss (277 mg L"), y se redujo

significativamente por el efecto del PbCl, (Fig. 12).

En el caso de M. micrura, en el tratamiento sin ss se encontraron dos bloques: primero las
concentraciones de 0, 0.02, 0.04, 0.08 y 0.16 mg PbCl, L, y segundo las concentraciones
de 0.04, 0.08, 0.16 y 0.32 mg PbCl, L', Para el tratamiento con 32 mg L™ ss se hallaron
también los mismos bloques y divididos de igual manera que en el tratamiento anterior. Por
tltimo, para el tratamiento con 277 mg L™ ss se observaron dos bloques, primero el testigo,
y segundo las concentraciones de 0.02, 0.04, 0.08, 0.16 y 0.32 mg PbCl; L' (Fig. 12). Se
aprecid que, se redujo significativamente la e, por el efecto del PbCl, (Fig. 12).
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Fig 12 - Esperanza de vida de Alona rectangula, Diaphanosoma birgei y Moina micrura

con 0, 32y 277 mg L ' de sélidos suspendidos y una concentracién de 1x10° cels mL™

de Chlorella vulgaris como alimento. Tratamientos: A. rectangula, 1 = Testigo,2 = 0.044,
3=0089,4=0.178,5=0.355y6=0.71 mg PbCl, L D. birgel y M. micrura, 1 = Testigo,
2=0.02,3=0.04,4=0.085=0.16, 6 =0.32 mg PbCl, L™ }.
Barras con letras diferentes denotan diferenclas significativas (p < 0.05).
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Tasa de reproduccion bruta

Esta es la tasa de reproduccién de un organismo pero sin tomar en cuenta la supervivencia.
Las pruebas de Tukey realizadas (a = 0.05) para 4. rectangula, en el tratamiento sin sélidos
suspendidos, mostraron tres bloques, en el primero las concentraciones de 0, 0.044, 0.089 y
0.178 mg PbCl, L™, en el segundo las concentraciones de 0.089, 0.178 y 0.355 mg PbCl, L’
', y en el tercero 0.355 y 0.71 mg PbCl, L. En el tratamiento con 32 mg L' ss nuevamente
se encontraron tres bloques, primero las concentraciones de 0 y 0.044 mg PbCl, L',
segundo las concentraciones de 0.044, 0.089, 0.178 y 0.355 mg PbCl, L, y finalmente las
de 0.089, 0.178, 0.355 y 0.71 mg PbCl, L. Para el tratamiento con 277 mg L' ss se
observaron tres bloques distintos, las concentraciones de 0, 0.178 y 0.355 mg PbCly L',
segundo las concentraciones de 0, 0.044, 0.089 y 0.178 mg PbCl, L y al final las de
0.178, 0.355 y 0.71 mg PbCl, L. Se aprecié que se redujo significativamente la tasa de
rep. bruta por el efecto del PbCl, (Fig. 13).

D. birgei, en el tratamiento sin ss no muestran diferencias significativas entre el testigo y
las concentraciones de 0.02 y 0.04 mg PbCl, L', sin embargo, en las concentraciones de
0.08, 0.16 y 0.32 mg PbCl, L' los organismos no fueron capaces de reproducirse. Para el
tratamiento con 32 mg L™ ss se obtuvieron dos bloques, primero las concentraciones de 0,
0.04 y 0.08 mg PbCl, L™ y segundo las de 0.02, 0.04 y 0.08 mg PbCl, L, por otra parte las
concentraciones de 0.16 y 0.32 mg PbCl, L' no fueron capaces de reproducirse. El
tratamiento con 277 mg L' ss no se hallaron diferencias significativas entre ninguna
concentracién (0, 0.02, 0.04, 0.08, 0.16 y 0.32 mg PbCl, L' (Fig. 13). Se observo que se
redujo significativamente la tasa de rep. bruta por el efecto del PbCl,, a excepcion del
tratamiento con 277 mg L™ (Fig. 13).

En el caso de M micrura, en el tratamiento sin ss, no se apreciaron diferencias
significativas entre ninguna concentracién (0, 0.02, 0.04, 0.08, 0.16 y 0.32 mg PbCl, L.
Para el tratamiento con 32 mg L™ ss solo se encontraron dos bloques, primero las
concentraciones de 0, 0.02, 0.04, 0.08 y 0.16 mg PbCl, L', en el segundo las
concentraciones de 0.02, 0.04, 0.08, 0.16 y 0.32 mg PbCl, L. Por ultimo, para el
tratamiento con 277 mg L' ss se ven dos bloques, primero el testigo, y segundo las
concentraciones de 0.02, 0.04, 0.08, 0.16 y 0.32 mg PbCl, L. Se aprecié que aument la
tasa de rep. bruta en la concentracién maés alta de ss (277 mg L'lj, y se redujo

significativamente por el efecto del PbCly, a excepcidn de el tratamiento sin ss(Fig. 13).
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Fig. 13 - Tasa de reproduccién bruta de Alona rectangula, Diaphanosoma birgeiy Moina
micruracon 0,32y 277 mg L "' de sélidos suspendidos y una concentracién de 1x10° cels
mL"" de Chlorella vulgaris como alimento. Tratamientos: A. rectangula, 1 = Testigo,2 = 0.044,
3=0.089,4=0.178,5=0.355y 6 = 0.71 mg PbCl, L": D. birgei y M. micrura, 1 = Testigo,

2=0.02,3=0.04,4=0.08,5=0.16,6 = 0.32 mg PbCl, L.
Barras con letras diferentes denotan diferencias significativas (p < 0.05).



Tasa de reproduccién Neta

Es la tasa de reproduccién de un organismo tomando en cuenta la supervivencia. En las
prucbas de Tukey realizadas (o = 0.05) para 4. rectangula, en el tratamiento sin sélidos
suspendidos se encontraron dos bloques, en el primero las concentraciones de 0, 0.044,
0.089, 0.178 y 0.355 mg PbCl, L y en el segundé las concentraciones de 0.044, 0.089,
0.178, 0.355 y 0.71 mg PbCl, L. En el caso de el tratamiento con 32 mg L' ss se
observaron también dos bloques, primero el testigo y segundo las concentraciones de 0.044,
0.089, 0.178, 0.355 y 0.71 mg PbCl, L', Para el tratamiento con 277 mg L ss nuevamente
se ven dos bloques, las concentraciones de 0, 0.044, 0.089 mg PbCl; L' en el primero y en
el segundo las concentraciones de 0.178, 0.355 y 0.71 mg PbCl; L' (Fig. 14). Se encontré
que la tasa de rep. neta aumentd en la concentracidén més alta de ss (277 mg LY,y se
redujo significativamente por el efecto del PbCl, (Fig. 14).

D. birgei, en el tratamiento sin ss, presentd dos bloques, en el primero las concentraciones
de 0y 0.02 mg PbCl; L' y en el segundo las de 0.02 y 0.04 mg PbCl, L™, sin embargo, en
el caso de las concentraciones de 0.08, 0.16 y 0.32 mg PbCl, L' los organismos no fueron
capaces de reproducirse. Para el tratamiento con 32 mg L™ ss se encontraron tres bloques,
primero las concentraciones de 0 y 0.02 mg PbCl, L™, luego las concentraciones de 0.02 y
0.04 mg PbCl, LY y por tltimo las concentraciones de 0.04 y 0.08 mg PbCl, L,
nuevamente en las concentraciones de 0.16 y 0.32 mg PbCl, L™ los organiémos no fueron
capaces de reproducirse. Para el tratamiento con 277 mg L' ss se observaron dos bloques,
en el primero las concentraciones de 0, 0.02, 0.04, 0.08 y 0.16 mg PbCl; L' y segundo en
las de 0.02, 0.04, 0.08, 0.16 y 0.32 mg PbCl, L' (Fig. 14). Se observé que aument6 la tasa
de rep. neta en la concentracién mas alta de ss (277 mg L), y se redujo significativamente
por efecto del PbCl, (Fig. 14).

En el caso de M. micrura, en el tratamiento sin ss se apreciaron dos bloques, primero las
concentraciones de 0, 0.02, 0.08 y 0.32 mg PbCl, Lt y luego las de 0, 0.02, 0.04, 0.08 y
0.16 mg PbCl, L. Para el tratamiento con 32 mg L' ss no se tienen diferencias
significativas entre ninguna concentracién. En el tratamiento con 277 mg L ss se tienen
dos bloques, primero ¢l testigo, y segundo las concentraciones de 0.02, 0.04, 0.08, 0.16 y
0.32 mg PbCl, L™, Se aprecié que aument la tasa de rep. neta en la concentracién mas alta

de ss (277 mg L), y se redujo significativamente por el efecto del PbCl,, a excepcién del
tratamiento con 32 mg L™ de ss (Fig. 14).
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Flg. 14 - Tasa de reproducclén neta de Alona rectangula, Diaphanosoma birgel y Moina
micrura con 0, 32'y 277 mg L~ de sélidos suspendidos y una concentracion de 1x10° cels
mL" de Chlorella vulgaris como alimento. Tratamientos: A, rectangula, 1 = Testigo,2 = 0.044,
3=0.089,4=0.178, 6 =0.355y 6 = 0.71 mg PbCl, L™": D. birgel y M. micrura, 1 = Testigo,
2=002,3=0.04,4=0.08 5=0.16, 6 =0.32 mg PbCl, L.

Barras con letras diferentes denotan diferencias significativas (p < 0.05).



Tiempo generacional (T)

Es el tiempo que tarda un organismo desde su nacimiento hasta su primera reproduccion.
En las pruebas de Tukey realizadas (o = 0.05) para 4. rectangula se encontré que en el
tratamiento sin so6lidos suspendidos se obtuvieron tres bloques, el primero las
concentraciones de 0, 0.044, 0.089 y 0.178 mg PbCl, L el segundo las concentraciones de
0. 0.089, 0.178 y 0.355 mg PbCl, L™, y el tercero las de 0.178, 0.355 y 0.71 mg PbCl, L'
En el caso de el tratamiento con 32 mg L' ss se hallaron también tres bloques, las
concentraciones de 0, 0.044, 0.089 y 0.178 mg PbCl, Ll segundo las de 0.044, 0.089,
0.178 y 0.355 mg PbCl; L, y finalmente las de 0.178, 0.355 y 0.71 mg PbCl, L. Para el
tratamiento con 277 mg L' ss nuevamente se ven tres bloques diferentes, las
concentraciones de 0, 0.044 y 0.089 mg PbCl, L™, segundo las concentraciones de 0.044,
0.08% y 0.178 mg PbCl, L', y al final las de 0.178, 0.355 y 0.71 mg PbCl, L} Se aprecié
que aumenté el T, en la concentracién mas alta de ss (277 mg L"), y se redujo
significativamente por el efecto del PbCl, (Fig. 15).

D. birgei, en el tratamiento sin ss, se tienen dos blociues, en el primero las concentraciones
de 0y 0.02 mg PbCl; L™ y en el segundo las de 0.02 y 0.04 mg PbCl, L™, en el caso de las
concentraciones mas altas (0.08, 0.16 y 0.32 mg PbCl, L) los organismos no fueron
capaces de reproducirse. Para el tratamiento con 32 mg L™ ss no se tuvieron diferencias
significativas entre las concentraciones de 0, 0.02, 0.04 y 0.08 mg PbCl, L', Por otra parte,
los individuos en las concentraciones més altas (0.16 y 0.32 mg PbCl, L) no son capaces
de reproducirse. Por ultimo, para el tratamiento con 277 mg L' ss no se presentaron
diferencias significativas entre ninguna concentracién 0, 0.02, 0.04, 0.08, 0.16 y 0.32 mg
PbCl, L. Se encontré que se redujo significativamente el T, por el efecto del PbCl,,
excepto en el tratamiento de 277 mg L' (Fig. 15).

En el caso de M. micrura, en el tratamiento sin ss se observaron dos bloques, primero las
concentraciones de 0, 0.04 y 0.32 mg PbCL, Ly después las de 0.02, 0.04, 0.08, 0.16 y
0.32 mg PbCl, L. Para el tratamiento con 32 mg L' ss se encontraron diferencias
significativas entre el testigo y los grupos con presencia de téxicos (0.02, 0.04, 0.08, 0.16 y
0.32 mg PbCl, L']). En el tratamiento con 277 mg L' ss se vio lo mismo que para el
tratamiento anterior, primero el testigo, y el segundo las concentraciones de 0.02, 0.04,
0.08, 0.16 y 0.32 mg PbCl, L (Fig. 15). Se observé que se redujo significativamente el T,
por el efecto del PbCl; (Fig. 15).
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Fig. 16 - Tiempo generacional de Alona rectangula, Diaphanosoma birgei y Moina micrura
con 0, 32y 277 mg L ' de sélidos suspendidos y una concentracion de 1x10° cels mL™
de Chlorella vulgaris como alimento. Tratamientos: A. rectangula, 1 = Testigo,2 = 0.044,

3=0.089,4=0178,5=0.355y6=0.71 mg PbCl, L™"; D. birgei y M. micrura, 1 = Testigo,

2=0.02,3=0.04,4=0.08 5=10.16, 6 = 0.32 mg PbCl, L,
Barras con letras diferentes denotan diferencias significativas (p < 0.05).
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Tasa de Incremento poblacional ‘

Es la tasa a la cual los organismos incrementan su poblacién. Segun las pruebas de Tukey
realizadas (o = 0.05) para 4. rectangula en el tratamiento sin sélidos suspendidos se
observaron dos bloques, en el primero las concentraciones de 0, 0.044, 0.089, 0.178 y 0.355
mg PbCl, L™, y en el segundo las de 0.044, 0.089, 0.178, 0.355 y 0.71 mg PbCl, L. En el
caso del tratamiento con 32 mg L ss no se obtuvieron diferencias significativas entre
ninguna concentracién de téxico. Para el tratamiento con 277 mg L' ss se ven tres bloques
diferentes, primero las concentraciones de 0, 0.044 y 0.089 mg PbCl, L, segundo las de 0,
0.089, 0.178 y 0.355 mg PbCl, L™, y al final la de 0.71 mg PbCl, L. Se encontrd que
aumentd la tasa de incremento poblacional en la concentracién mas alta de ss (277 mg L"),
y se redujo significativamente por el efecto del PbCl,, excepto en el tratamiento con 32 mg
L' de ss (Fig. 16).

Para D. birgei, en el tratamiento sin ss, se apreciaron dos bloques, el primero con las
concentraciones de 0y 0.02 mg PbCl, L' y en el segundo las de 0.02 y 0.04 mg PbCl, L™,
sin embargo, en las concentraciones méas altas (0.08, 0.16 y 0.32 mg PbCl, LY los
organismos no fueron capaces de reproducirse. Para el tratamiento con 32 mg L ss, se
tienen tres bloques, en el primero las concentraciones de 0 y 0.02 mg PbCl, L', después las
de 0.02 y 0.04 mg PbCl, L' y finalmente las de 0.04 y 0.08 mg PbCl, L', por otra parte,
las concentraciones de 0.16 y 0.32 mg PbCl, L™ tampoco fueron capaces de reproducirse.
Por tltimo, para el tratamiento con 277 mg L' ss no se encontraron diferencias
significativas entre ninguna concentracién (0, 0.02, 0.04, 0.08, 0.16 y 0.32 mg PbCl, L.
Se aprecié que aumenté la tasa de incremento poblacional en la concentracién més alta de
ss (277 mg L), y se redujo significativamente pof el efecto del PbCl,, a excepcidn del
tratamiento con 277 mg L™ de ss (Fig. 16).

M. micrura, el tratamiento sin ss, se hallaron dos bloques, primero las concentraciones de 0,
0.04 y 0.32 mg PbCl, Ly después las de 0.02, 0.04, 0.08, 0.16 y 0.32 mg PbCl; L. Para
el tratamiento con 32 mg L™ ss se observaron dos bloques, primero el testigo y segundo los
grupos con presencia de téxicos (0.02, 0.04, 0.08, 0.16 y 0.32 mg PbCl, L']). Para el
tratamiento con 277 mg L™ ss se obtuvo lo mismo que en el tratamiento anterior, primero el
testigo, y segundo las concentraciones de 0.02, 0.04, 0.08, 0.16 y 0.32 mg PbCl, L. Se
aprecié que aumenta la L, en la concentracién mas alta de ss (277 mg L), y se reduce
significativamente por el efecto del PbCl,, excepto en el tratamiento con 277 mg L' de ss

(Fig. 16).
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Fig. 16 - Tasa de incremento poblacional de Alona rectangula, Diaphanosoma birgeiy
Moina micrura con 0, 32 y 277 mg L ' de sélidos suspendidos y una concentracién de 1x10°
cels mL™" de Chlorella vulgaris como alimento. Tratamientos: A. rectangula, 1 = Testigo,
2=0.044,3=0.08%,4=0.178,5=0.355y 6 = 0.71 mg PbCl, L™ D. birgei y M. micrura,

1 = Testigo, 2=0.02, 3 =0.04,4=0.08, 5§=0.16, 6 = 0.32 mg PbCl, L.

Barras con letras diferentes denotan diferencias significativas (p < 0.05).
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8. DISCUSION

8.1 Analisis de sedimentos

En el presente trabajo se utilizaron solidos suspendidos en un intervalo de <0.5-20p, similar
al utilizado por Arruda et al. (1983), el cual ademas es posible observar en la naturaleza
(Nakamura y Adachi, 1981). Para las especies utilizadas en el presente estudio (4.
rectangula, D. birgei y M. micrura), se presentaron crecimientos poblacionales hasta cuatro
veces mayores en presencia de concentraciones de 277 mg L' de sélidos suspendidos, en
comparacion con los tratamientos a los cuales se les administraron 32 y 0 mg L' de solidos
en suspension. Los resultados anteriores son contrarios a lo obtenido por Arruda e al.
(1983), los cuales encontraron reducciones en las tasas de ingestion y asimilacién del
alimento de tres daphnidos (D. pulex, D. parvula y D. similis), en concentraciones de 100
mg L™ de sedimentos. Las posibles causas de dicho comportamiento podria ser explicado
debido a las adaptaciones del zooplancton a las aguas turbias, las cuales pueden ser las
siguientes: (1) diferencias en la eficiencia de captura de particula basado en la estructura del
peine filtrador, (2) ajustes facultativos en el aparato filtrador, (3) quimica de la particula y
nutricion, o (4) reaccion sensorial relacionada con la tasa a la cual las particulas llenan el
intestino, y finalmente (5) a la capacidad de los claddceros para la utilizacion de la materia
organica disuelta adsorbida por las particulas en suspension, proveniente de la excrecién de
las algas y de la alimentacion del zooplancton, lo que representa un importante suplemento

nutricional en conjuncion con las algas (Arruda et al., 1983).

En este trabajo se encontré un porcentaje del tamafio particula de 86.66 % particulas entre
20y 2py 13.33 % de particulas < a 2, predominando las particulas gruesas, lo anterior es
importante, porque se ha encontrado que altas concentraciones de arcillas gruesas (> 1),
causan una reduccién en la tasa de crecimiento poblacional de algunas especies de
cladéceros. Por otra parte, en bajas concentraciones (10 mg L) de arcillas gruesas y altas
concentraciones de arcillas finas (< 1p), las poblaciones no decrecieron, esto es ocasionado
posiblemente porque los claddceros no son eficientes alimentandose de tamafios de
particula menores a 0.5y, lo que ocasiona que los cladéceros no colecten o ingieran las

arcillas menores a ese tamafio, de tal forma que no se ven afectados por la presencia de las
mismas (Arruda et al., 1983; Kirk y Gilbert, 1990, Kirk, 1991°y 1991%).
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8.2 PRUEBAS TOXICOLOGICAS.

8.2.1 Toxicidad Aguda

Existen muy pocos trabajos ecotoxicolégicos relacionados con la exposicion del
zooplancton al plomo, esto es muy discordante, ya que se ha observado que después del
zinc, el plomo es el metal mas abundante en la biosfera (Cervantes y Moreno-Sanchez,
1999), por lo que es muy necesario realizar este tipo de pruebas con zooplancton, puesto
que dichos organismos forman parte importante de la red tréfica, constituyendo el eslabon

entre los productores primarios y los consumidores secundarios (Dodson y Frey, 1991;
Zou, 1997).

En nuestros bioensayos se encontré que la especie litoral es significativamente mas
resistente que las peldgicas a los efectos del toxico, pues se observé que en el bioensayo de
toxicidad aguda, la CLsg (24h) para 4lona rectangula fue de 7.06 mg PbCl, L'+ ES0.39,
para Diaphanosoma birgei fue de 3.16 mg PbCl, Lb'bl + ES 0.25 y por Gltimo para Moina
micrura fue de 3.24 mg PbCl, L'+ ES 0.69 (concentracién nominal), observandose una
diferencia de aproximadamente el doble, entre la especie litoral (4. rectangula) y las

especies pelagicas (D. birgei y M. micrura).

Lo anterior fue observado a pesar de que la especie litoral es mds pequefia que las
pelagicas, pero se ha encontrado que los organismos tienden a evolucionar en presencia de
toxicos, volviéndose mas resistentes a ellos (Kammenga y Laskowski, 2000). Las especies
litorales y bentonicas se encuentran en contacto mas directo con los agentes toxicos, porque
estas especies desarrollan sus vidas cerca de los sedimentos de los cuerpos de agua, en los
cuales, tienden a adherirse los metales, por lo que es donde se encuentra una mayor
concentracién de téxico (Newman y Mc Intosh ,1991; Laws, 2000) y por lo tanto, es

posible que sean mas resistentes a la exposicion de los metales que las especies pelagicas.
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8.2.2 Toxicidad Croénica

8.2.2.1 Crecimiento poblacional

Aunque existe evidencia de que los sélidos suspendidos tienen un impacto negativo sobre
los cladéceros y los daphnidos en particular, algunos estudios en campo revelan relaciones
inversas entre las abundancias promedio de Daphnia sp. y su correspondencia con los
niveles de turbidez en un ecosistema dado, es decir, que dichos organismos son mas
abundantes cuando se presentaba un fenomeno fluvial, época en la cual la turbidez es mas
alta, por el arrastre de sedimentos de la cuenca hacia el cuerpo de agua (Hart, 1992). Por
medio de estudios realizados en laboratorio (Kirk y Gilbert, 1990), se ha encontrado una
inhibicion de la alimentacion de daphnidos en presencia de sélidos suspendidos, esto crea
una paradoja, que si realmente existe una inhibicién de los sedimentos sobre los daphnidos,
ya que esos estudios fueron realizados con organismos que no se encontraban en cuerpos de
agua con la presencia de altas concentraciones de so6lidos en suspension. Es necesario
realizar estudios con especies que se encuentren naturalmente en lagos turbios, las cuales
tienen una ventaja adaptativa a la presencia de los sedimentos, ya que otros estudios
demuestran que dichas especies se ven beneficiadas y posiblemente es esencial la presencia

de sélidos en suspension para el bienestar de estas especies (Robinson, 1957; Hart, 1992).

En el crecimiento poblacional de los grupos testigo (sin PbCly) de 4. rectangula y D.
birgei, se encontré que las poblaciones crecieron cerca de tres veces mas, en los
tratamientos con 277 mg L™ ss, en comparacién con las poblaciones de los tratamientos con
0y 32mgL"'ss (Fig. 1 y2). Eso es similar a lo hallado por Kirk y Gilbert (1990), los
cuales también siguieron la misma metodologia, en cuanto al tratamiento de los sedimentos,
que la utilizada en este trabajo, es decir, que eliminaron la materia organica de los
sedimentos, y a pesar de eso, y de que no utilizaron especies de zooplancton que se
encontraran en lagos con presencia de altas concentraciones de sedimentos, observaron que
se incrementaban las tasas de crecimiento poblacional en presencia de sedimentos.
Concluyendo que esto era posible, tal vez debido a que, los sedimentos adsorbian la materia
organica presente proveniente de la excrecién de las algas y de la alimentacién del

zooplancton, haciéndola disponible para su asimilacion por los cladéceros, siendo esto una

fuente importante de energia adicional.
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Por otra parte Hart (1992), utilizd dos especies de daphnidos (D. gibba y D. barbata) y
adicionalmente a dos especies de cladoceros peque'ﬁos Diaphanosoma excisum y Moina
micrura, las cuales son encontradas en lagos turbios, y otras dos especies D. pulex y D.
laevis las cuales son reportadas en aguas con baja turbidez mineral. Encontré un beneficio
en la dindmica poblacional de las especies que se encuentran comunmente en Sitios con
altas concentraciones de soélidos suspendidos, esto cuando se les mantenia en
concentraciones altas de los mismos, y por el contrario, se presentaba una disminucion en
sus poblaciones cuando se mantenian en concentraciones bajas de soélidos, al igual que lo
encontrado en este trabajo. Lo anterior es explicado debido a 3 diferencias inter-especificas
que se pueden presentar en respuesta a la presencia de sedimento:
Morfolégicas/estructurales.- relacionadas con el espaciamiento inter-setular de los
apéndices filtradores (Geller y Miiller, 1981; Brendelberger, 1986), los cuales
evolucionaron volviendo a dichos organismos filtradores de particulas mas grandes, para
evitar o reducir la interferencia de las particulas finas en suspension. Lo anterior se ha
comprobado realizando exploraciones con microscopia electronica, observando que el
espacio inter-setular de las especies de aguas turbias son significativamente mas grandes
que las de las especies de aguas claras (Hart, 1992). Ademads, se han hallédo cambios inter-
poblacionales € inter-generacionales en la setulacion de los apéndices filtradores en
daphnidos (Kofinék y Machadec, 1980; Koza y Kofinék, 1985), ofreciendo mecanismos
adicionales de respuesta a cambios en los niveles de sedimentos suspendidos a corto-
termino.

De comportamiento.- La respuesta de evasion se da bajo condiciones de turbidez alta y
bajos niveles de luz, lo que ocasiona que se reduzca la tasa de batido de los apéndices
(Young et al., 1984), y por lo tanto su tasa de alimentacién. Las consecuencias de esta
respuesta pueden, por tanto, ser energéticamente contraproducentes bajo condiciones
limitadas de alimento (Gliwicz, 1980).

Fisiologicas.- la utilizacion de la materia organica disuelta adsorbida por las particulas en
suspension, representa un importante suplemento nutricional en conjuncién con las algas

y/0 bacterias, proveyendo un balance nutricional total (Arruda et al., 1983).
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En el caso de los grupos testigo (sin PbCly) de M. micrura, se observé un crecimiento
poblacional similar en todos los tratamientos (0, 32 y 277 mg L' ss) (Fig. 3). Eso también
fue encontrado por Hart (1992), pero con Diaphanosoma excisum. En este caso tampoco
encontré ninguna diferencia entre los tratamientos con sélidos suspendidos y los que
carecian de ellos. Ese comportamiento puede ser ocasionado posiblemente a que estas
especies de claddceros tengan un espaciamiento inter-setular muy grande, de tal forma que
no se vean afectadas positiva o negativamente por la presencia de los sedimentos. Es decir,
que no puedan aprovechar la materia orgéanica adherida a las particulas en suspension,
como en el caso de Diaphanosoma birgei y Moina micrura (Hart, 1992), y también que los
sedimentos no interfieran en la filtracion de particulas de alimento, como en el caso de
algunas especies de daphnidos (Arruda et al., 1983; Kirk y Gilbert, 1990; Kirk, 1991* y
1991, por lo que no existe diferencia entre las poblaciones de los tratamientos con 0, 32 'y

277 mg L™ de solidos suspendidos.

En casi todos los grupos a los que se les agregd toxico de las tres especies (4. rectangula,
D. birgei y M. micrura), en el tratamiento con 277 mg L' ss (a excepcion de 4. rectangula
en la concentraciéon mas alta de PbCl,, es decir, 0.71 mg PbCl, L'l), no se encontrd ningun
efecto adverso del plomo sobre el crecimiento poblacional (Fig. 1, 2 y 3). Debido
posiblemente a que los metales son rapidamente adsorbidos por las particulas y sedimentos
de la columna de agua, ya que hay muchos posibles mecanismos para la retencion de
metales por el sedimento: sitios de adsorcién e intercambio de cationes, sedimentacion,
precipitacién y formacién de complejos con suelo ¢ materia orgénica (Jenrie, 1968, 1976;
Hilderbrand y Blum, 1974; Fred, 1975; Florence, 1986; Faulkner y Richardson, 1990;
Campbell y Tessier, 1991; Schindler, 1991; Nu Hoai et al., 1998). Ademas, como es
posible observar en la tabla 4, la concentracion de sélidos en suspension disminuye de 296
NTU en el tiempo 0 a 111 NTU después de 24h, de tal manera que algunos de los iones de
plomo que son captados por los sedimentos no se mantienen disponibles para los

claddceros en la columna de agua.

Cabe resaltar que 4. rectangula en la concentracion mds alta de téxico (0.71 mg PbCl, L),

del tratamiento con 277 mg L™ ss, si se observa una disminucién significativa en el
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crecimiento poblacional (Fig. 1), lo cual no se observa con las otras especies, en las cuales
ninguna concentracién utilizada de PbCl, afecta el crecimiento de la poblacion (Fig. 2y 3).
Esto es debido quizés a que A. rectangula son organismos litorales, los cuales contintan
alimentandose en el fondo del recipiente (lo cual fue observado en los experimentos
realizados en esta tesis), y de esta manera, los organismos se mantienen mas tiempo
expuestas al efecto del metal, puesto que los sélidos que se precipitari al fondo del
recipiente, tienen plomo adherido a su superficie. Las otras dos especies al ser planctonicas
y alimentarse en la columna de agua no presentaron el mismo efecto, puesto que los
sedimentos al ser depositados evitan que los iones adheridos a ellos ocasionen un efecto

negativo en las poblaciones de los cladéceros.

En los tratamientos sin adicion de sélidos en suspension, es posible observar efectos
negativos en exposiciones tan bajas como 0.044 mg PbCl, L™ para Alona rectangula 'y 0.02
mg PbCl, Lt para Moina micrura. Esto es importante pues las concentraciones
corresponden a una dilucion de 1/100 con base en la CLsp 24h obtenida, concentraciones
que son consideradas como inofensivas por algunos autores, sin embargo en exposiciones
cronicas estas concentraciones pueden ocasionar una disminucion en el crecimiento
poblacional. Ademas se han encontrado valores de hasta 4 mg L' de plomo en lagunas y
rios (Cervantes y Moreno-Sanchez, 1999), el cual es un valor mayor en dos ordenes de

magnitud, en comparacion con el usado en el presente trabajo.

La r obtenida en el presente trabajo para A. rectangula en el grupo testigo (sin PbCly) y sin
solidos en suspension, con una concentracién de 1x10% cels mL"! de C vulgaris, fue de
0.081. Similar a lo obtenido por Nandini ef al. (2002'), los cuales obtuvieron una r de 0.070
para dos densidades de Chlorella vulgaris (0.5 y 2x10° cels mL™!). También se observé que
la adicion de sélidos en suspensién ocasiona una mayor r, ya que se encontraron valores
mas altos 0.085 y 0.11, en los grupos testigo (sin PbCl,) de los tratamientos con 32 y 277
mg L' ss respectivamente, por lo que la presencia de sedimentos causa un aumento en la

tasa de crecimiento poblacional.
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Las tasas de crecimiento mas altas para A. rectangula y D. birgei fueron encontradas en el
tratamiento con 277 mg L! ss, a diferencia de Moina micrura, en la cual, la tasa mas alta se
encuentra en el testigo del tratamiento con 0 mg L' de sedimentos. Por otra parte, las r de
los grupos con presencia de plomo, para todas las especies son mas altas en el tratamiento
con 277 mg L' ss, esto fue observado quizas porque dichas especies, al ser organismos que
se encuentran en cuerpos de agua generalmente turbios, se ven beneficiados en la presencia
de los mismos. Ademas, los sedimentos al adsorber el metal, ocasionan que dichos iones
sean menos disponibles en la columna de agua, y por‘ tal motivo, se ven menos afectados en

el tratamiento con 277 mg L' de sélidos suspendidos.

8.2.2.2 TABLA DE VIDA

En los grupos testigo (sin PbCl;) y sin ss, se encontraron promedios de vida (L,) y
esperanzas de vida (ex) para D. birgei de 6.65 y 6.15 respectivamente, y de 9.28 y 8.78 para
M. micrura, pero en este caso alimentados con C. vulgaris, a una concentracion de 1x10°
cels mL™. Sipatba-Tavares (2002) obtiene una longevidad de 14 y 5 dias para D. birgei y
M. micrura respectivamente, alimentados con Ankistrodesmus gracillis, en una
concentracién de 3 a 4x10° cels mL™. La diferencia entre las longevidades de D. birgei es
alta, con una diferencia de mas de 7 dias, por lo que se aprecié que A. gracillis es
posiblemente un mejor alimento para dicho organismo que C. vulgaris, aunque en presencia
de una concentracion de 277 mg L™ ss, las diferencias entre las longevidades es muy baja
13.4 y 12.9 respectivamente, con aproximadamente un dia de diferencia. Por tanto, tal vez
lo que afecte a estos organismos, es la ausencia de sedimentos en el medio y no
precisamente el tipo de alimento, puesto que los organismos fueron colectados de un cuerpo
de agua turbio, con una concentracion entre 512 y 285 mg L'/l ss, y se ha observado que los
sedimentos son necesarios para una mejor supervivencia de las especies que normalmente
viven en presencia de solidos en suspension (Hart, 1992). En el caso del grupo testigo (sin
PbCly) de M. micrura se observa una diferencia de mas de cuatro dias menos en
comparacion con el presente trabajo, con un Ly y ex de 9.28 y 8.78 dias respectivamente, en
este caso la Ly y ey es un poco menor en el tratamiento con 277 mg L™ con valores de 8.75

y 8.25 respectivamente, pero sin embargo la diferencia es significativa con una P< 0.001
(Tabla 5).
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El promedio de vida mas alto, comparando entre las-diferentes especies utilizadas fue para
A. rectangula, seguida de D. birgei y por ultimo M. micrura. Esto es debido a que las
diferentes especies, también tienen una duracién de su ciclo de vida diferente, ya que los

valores obtenidos, son muy similares a los reportados por otros autores.

En las Ly y ex de todos los tratamientos a los cuales se les administré PbCl,, se encontrd
que mientras mayor era la concentracién de plomo en el medio, era mayor el efecto
negativo sobre las poblaciones y eso ocasionaba que el promedio de vida y la esperanza de
vida disminuyeran, aunque este efecto se veia disminuido, mientras mayor era la

concentracion de s6lidos en suspension.

En general, las tasas de reproduccién bruta mas alta fueron encontradas en los tratamientos
con la concentracién mas alta de ss (277 mg L™'). También se observé que las tasas de
reproduccion bruta disminuyeron conforme disminuia la concentracion de solidos
suspendidos. Hernandez-Valdés (2002) obtiene algo muy similar a lo hallado en el presente
trabajo, utilizando aguas de tres diferentes etapas de una planta de tratamiento como medio
de cultivo. El primer tratamiento fue con agua cruda (es decir sin ningun tratamiento), el
segundo del reactor bioldgico, el tercero del agua tratada y finalmente como condicién
control medio de cultivo EPA con Chlorella vulgaris como alimento. Encontrando las tasas
de reproduccién bruta y neta mas altas para Moina micrura en el agua cruda, en
comparacion con un tratamiento posterior que es el agua del reactor biolégico. A su vez, las
tasas brutas y netas del agua del reactor biologico fueron mayores que en los grupos testigo,
en los cuales se utilizdé Chlorella vulgaris como alimento. Cabe mencionar que en el agua
cruda existe una mayor concentracién de sélidos inorgéni;cos en suspension, los cuales
disminuian entre un 80 y 90 % en las aguas del reactor bioldgico y no estaban presentes en
los grupos con Chlorella, por lo que se observa que mientras disminuia la cantidad de

sélidos inorganicos en suspension, disminuian las tasas brutas y netas de reproduccion.

Las tasas de reproduccion neta mas altas para las tres especies, se encontraron en los grupos

testigo del tratamiento con 277 mg L™ de solidos en suspension. La tasa de reproduccion
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neta mas alta comparando entre especies fue para M. micrura con 25.58, seguida por 4.
rectangula con 15.85 y por tltimo D. birgei con 11.75. En este caso 4. rectdngula tuvo una
mayor tasa de reproduccién neta que D. birgei, el cual habia presentado una tasa bruta mas
alta, por lo tanto, se observa que los neonatos de 4. rectangula resisten mas la presencia de

turbidez que los neonatos de D. birgei.

En el caso de D. birgei, en las concentraciones mas altas (0.08, 0.16 y 0.32 mg PbCl, L-1),
del tratamiento sin solidos suspendidos y las de 0.16 y 0.32 mg PbCl, L-! del tratamiento
con 32 mg L' ss, no fueron capaces de reproducirse. Esto también ha sido reportado por
Mangas-Ramirez et al. (2004), los cuales trabajaron con Moina macrocopa, encontrando
que en las concentraciones mas altas de Cloruro de Cadmio, los organismos no fueron
capaces de reproducirse. Debido a que los metales producen una disminucion en la tasa de
filtracion y en la tasa metabdlica, inducen alteraciones en la ganancia neta de carbono, en el
crecimiento, en la reproduccién y en el rango intrinseco de incremento natural. (Michaels et

al., 2000; Knops et. al., 2001).

Se pudo apreciar que D. birgei es mas sensible a la exposicién cronica al plomo que 4.

rectangula'y M. micrura.

Los tiempos generacionales para 4. rectangula mas largos se hallaron en los grupos testigo
con 277 mg L ss, por lo que se observo que esa especie se ve favorecida con la presencia
de sedimentos en el medio. Para D. birgei se encontraron los mayores tiempos en las
concentraciones mas bajas de téxico (0 y 0.02 mg PbCl, L™), de los tratamientos con 0 y 32
mg L™ ss, esto debido quizés a que en dichas concentraciones y sin la presencia de tantos
sélidos suspendidos, los organismos se encuentran sometidos a un menor estrés, tardando
mas tiempo en reproducirse al no estar bajo una presion externa muy grande. En el caso de
M. micrura los tiempos son muy similares entre las respectivas concentraciones de toxico
de todos los tratamientos con 0, 32 'y 277 mg L™ de sélidos en suspensién. El tiempo entre
generaciones mds largo obtenido, comparando entre especies fue para D. birgei con 17.09

dias, seguido por 4. rectangula con 13.75 dias, y finalmente M. micrura con 6.62 dias.
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Las tasas de incremento poblacional obtenidas para D. birgei fueron de 0.10, 0.12 'y 0.18
organismos/individuo/dia, para los grupos testigo de los tratamientos de 0, 32 y 277 mg L
ss respectivamente, y para M. micrura fueron de 033, 045 y 077
organismos/individuo/dia, para los grupos testigo de los tratamientos de 0, 32 y 277 mg L'
ss respectivamente, en ese caso, dichos organismos fueron alimentados con el alga
Chlorella vulgaris. Sipatiba-Tavares (2002) encontré una tasa intrinseca de incremento de
0.37 y 0.50 para D. birgei y M. micrura respectivamente, en ese caso se utilizo el alga
Ankistrodermus gracillis como alimento. Sipauba-Tavares encontré una r de 0.37 para D.
birgei, a diferencia del presente trabajo, en el cual la r mas alta obtenida fue de 0.18. En el
caso de M. micrura se encuentra una r mayor en este trabajo, con un valor de 0.77, en
comparacién con la r obtenida por Sipauba-Tavares, la cual fue de 0.50. Comparando entre
las especies, la tasa mas alta fue encontrada para M. micrura con 0.77
organismos/individuo/dia, seguido por A. rectangula con 0.3 y por ultimo D. birgei con

0.18 en el tratamiento con 277 mg L™

Todos los pardmetros ecologicos (promedio de vida, esperanza de vida, tasa de
reproduccion bruta y neta, tiempo generacional y tasa de incremento poblacional) en los
grupos a los que se les administré PbCl, se ven afectados, y aumenta el efecto negativo,
mientras aumenta la concentracion de toxico administrada. Esto ha sido observado porque,
se ha encontrado que los metales producen una disminucion en la tasa de filtracion y en la
tasa metabdlica, entre otras actividades biologicas (Michaels et al., 2000), por lo que es mas

dificil la obtencién de alimento, ocasionando una disminucién en dichos pardametros.
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CONCLUSIONES

o Los bioensayos de toxicidad aguda mostraron que, la CLsp mas alta encontrada fue
para la especie litoral Alona rectangula con 7.06 mg PbCl, L', y para las otras dos
especies fue de 3.16 mg PbCl, L™ para Diaphanosoma birgei y 3.24 mg PbCl, L
de PbCl, para Moina micrura, las cuales son especies pelagicas, por lo que se
observa que la especie litoral tiene una mayor resistencia a la exposicién aguda al

plomo.

e Se encontrd que el plomo tiene un efecto negativo sobre la dindmica poblacional de

los organismos utilizados para estos bioensayos.

e En los bioensayos de exposicién cronica subletal, sin sélidos en suspensién, se
observan efectos negativos en exposiciones tan bajas como 0.044 mg PbCl, L' de
PbCl; para Alona rectangula, 0.08 mg PbCl, Lt para Diaphanosoma birgei y 0.02

mg PbCl, Lt para Moina micrura.

o Se pudo observar que concentraciones tan altas como 277 mg L™ de s6lidos en
suspension, no afectan a las poblaciones de cladéceros, y por el contrario, las
poblaciones de los organismos sometidas a esta concentraciéon, muestran un
aumento en la poblacién de hasta cuatro veces mas, en comparacién con los

organismos que se mantuvieron libres de sedimentos.

e Se encontrd que los sdlidos suspendidos son capaces de disminuir el efecto negativo
. -l

del plomo, ya que, en los grupos con una concentracion de 277 mg L~ ss, los

organismos no sufrieron ningun efecto negativo apreciable, inclusive en las

concentraciones mas altas de toxico empleadas para cada especie.
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Anexo 1. Medio de Cultivo Bold Basal

La preparacion del medio se basé en la propuesta de

1.- NaNOs 250 gr L
2.- MgSOy 75gr L
3.- K,HPO, 75gr L
4.- KH,PO, 75 gr L™
5.- NaCl 25¢gr L
6.- EDTA 50 gr +31 grde KOH L™
7.- FeSOy4 498 gr L'+ (1 mL H,SO4 L)
8.- H3BO; | 11.42¢gr L
9.- CaCl, : 25gr L
10.- Elementos Traza:
a) ZnSO4 8.82 grL"
b) MnCl, 1.44 gr L'
¢) MoO3 0.71 gr L'
d) CuSO, 1.75gr L
e) Co (NO3), 0.49 gr L

Para el cultivo de Chlorella vulgaris en 10 botellas de 2 L de capacidad (las tapas
deben de tener dos perforaciones) es necesario preparar una solucién tomando 30 mL de
cada uno de los diferentes nutrientes antes preparados (NaNO3, MgSQO4, K,;HPO4, KH,PO4,
NaCl, EDTA, FeSO4, H3BO;, CaCl, y elementos traza). De aqui se toman 30 mL y se
transfieren a cada botella.

Agregar 1.8 L de agua destilada a cada una de las botellas.

Adicionar 5 o 10 mL de cultivo puro de Chlorella vulgaris (el cual debe ser
examinado al microscopio para verificar que no se encuentre contaminado con ciliados,
flagelados u otra especie de algas) a cada botella.

Adicionar 0.5 mL de bicarbonato de sodio a cada botella cada dos dias.

Colocar el dispositivo de aireacién (tubo de vidrio y manguera) y Finalmente

mantener en condiciones de luz constante.

CSTA TESLES INU OALL

T T A DPTRY YTERCA
LA D _.f_lr_*..,\g_(_I‘ L BEUA
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ANEXOQO 2- Cuantificacion real de Plomo

Para las mediciones reales de plomo se prepararon seis frascos de plastico, lavados con
extran al 2 %, enjuagados con agua destilada, mantenidos durante 24h en Ac. nitrico al 5 %
(para eliminar los residuos de metales que pudieran tener), enjuagados nuevamente con
agua destilada y finalmente se dejaron secar. A tres frascos se les agregaron 15 mL de EPA
y con una concentracién de 0.5 mg PbCly L™, Los otros tres se les agregaron 15 mL de
medio EPA. A cada una de las muestras se les agregé 0.3 mL de Ac. nitrico, para que cada
muestra tuviera Ac. nitrico al 2 % (para evitar que los metales se depositen en las paredes o
el fondo de los frascos). Las muestras fueron analizadas por medio de espectroscopia
atomica, con un equipo ICP-OES (inductively coupled plasma optical emission

spectroscopy), marca Perkin Elmer.

La concentracién encontrada en la solucién EPA fue de 0.025 mg L' de plomo.
La concentracion real de plomo obtenida para una concentracién nominal de 0.5 mg PbCl,
L, fue de 0.532 mg L™ de plomo. Esto significa que existe una diferencia de 1.4 % entre

las concentraciones nominales y las reales.
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ANEXO 4- Presentaciones en congresos derivadas del presente trabajo.

A continuacion se presenta la informacion derivada a partir del presente estudio de tesis de

Maestria presentada en congresos.

Tipo de

Autores Titulo de la ponencia Congreso (Lugar y fecha) participaciéon
Garcia-Garcia G. | Efecto de la turbidez y el metal | Simposio de Biologia acuatica Oral
S. Nandiniy pesado plomo sobre la dinamica | en Honor al Dr. Henry J. Dumont.
S.8.S. Sarma poblacional de Moina micruray | Universidad Auténoma de

Alona rectangula (Cladécera). Aguascalientes, 2003.
Garcla-Garcia G. | Efecto de la turbidez y plomo 1" Congreso de la Asociacion Oral
S. Nandini y sobre las caracter(sticas Mesoamericana de Ecotoxicologia
S.8.8. Sarma poblacionales de Alona y Quimica Ambiental. Jiutepec,

rectangula (Cladécera). Morelos, 2004.
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Among different heavy metals, cadmium enters the atmosphere through natural
processes such as weathering and volcanic emissions and is then deposited by
precipitation into waterbodies. Cadmium is taken up by bacteria, phytoplankton,
zooplankton and fish directly or through the food chain. Single-celled green algae
such as Chlorella concentrate cadmium in the cells by both adsorption and active
uptake (Cafiizares-Villanueva et al. 2000). Zooplankton also accumulate significant
levels of Cd*? as has been shown in Daphnia galeata (Parker et al. 1982).

Both acute and chronic toxicity tests are essential for a better understanding of the
response of organisms to toxicants. Zooplankton, particularly rotifers and
cladocerans, are useful for these tests since they are not only sensitive to metal
stress, but also due to their wide distribution, easy to maintain under laboratory
conditions, parthenogenetic life cycle ensuring the supply of several individuals
with little genetic variability and relatively higher population growth rates
(Halbach et al. 1983). Among several biological variables, population growth
characteristics serve as sensitive indicators of toxic stress in zooplankton (Forbes
and Calow 1999). For ecotoxicological testing Daphnia magna is used worldwide
(Koivistio 1995). However, its distribution is mostly restricted to North America
and Europe (Thorp and Covich 2001). In tropical countries, therefore, it is prudent
to use locally available cladocerans, such as Daphnia pulex, and various members
of the genera Moina and Ceriodaphnia (Mangas-Ramirez et al. 2002). Moina
macrocopa is particularly useful in this regard since it has a wide distribution, high
growth rates and can reach high densities at 25° to 30°C, common in tropical
waterbodies. In this study we evaluated the acute and the chronic toxicity of
cadmium to the two tropical cladocerans (Moina macrocopa Goulden, a planktonic
species and Macrothrix triserialis Brady, a littoral species) at two food levels.

MATERIALS AND METHODS

M. triserialis and M. macrocopa originally isolated from a small pond in Vera
Cruz and the Manuel Avila Camacho Reservoir, Puebla (Mexico), respectively,
were cultured separately starting with a single female using EPA medium and on a
diet of Chlorella vulgaris at 1X10° cells/mL. The EPA medium was prepared by

Correspondence to: S. Nandini
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dissolving 96 mg NaHCO3, 60 mg CaSOs, 60 mg MgSO4 and 4 mg KCl in one
litre of distilled water (Anon. 1985). Chlorella was maintained on Bold’s basal
medium (Borowitzka and Borowitzka 1988). Log phase alga was centrifuged,
resuspended in distilled water and stored in at 4°C until use. This stock alga was
quantified using a haemocytometer. For experiments and the stock cultures, the
containers we maintained at 23+2°C, pH 7.5, continuous but diffused fluorescent
illumination. We used alga of no more than 3 day old for the experiments.

Based on a preliminary range finding test, we selected six final concentrations
(0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8 and 1.6 mg/L of CdCl,) to determine the LC50 of the heavy
metal for each of the two species, We prepared the toxicant solutions using EPA
medium. At each concentration and for each species we set up three replicates.
Exactly 20 individuals of 24+2h old were introduced into each test jar containing
20 ml medium of specified heavy metal concentration (but without algal food)
using a Pasteur pipette. After 24h, we counted the number of dead individuals from
each test jar. The mortality data were subjected to the standard analysis to derive
LCS50 (Finney 1971). Based on the LC50, we selected seven Cd*? levels (prepared
through serial dilution from a stock solution of 5 mg/L) for the chronic toxicity
tests. These were: 0 (=control), 0.005, 0.01, 0.02, 0.04, 0.08 and 0.16 mg/L for M.
triserialis and 0.0106, 0.0212, 0.0425, 0.085, 0.17 and 0.34 mg/L of CdCl, for M.
macrocopa. We studied the heavy metal toxicity at low (0.5 X 10° cells/mL) and
high (2.0X 10° cells/mL) Chlorella levels. Experiments were conducted in 100 ml
glass beakers containing 50 ml of the medium with chosen Cd*? concentration and
Chlorella density. Into each of 84 test vessels (2 test species X 7 test concentrations
(including controls) X 2 food levels X 3 replicates) we introduced 20 individuals
(mixed age group) of one of the two cladoceran species. Following initiation of
population growth experiments, every 24h we counted the numbers of living
cladocerans alive in each replicate and transferred them to a fresh medium with
appropriate levels of Chlorella and Cd*™. The experiments were terminated after a
declining trend was observed in most of the test populations, which was 31 days
for M. triserialis and 15 days for M. macrocopa.

The population growth rate (r) was calculated following the exponential growth
equation (Krebs, 1985): r = (InN-InNp)/t, where Ny and N; are the initial and final
population densities and t is time in days. The r and the peak population densities
were analysed for statistical significance (Two — way ANOVA and Tukey’s tests)
following Sokal and Rohlf (2000).

RESULTS AND DISCUSSION

Data on median lethal concentration of Cd** showed that M. triserialis was more
sensitive than M. macrocopa (Table 1). Population growth of M. triserialis was
affected by both the food availability and the toxicant concentration (Figure 1). M.
triserialis showed decreased population growth with increasing CdCl;
concentration in the medium. The effect of greater food availability in mitigatin%
the adverse effect of the toxicant was evident from the fact that under higher Cd*
(0.16 mg/L) level, the population survived for a longer period of time at 2X10°
than that at 0.5X10° cells/mL of Chlorella.
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Table 1. Median lethal concentration of CdCl, for M. macrocopa and M. triserialis
in the absence of food. Bioassayed at 24h. Nominal concentrations were used.

Cladoceran species CdCl, concentration (mg/L) (Mean+SE)
M. macrocopa 0.68+0.001
M. triserialis 0.42+0.002

In Moina macrocopa higher algal level not only contrlbuted to higher peak
population densities but also a greater resistance to Cd*? toxicity (Figure 2). At a
cadmium concentration of 0.085 mg/L, at the high food level, the population
increased to 100 individuals but at the low algal density the population gradually
declined. However, at both food levels, the population eventually crashed to zero
by day 8. While M. triserialis still had the growth rate of >0.01 at cadmium level
as high as 0.16 mg/L, M. macrocopa completely declined in less than four days
and with a negative r under similar conditions (Figure 3). The peak population
density was reached earlier under cadmium stress than in the controls in most
treatments for both the test species. Peak population densities in M. triserialis were
observed at day 5 at the lower food level but around day 10 at the higher food
level, which ultimately resulted in a pronounced adverse effect of the toxicant in
terms of growth rates.

Statistically, there was a significant impact of both food level and heavy metal
concentration on the peak population density of the two cladoceran species (p<
0.001, 2-way ANOVA). Post-hoc analysis showed that the time taken to reach the
peak population density was significantly affected for M. macrocopa at 2 X 10°
cells'mL of Chlorella (p < 0.05, Tukey’s test). An a-posteriori analysis of the
population growth rate of both the cladocerans showed that at the highest toxicant
levels (0.16 - 0.34 mg/L), there was a significant decrease as compared to the
controls or to the lower toxicant levels (p<0.05, Tukey’s test).

The duration of the experimental period for the population growth was dependent
on the biological characteristics of the test species. M. macrocopa has lifespan of
about 15 days and like other species of this genus is r-selected with a early
maturity and large brood size (Nandini 2000). M. triserialis, on the other hand, has
lifespan longer than twice that of Moina but with a lower net reproductive and
population growth rates (Muro-Cruz et al. 2002). Population growth studies are
helpful to quantify sublethal effects of toxicants including heavy metals to
zooplankton because small changes in survivorship and fecundity are eventually
summed up in peak abundances and growth rates (Halbach et al. 1984). For this,
single species tests are appropriate because they yield information both rapidly and
quantitatively to evaluate the direct effects of toxicants which could be
extrapolated to natural conditions with some precision (Koivisto 1995).

Cadmium negatively influences both survivorship and fecundity of several
cladoceran genera including Macrothrix (= Echinisca) (Chandini 1988), Moina
(Wong and Wong 1990) and Daphnia (Jak et al. 1996). However, the effect on
fecundity may not be with the same magnitude on survivorship. For example,
cadmium at 0.005 mg/L has affected the fecundity of M. macrocopa but had no
effect on the survivorship (Wong and Wong 1990).
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Figure 1. Population growth of M. triserialis in relation to different concentrations

of CdCl, and Chlorella. Values represent meantstandard error based on 3
replicates.

In our study we found that the population growth rate of M. macrocopa was not
significantly different from the controls at cadmium concentrations eight times
higher used in Wong and Wong (1990). This may be due to the presence of
individuals of different ages in a population growth study, which is similar to a
natural population than a cohort of individuals of the same age as used in life table
studies. The use of mixed age group for starting the experiments could influence
the overall population dynamics of a species, however, this is much less for
parthenogenetic taxa because the stable age distribution is rapidly reached (Nandini
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Figure 2. Population growth of M. macrocopa in relation to different
concentrations of CdCl, and Chlorella. Values represent meantstandard error
based on 3 replicates. '

and Sarma 2000). Depending on the algal density, the toxicity of a heavy metal to
cladoceran taxa could vary. For example, at low concentrations of heavy metals,
increased algal levels enhance resistance of the test species. However, beyond a
certain concentration of heavy metal in the medium, increased food availability
could have little role in mitigating the adverse effects on zooplankton (Sarma et al.
2000). On the other hand, if a cladoceran species is relatively sensitive to higher
algal levels (causing feeding inhibition), then the interaction with the toxicant

could be synergistic as shown in D. magna (Martinez-Jer6nimo and Garcia-
Gonzélez 1994).
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Figure 3. Rate of population increase (r) of M. triserialis and M. macrocopa grown
at different concentrations of CdCl, and Chlorella. Values represent
meanzstandard error based on 3 replicates. Bars containing same letter are not
statistically significant (p>0.05; Tukey’s test).

Independent of the species involved, cladocerans in general cannot tolerate algal
levels higher than 4X10° cells/mL (Nandini and Sarma 2000). In the present study,
we used much lower algal densities, and possibly no feeding inhibition could be
expected. We did not however evaluate this variable. Moreover, M. triserialis
showed increased population growth rates with increasing Chlorella densities
(0.5X10° to 2.0X10° cells/mL) in the medium (Muro-Cruz et al. 2002). In the
present work, M. triserialis, regardless of Cd*? concentration in the medium, had
higher peak abundances at higher algal levels but these were reached later.
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M. macrocopa, on the other hand, was less affected by cadmium at a concentration
of 0.085 mg/L at the higher food level. Both, in acute and chronic toxicity tests,
cadmium toxicity could be reduced to some extent by increasing algal densities in
the medium. For example, Sarma et al. (2000) have shown that the median lethal
concentration of cadmium for brachionid rotifers were lower at higher (3X10°
cells/mL) algal food density than at 1X10° cells/mL of Chlorella. Increased algal
density may permit absorption and/or detoxification of heavy metals (Gotsis 1982).
Based on field studies, Pickardt et al. (2002) have shown that seasonal algal
blooms actually reduce the toxicity of mercuric compounds to cladocerans. The
levels of food and the heavy metal used in this study have also been used in many
previous studies (e.g., Sarma et al. 2000). Although M. macrothrix had lower
growth rates than M. macrocopa, we found that the percentage difference in
toxicity as compared to the controls was higher in the latter. We also found that M.
macrocopa was more sensitive to cadmium than M. triserialis. Nebekar et al.
(1986) have shown that Hyallela azteca is more susceptible to cadmium than
Daphnia. This further emphasizes the importance of including diverse taxa in
routine toxicity tests.

In conclusion, our study considered the possible positive of algae in reducing the
toxic effects of cadmium to the chosen cladocerans. Concentrations of cadmium as
low as 0.01 mg/L had a negative influence on the population growth of the tested
cladoceran species.
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