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RESUMEN

Existen metales pesados no esenciales para la vida de los organismos, como
es el caso del mercurio el cual es potencialmente toxico tanto para la salud
humana como silvestre. Por otro lado se encuentran aquellos que son
esenciales para el desarrollo de los organismos pero que llegan a ser toxicos
cuando se encuentran en concentraciones relativamente elevadas, como
ejemplo encontramos al zinc. La gran parte de los estudios toxicoldgicos se han
realizado con claddceros y rotiferos pero pocos son los trabajos con ostracodos
especificamente con Heterocypris incongruens. Por lo que se realizaron
pruebas de toxicidad aguda y cronica para evaluar los efectos de diferentes
concentraciones de mercurio (0.0012mg/l, 0.0025mg/l y 0.005mg/l) y zinc
(0.075mg/l, 0.15mg/l y 0.3mg/l) y Chlorella vulgaris como alimento 0.5x
10°células/ml para ambos metales. Se obtuvieron valores de CLs de 0.81+0.12
mg/l para el mercurio y 2.69+0.65 mg/l para el zinc. El promedio de vida para el
grupo testigo fue de aproximadamente 16 dias y disminuyo al aumentar la
concentracion de zinc de 0.075mg/l hasta 0.3mg/l para el caso del mercurio el
promedio de vida aumento al incrementarse la concentracion de 0.0012 mg/l
hasta 0.005mg/l. La sobrevivencia con el zinc fue de 20 dias y de 60 dias para
el mercurio con respecto al grupo control, la reproduccion fue mas alta con
mercurio que con zinc al igual que la esperanza de vida. La tasa de crecimiento
poblacional fue negativa para ambos metales excepto para la concentracion de
mercurio de 0.0012mg/l, el tiempo generacional en el caso del zinc varié entre
8 y 25 dias, mientras que para el mercurio fue de 25 a 38 dias. Concluyendo
que es importante en préximos trabajos tomar en cuenta la concentracion de
alimento debido a que a bajas densidades los organismos invierten mas
energia en la reproduccion, esto sobre todo para el caso del mercurio, también
se recomienda seguir haciendo estudios con H. incongruens por ser una

especie béntica y juega un buen papel como indicador.



INTRODUCCION

El incremento en los niveles de los metales pesados en la biosfera, es el
resultado de perturbaciones originadas por el hombre en el medio ambiente o
por fendmenos geoldgicos como son las erupciones volcanicas. Se sabe que
en las ultimas décadas se ha incrementado la contaminacion de la atmadsfera,
los rios, los océanos y suelos por metales pesados, como consecuencia de la
actividad industrial y de la explotacion minera. El impacto ecolégico de los
metales se deriva principalmente de las observaciones en los sistemas
acuaticos que reciben los desechos de la mineria, aguas cloacales, descargas
industriales o sedimentos con demasiado contenido metalico (Connel, 1984;

Paez-Osuna, 1996; Cervantes y Moreno-Sanchez, 1999).

Para llevar a cabo sus funciones los organismos, vivos requieren de diversos
iones inorganicos esenciales como son: Na*, K*, Mg®*, Ca®", CI etc. Otros
iones, que también se hallan en el ambiente son ya sea toxicos y sin ninguna
actividad biolégica asociada, por ejemplo metales pesados tales como plomo,
mercurio, cadmio y plata. Por otro lado se encuentran aquellos que son
esenciales pero que llegan a ser toxicos cuando se encuentran en
concentraciones relativamente elevadas, tal es el caso del cobre, zinc, niquel y
cobalto. Por lo general se acepta que los metales pesados son aquellos cuya

densidad es mayor a 5 g /ml en relacion a la densidad del agua (Moss, 1980)

Como efecto secundario y consecuencia del desarrollo industrial y la creciente
urbanizacién en México se registra una importante y creciente carga ambiental,
proveniente de sitios contaminados. Sobre todo debido a varios siglos de
actividad minera y desde hace algunas décadas, a la intensa explotacion
petrolera, actualmente en México se puede detectar una considerable
contaminacion de suelos por hidrocarburos y metales pesados (Méndez et al.,
2002; Ruiz-Fernandez et al., 2003).

De los metales mencionados se conoce que el mercurio es un metal no
esencial para la vida de los organismos y que todas las formas del mercurio

son potencialmente toxicas tanto para la salud humana como silvestre. La



contaminacion del agua por mercurio se debe a las industrias quimicas que
producen cloro, plasticos, fabricas de fungicidas y de pinturas contra hongos,
por minas de cinabrio (sulfuro de mercurio, HgS), en la extraccion de oro y de
plata por el método de amalgamacion y por las refinerias del petroleo
(Duffus,1983). Se considera que la mitad del mercurio extraido es arrojado al
medio ambiente, una parte en forma de vapor a la atmdésfera y otra en los

desechos industriales al suelo y al agua.

En lo que respecta al zinc, es un elemento indispensable para el desarrollo de
los organismos en cantidades minimas, es relativamente téxico en
concentraciones altas; y su toxicidad se incrementa en presencia de otros
metales como el arsénico, cadmio y plomo; se le ha incluido dentro de los
toxicos que inducen el rompimiento endocrino en los invertebrados marinos
(Depledge & Billinghurst, 1999).

Limites de toxicidad

La Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) de los Estados Unidos ha
determinado una serie de limites para las concentraciones de metales pesados.
Por encima de esos niveles los metales pueden causar graves trastornos en los
seres vivos, y finalmente ocasionar la muerte. A continuacion mostraremos
dichos limites en distintos medios y las dosis maximas para la ingesta en los
humanos (Sheiner et al., 1989)

Limites méximos permitidos para preservar la vida acuética en sistemas de

agua dulce (rios y lagos):

Metal Limite maximo (ug/l)
As 50
Be 130 (+)




Cd 0.66 (%)
1.10 (")
2.00 ()
Cu 6.50 ()
12.00 (*)
21.00 (*)
Hg 0.012 (%)
Ni 56.00 (X)
96.00 (x)
160.00 (x)
Pb 1.30 (%)
3.20 (%)
7.70 (%)
Zn 180.00 (#)
320.00 (#)
570.00 (#)

+: Concentracion promedio por 1 hora; x:
concentracion promedio, en 24 horas; *:
concentracion promedio en 4 dias; #: niveles
gue no pueden excederse en ningun lapso

de tiempo.

Limites maximos permitidos para preservar la vida acuatica estuarina o en

zonas de costas:

Metal Limite méaximo (ug/l)
As 50

Cd 8 (*)

Cu 2.9 (+)

Hg 0.025 (%)

Ni 7.10 (X)

Pb 5.8 (%)




Zn 76.6 (%)

+: Concentraciéon promedio por 1 hora; x:

concentracion promedio, en 24 horas; *:

concentracion promedio en 4 dias.

Dosis maximas permitidas en aguas para consumo humano:

As 50 pg/l (+)

Cd 10 pg/l (*)

Cr 50 ug/l (+)

Cu 1.0 ug/l (#)

Hg 144000 pg /I ()

Ni 632.0 pg/l (*)

Pb 50.0 pg/l (*) (adultos)
Zn 5.0 pa/l (*)

*. Criterios para el agua; +: maximo nivel de
contaminacion; #: nivel que jamas debe ser

superado.

La ecotoxicologia es la disciplina que se encarga de estudiar el destino y los
efectos de los contaminantes en los ecosistemas, intentando explicar las
causas y prever los riesgos probables (Duffus, 1983). Algunos de los ensayos
toxicoldgicos que actualmente se llevan a cabo son las pruebas agudas y
cronicas (ciclos generacionales) que se realizan en comunidades de
Microcosmos y mesocosmos. En estas pruebas se mide el tiempo de respuesta
de las comunidades ante un agente toxico. Los efectos de dicho agente se
dividen en: efectos a corto plazo (parte del periodo generacional del individuo)
y efectos de larga duracién (transgeneracionales) (Gama y colaboradores,
2001).

Los efectos de corta duracion se abordan mediante las pruebas de toxicidad
aguda, que se evaltan con la concentracion letal media (CLsp), (en esta prueba
se estima la concentracion a la cual muere el 50% de la poblacién

experimental).



Los efectos de larga duracién se abordan mediante las pruebas de toxicidad
cronica, que se evalla en generaciones subsecuentes, demografia y ciclos de
vida que se definen por los efectos a largo plazo, y a su vez pueden estar
relacionados con cambios en el apetito, metabolismo, mutaciones,

reproduccién, crecimiento y muerte (Gama y colaboradores, 2001).

Debido a la gran cantidad de actividades antropogénicas y a los dafios que
estas provocan, en las ultimas tres décadas el estudio de la ecotoxicologia ha
tomado gran interés y se ha empleado ampliamente a los organismos
invertebrados en pruebas estandar debido a su gran sensibilidad a los toxicos
(Reynoldson, 1989). Ademas, son organismos con altas tasas de crecimiento,
un rasgo que permite responder rapidamente a ambientes cambiantes (Conde-
Porcuna, 2004).

Los ostracodos, son pequefios crustaceos, encerrados en un caparazon
bivalvo, sus valvas elipticas estan impregnadas de carbonato calcico; en la
parte dorsal hay una charnela bien diferenciada formada por una tira de
cuticula no calcificada (Barnes, 1996). Poseen dos pares de antenas, provistas
de largas sedas “nadadoras”, mandibulas, maxilas y varios pares de patas
progresivamente reducidas. Mandibulas, maxilas y las primeras patas tienen
los exopodios en forma de “placas vibratiles” expansiones laminares con radios
o lacinas en los bordes, que con el palpo de las mandibulas, forman un
mecanismo de bombeo y respiracion. El cuerpo termina en una furca con dos
ramas terminadas en sedas o0 espinas no raramente atrofiadas. Muchos
ostracodos se mueven por el sedimento mediante movimientos pulsatiles de las
antenas y las ramas caudales (Wetzel, 1981). Los ostracodos ocasionalmente
podemos encontrarlos en la columna de agua pero la mayoria de ellos estan

asociados con la vegetacion acuatica y los bentos en cuerpos de agua.

Los ostracodos de agua dulce miden entre 0.35 y 4mm: la reproduccion es
partenogenética en gran parte de su ciclo vital. En algunas especies no se han
encontrado machos, en otros hay reproduccién sexual normal con presencia de

machos y hembras. El desarrollo de los huevos puede durar entre unos dias y



algunos meses y depende sobre todo de la temperatura. Algunas especies, en
especial aquellas que son temporalmente dulceacuicolas producen huevos
muy resistentes a la desecacién (Barnes, 1996). La larva nace en forma de
nauplio con un reducido numero de apéndices y sufre una serie de estadios de
crecimiento o mudas, normalmente ocho, durante las cuales la morfologia se
va haciendo mas compleja y se van desarrollando los apéndices hasta alcanzar
el noveno estadio o estadio adulto. La duracion de la vida es de uno a cinco
meses, pero algunas especies viven mas de un afio (Margaleff, 1981). En
cuanto a su alimentacion se refiere, son omnivoros y, al igual que los
microcrustaceos claddceros, se alimentan de bacterias, algas, detritus y otros

microorganismos por medio de la filtracion (Wetzel, 1981).

La mayoria de las especies de los ostracodos como se menciono
anteriormente presentan una reproduccion de tipo sexual y alguna de las
especies como es el caso de Heterocypris incongruens, presenta una
reproduccioén partenogenética y se ha logrado cultivar bajo condiciones de
laboratorio, bajo condiciones adversas producen huevos de resistencia lo que
impide que corran el riesgo de morir por desecacion antes de completar su
ciclo de vida; son de gran utilidad para la Paleolimnologia, en su mayoria
constituyen parte importante de la dieta de peces benctivoros, son organismos
bentonicos importantes en la cadena alimenticia, ademas de ser indicadores de

la calidad del agua (Spencer y Blaustein, 2000).

Clasificacion taxondmica (Sunkad y Patil, 2004)
Phylum: Arthropoda
Superclase: Crustacea
Subclase: Malacostraca
Orden: Ostracoda
Familia: Cyprididae
Género: Heterocypris

Especie: incongruens.
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ANTECEDENTES

Los efectos del mercurio en el rotifero Brachionus calyciflorus Pallas (Rotifera)
fueron evaluados por Ramirez et al., (2003) por medio de tabla de vida
demogréfica con dos concentraciones de Chlorella como alimento. En general,
a altos niveles de alimento resulta alta la tasa de crecimiento poblacional.
Excepto el tiempo generacional, todas las otras variables derivadas fueron

significativamente influenciadas.

De Shamphelaere et al. (2004) evaluaron la toxicidad del zinc en la
reproduccién de Daphnia magna por medio del alga verde Pseudokirchneriella
subcapitata expuesta a diferentes concentraciones de zinc. Infiriendo que el
efecto negativo en la reproduccion esta relacionado probablemente a la

acumulacion en areas especificas, tejidos o células

Sobre toxicidad por metales pesados existe informacion del efecto téxico agudo
y cronico del mercurio y el cadmio sobre el cladocero “Alona rectangula” (Brand
Arzamendi, 2003). Dicha autora valoro la toxicidad mediante las respuestas de
crecimiento poblacional (del cladocero, asi como también su maxima densidad
y el tiempo en que la alcanza). Concluyendo que el mercurio resulto mas téxico
gue el cadmio.

Los efectos de exposicion al zinc en el poliqueto Dinophilus gyrociliatus fueron
evaluados por Mauri et al. (2003) con tablas de vida, concluyendo que el zinc
no tiene efectos en la edad ni en la madurez de los individuos, lo cual induce un
ligero incremento en la fecundidad en las fases reproductivas en las

concentraciones mas altas.

Chial y Persoone (2003) realizaron pruebas de toxicidad en sedimentos de rios
contaminados de Bélgica y Canada por medio del Ostracotoxkit F™ utilizando
neonatos nacidos de quistes de H. incongruens, en 6 dias y se comparan con
las pruebas realizadas en Hyallela azteca y Chironomus riparius las cuales
duraron 10 dias. Asi mismo se realizaron pruebas en 15 suelos contaminados
en donde la sensibilidad fue evaluada en comparacion con los ensayos de 28
dias en la inhibicion de la reproduccién del insecto Folsomia candida y

mostrando que H. incongruens es mas sensible que el insecto y que en ambos
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casos la mortalidad de los ostracodos es el resultado de las particulas de toxico
adheridas a los sedimentos.

Especificamente sobre toxicidad aguda y crénica con metales pesados como el
cadmio y el mercurio en el ostrdcodo Heterocypris incongruens (Lucrecia,
2005) evaluo dichas toxicidades mediante las respuestas de tabla de vida
demograficas. Concluyendo que el cadmio resulto ser mas téxico que el cobre,

y las variables mas afectadas fueron las reproductivas.
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JUSTIFICACION

Especificamente a Heterocypris incongruens, se le ha asociado a pruebas de
toxicidad ya que la constitucion de sus conchas permite la absorcion de
metales pesados lo cual facilita el estudio de los metales asociados a los
sedimentos, también se le ha utilizado en pruebas de parasitologia, sin
embargo son muy pocos los trabajos realizados con esta especie en el area de
la ecotoxicologia a pesar de que también se le encuentra en México, sin
embargo, la mayoria de los trabajos se han realizado con cladoceros y
rotiferos. Ademdas otro punto importante es que algunos metales son
esenciales para los organismos pero otros no aunque sabemos que ambos
esenciales y no esenciales causan dafos a concentraciones elevadas como es

el caso en este trabajo del zinc y del mercurio respectivamente.
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OBJETIVOS

Objetivo General
Evaluar el efecto de los metales pesados (zinc y mercurio) sobre el
comportamiento demografico y sobrevivencia del ostrdcodo Heterocypris

incongruens (Ostracoda: Crustacea)

Objetivos Particulares

Estimar la toxicidad aguda de los metales zinc y mercurio por medio de la CLsg

en el ostrdcodo Heterocypris incongruens

Valorar la toxicidad crénica por medio de variables demogréficas, tablado vida y

de sobrevivencia del ostracodo.
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MATERIALES Y METODOS

Cultivo de los organismos experimentales (microalga vy
ostracodos)

El cultivo de Chlorella vulgaris se realizé en botellas de plastico de dos litros en
condiciones asépticas a una temperatura de 25- 26° C, utilizando medio basal
de Bold (Gama, 2001) agregando como fuente de carbono carbonato de calcio
cada tercer dia durante el crecimiento del alga, la cual se cosech6 cuando se
alcanz6 una densidad de alrededor de 25 x 10° células/ml, en un tiempo
aproximado de 15 dias. Para llevar a cabo la cosecha se realizo una
sedimentacion desechando el sobrenadante para posteriormente resuspender
en medio EPA. Para cuantificar la densidad de alga se utiliz6 un
hematocitometro. El alga cosechada se conservo en el refrigerador a 4 °C
antes de utilizarse, sin embargo después de dos semanas el alga no se debe
usar como alimento para organismos experimentales, en este caso para los
ostracodos, puesto que de esta manera nos aseguramos que los organismos

no sufriran cambios por la calidad nutricional del alimento.

Heterocypris incongruens (Fotografia 1 y 2) fue aislado de un cuerpo de agua
de la Ciudad de Guanajuato y se cultiva masivamente desde el afio 2000. El
medio utilizado para el cultivo de la especie mencionada fue por medio de la
solucion fisiolégica conocida como EPA, la cual se prepararé con 0.04 g de
cloruro de potasio, 1.2 g de sulfato de magnesio, 1.2 g de sulfato de calcioy 1.9

g de bicarbonato de sodio en 20 litros de agua destilada (Anon. 1985).
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Fig. 1 Diagrama que muestra la metodologia utilizada
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Fotografia 1. Longitud de la valva del individuo adulto de H. incongruens
(1076112 pm, 10x)

Fotografia 2.Longitud promedio de huevos partenogenéticos de H.
incongruens (longitud: 114+2 pm, 10x)



18

Disefio experimental

Para los estudios experimentales se utilizaron reactivos de grado analitico
(cloruro de zinc y cloruro de mercurio). De ambos metales se prepararon
soluciones madre, disolviendo 1g/L en 1L de agua destilada, la cual fue

colocada en frascos ambar y se les mantuvo en refrigeracién hasta su uso.

Para la busqueda del intervalo de prueba, en vasos transparentes se colocaron
20 individuos neonatos de la especie Heterocypris incongruens con diferentes
concentraciones nominales de zinc (2.5, 1.25 y 0.6mg/l) y mercurio (1.6, 0.8,
0.4 y 0.2 mg/l) como toxico en 20 ml de toxico sin alimento y con tres replicas
mas un grupo control. Posteriormente se contaron los organismos vivos Yy
muertos en un microscopio estereoscopico en una caja de acrilico, después de
24 horas para poder de esta forma determinar el intervalo de concentraciones

que fueron letales y no letales para Heterocypris incongruens.

Concentracion letal media

Con el patron de mortalidad se redujo el intervalo de las concentraciones
letales para derivar la concentracion letal media. Para cada nivel del toxico se
utilizaran 3 replicas con 20 individuos y un grupo control de neonatos de H.

incongruens con menos de 24 horas de nacimiento.

Los experimentos de la CLso se realizaron sin alimento, y se mantuvieron a
25°C posteriormente se realizd el conteo de los organismos vivos y muertos
bajo el microscopio estereoscopico, el criterio de muerte para los organismos

fue la ausencia de movimiento (Sarma y Nandini, 1999).

Los datos obtenidos se transformaron utilizando el método de Probit. Una vez
realizado esto se determinaron los niveles del toxico para realizar las pruebas

de toxicidad crénica.

Tabla de vida demogréfica
De acuerdo a los valores de CLsy se seleccionaron tres niveles subletales de

cada uno de los metales pesados y tres réplicas para cada una de las
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concentraciones, ademas de un grupo testigo, el experimento se realizé en
vasos de plastico, conteniendo cada uno de ellos 20 neonatos de H.
incongruens de 24 horas de nacidos en 20 ml de téxico y utilizando como
fuente de alimento Chlorella vulgaris con una densidad de 0.5 x 10° células/ml.
Al grupo testigo se le mantuvo Uunicamente con el cultivo de algas a la densidad
ya mencionada. Las concentraciones evaluadas para el mercurio fueron de
0.005, 0.0025, 0.0012 mg/l y para el zinc fueron de 0.3, 0.15, 0.075 mg/l dichas
concentraciones se prepararon por el método de diluciones seriadas a partir de
la solucion madre. El medio se cambié diariamente, contando y quitando los
descendientes y los muertos de cada cohorte, el experimento finalizé cuando

todos los organismos murieron.

Para la tabla de vida se analizaron las siguientes variables (Krebs, 1985):
(i) Variables de sobrevivencia:
(a) Esperanza de vida después de eclosion
(b) Longevidad

(c) Promedio de vida

(if) Variables reproductivas:
(a) Tasa reproductiva bruta
(b) Tasa reproductiva neta
(c) Tiempo generacional

: . InR
(d) Tasa de incremento poblacional r = %

Sobrevivencia = &
No

Esperanza de vida = 'll'x
X

Reproduccion bruta = me donde mx es fecundidad
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Z|xrnx
Ro

donde |x es sobrevivencia

Tiempo generacional =

m« fecundidad

X eslaedad

Tasa reproductiva neta = > Ixmk dondelx es sobrevivencia

m« es fecundidad

Morfometria

Para establecer una relacion entre el tamafio del cuerpo del individuo y el de la
excreta se midio el tamafio de los diferentes individuos de H. incongruens. Se
utilizaron 20 individuos de diferentes tamarios, cada organismo se coloco por
separado en un frasco con Chlorella vulgaris como alimento a una densidad de

1x10° células/ml por un dia.

Las mediciones se realizaron al dia siguiente con ayuda del microscopio 6ptico
y la cdmara clara con una escala lucida de 13X y el ocular 10X Los
organismos y las excretas se dibujaron en escala de centimetros y

posteriormente los datos se transformaron en um.
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RESULTADOS

En cuanto a los datos morfométricos se obtuvieron promedios para cada una
de las fases medidas, tales como adultos, neonatos y de los huevos ancho y
largo (Ver Tabla 1). Ahora bien para el caso de los datos de las mediciones de
los individuos en relacion con el tamafio de la excreta se presentan en la figura
2; de acuerdo a la figura existié una relacion positiva y significativa (coeficiente
de correlacion es de 0.80, p<0.01) entre el tamafio del cuerpo y la excreta de
H. incongruens (fotografias 1 y 2). Cabe mencionar también, que su ciclo de

vida fue de aproximadamente 60 dias.
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=
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Figura 2. Relacion entre el tamafio de cuerpo y el tamafio de la excreta de H. incongruens
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Tabla 1. Datos morfométricos de H. incongruens (individuos adultos, neonatos

y huevos). Se presenta el promedio + error estandar basado en 10

observaciones para cada una de las etapas.

FASE MEDIDA
Adultos 1076+112.8
Neonatos 274+17.40
Huevos (ancho) 113.7+£2.45
Huevos (largo) 137.8+5.51

Los resultados de la CLso para el caso del Zinc fue de 2.69+0.65 mg I'en tanto

que para el mercurio fue de 0.81+0.12 mgl™ (figs 3 y 4).

De acuerdo con las curvas de sobrevivencia representadas en las graficas,

podemos observar tanto en el grupo testigo como para las dos concentraciones

mas bajas un comportamiento semejante, ya que la perdida de los organismos

es muy baja en comparacion con la concentracion mas alta, la cual presenta

una gran perdida de los individuos (ver fig. 5).

5.2

iy b
= =)

b
=

WValor de probit

36

3.2

0.6

Clsp=269+065 mg |

0.4

0.2 0.0 0.2 04 0.6

Concentracion de ZnCl; (mg™ ) (login)

Fig. 3 Derivacion de concentracion letal media de cloruro de zinc (concentraciones nominales)

para H. incongruens mediante el método de Probit.
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Fig. 4 Derivacion de concentracién letal media de cloruro de mercurio (concentraciones

nominales) para H. incongruens mediante el método de Probit

En cuanto a la esperanza de vida podemos observar que las concentraciones
mas bajas son similares con respecto al grupo control, sin embargo la
concentraciéon mas alta exhibe una esperanza de vida mas corta, siendo esta

tltima de aproximadamente 20 dias (ver fig. 6).

En cuanto a la reproduccién, podemos observar que para el grupo testigo
comenz6 a partir del dia 20 al igual que para la concentracion de zinc de
0.075mg/l aunque cabe destacar que la reproduccion fue muy baja, otro punto
importante es que para las concentraciones mas altas no se presenta
reproduccién. Sin embargo para el caso del mercurio, aunque la reproduccién
comenz6 el mismo dia para las tres concentraciones usadas de 0.0012mgl/l,
0.0025mg/l y 0.005mg/l se observa que la reproduccion fue disminuyendo

conforme fue en aumento la concentracién del toxico (ver fig. 7).
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Fig. 5 Curvas de sobrevivencia de H. incongruens bajo diferentes concentraciones de cloruro
de zinc (columna 1) y cloruro de mercurio (columna 2). Se presenta el promedio y el error

estandar basandonos en tres replicas para cada tratamiento.
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Figura 6. Curvas de esperanza de vida de H. incongruens bajo diferentes concentraciones de

cloruro de zinc (columna 1) y cloruro de mercurio (columna 2). Se presenta el promedio y el
error estandar basandonos en tres replicas para cada tratamiento
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Figura 7. Curvas de fecundidad de edad especifica de H. incongruens bajo diferentes
concentraciones de cloruro de zinc (columna 1) y cloruro de mercurio (columna 2). Se presenta

el promedio y el error estandar basandonos en tres replicas para cada tratamiento
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Los resultados obtenidos de las variables evaluadas; esperanza de vida de
nacimiento, promedio de vida, tasa reproductiva bruta, tasa reproductiva neta,
tiempo generacional y tasa de crecimiento poblacional para la concentracion de
0.075mg/l de zinc difieren en un 15% con respecto del grupo testigo. Sin
embargo para el caso de la concentracion de 0.5 mg/l se observaron para la
esperanza de vida de nacimiento y el promedio de vida valores muy
semejantes con respecto del grupo testigo, en tanto que para la concentraciéon
mas alta de 0.3 mg/l los valores de las dos variables ya mencionadas se vieron

reducidas en un 60% (tabla 2).

Tabla 2.Variables de tabla de vida demogréfica: esperanza de vida de nacimiento en dias,
promedio de vida en dias, tasa reproductiva bruta (nidmero de descendientes por hembra por
duracién de vida), tasa reproductiva neta (nimero de descendientes por hembra por duracién
de vida), tiempo generacional en dias y tasa de crecimiento poblacional por dia de H.
incongruens expuesto a diferentes concentraciones de zinc los valores muestran promedio *

error estandar basado en tres replicas.

Tratamiento Esperanza Promedio de Tasa Tasa Tiempo  Tasade
de vida de vida reproductiva reproductiva  generaci crecimiento
nacimiento bruta neta onal poblacional.

Testigo 15.500+ 16.000+ 5.966+ 0.633+ 25.267+ -0.019+
1.666 1.666 0.980 0.067 1.822 0.004

0.075 mgl/l 12.88+ 13.38+ 0.16+ 0.016+ 8.33% -0.040+
0.45 0.45 0.16 0.001 1.33 0.004

0.15 mgl/l 14.11+ 14.61+ - - - -

0.26 0.26 - - - -

0.3 mgl/l 6.47+ 6.98+ - - - -
1.63 1.63 - - - -

Para el caso del mercurio, con respecto a las concentraciones de mercurio

utilizadas (0.0012 mg/1,0.0025 mg/l y 0.005mg/l) las variables de esperanza de
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vida de nacimiento, promedio de vida, tasa reproductiva neta, los valores
fueron altos con respecto al grupo testigo excepto en la tasa reproductiva bruta
en donde los valores fueron decreciendo conforme aumentoé la concentracion
siendo estos de 3.51+1.3, 2.78+0.37 y 1.08+0.19 respectivamente, el tiempo
generacional en la concentracion mas baja y en la mas alta los valores fueron
semejantes a los obtenidos en el grupo control. Finalmente la tasa de
crecimiento poblacional en la concentracion de 0.0025mg/l se obtuvo un valor

positivo como podemos ver en la siguiente tabla.

Tabla 3. Variables de tabla de vida demogréfica: esperanza de vida de nacimiento en dias,
promedio de vida en dias, tasa reproductiva bruta (ndmero de descendientes por hembra por
duracién de vida), tasa reproductiva neta(nimero de descendientes por hembra por duracién
de vida), tiempo generacional en dias y tasa de crecimiento poblacional por dia de H.
incongruens expuesto a 0.0012mg/l, 0.0025mg/l, 0.005mg/lI de mercurio con respecto al grupo

testigo, los valores muestran promedio y error estandar basado en tres replicas.

Tratamient Esperanza  Promedio Tasa Tasa Tiempo Tasa de

o] de vida de devida reproductiv  reproductiv.  generacion  crecimiento
nacimiento a bruta a neta al poblacional.

Testigo 15.500+ 16.000+ 5.966+ 0.633+ 25.267+ -0.019+
1.666 1.666 2.980 0.067 1.822 0.004

0.0012mg/l 18.225+ 18.700+ 3.515+ 0.575+ 36.377+ -0.0161+
4.798 4.784 1.315 0.175 1.752 0.008

0.0025mg/l  30.896+ 31.350+ 2.786+% 1.133+ 38.027+ 0.002+
4.83 4.82 0.37 0.19 1.61 0.004

0.005mg/l 33.0817+ 33.5667+ 1.0800+ 0.550+% 36.930+ -0.016+
2.503 2.498 0.199 0.100 1.132 0.004

Para el caso del Zinc solo se evaluaron los factores Esperanza de vida de
nacimiento y Promedio de vida encontrando para ambos casos valores
significativos (p<0.01) (Tabla 4).
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Para el caso del mercurio en el analisis de varianza por medio de ANOVA de
dos factores los resultados en cada una de las variables evaluadas se
obtuvieron valores significativos, excepto para la tasa reproductiva bruta cuyo

valor fue no significativo (Tabla 5)

Tabla 4. Resultados del andlisis de varianza del factor esperanza de vida de nacimiento de H.
incongruens bajo las diferentes concentraciones de cloruro de zinc (gl= grados de libertad, sc=

suma de cuadrados, pc= promedio de suma de cuadrado y F= F- relacién, **=p<0.01)

Variacion Gl SC PC F
Esperanza de vida 3 143.396 47.80 11.11*
de nacimiento

Error 8 34.409 4.30

Promedio devida 3 143.107 47.70 11.12**
Error 8 34.305 4.29

Tabla 5. Resultados del analisis de varianza del factor esperanza de vida de nacimiento de H.
incongruens bajo diferentes concentraciones de cloruro de Hg (gl = grados de libertad, sc=
suma de cuadrados, pc= promedio de suma de cuadrado y F = F- relacién, *=p<0.05, *** =
p<0.001, ns = p>0.05).

Variacion Gl SC PC F

EO 3 690.86 230.29 547 *
Error 8 336.79 42.10

Promedio de vida 3 702.74 234.25 5.66 *

Error 8 331.79 41.40
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Reproduccion
bruta
Error

Reproduccion
neta
Error

Tiempo
generacional.

Error

o w

37.03

57.85

0.69

0.38

319.84
49.42

12.34 1.71ns
7.23

0.23 4.82*
0.05

106.61 17.26%**
0.05
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DISCUSION

Este trabajo es de gran importancia debido a que metales pesados zinc y
mercurio, ejercen efectos negativos sobre H. incongruens; corroborando lo
dicho por Depledge y Billinghurst (1999) que el zinc es un elemento
indispensable para el desarrollo de los organismos, en cantidades minimas,
pero relativamente toxicos en concentraciones altas. Aqui podemos destacar
que las concentraciones usadas durante el experimento, si afectaron la
sobrevivencia, ademas de la reproduccion y la esperanza de vida. Los efectos
subletales en una gran variedad de organismos, conducen a cambios en su
morfologia o histologia; fisiologia; Bioquimica y Endocrinologia, conducta y
reproducciéon (Bryan, 1976). Por lo podriamos inferir que el efecto negativo en
la reproduccién de H. incongruens esta relacionado probablemente a la
acumulacion en areas especificas en tejidos y células, tal como se menciona
en el estudio realizado por De Schamphelaere et. al. (2000); encontrando que
para Daphnia magna la reproducciébn se vi0 afectada excepto en la
concentracion de zinc mas baja, la cual fue muy similar a la del grupo control,

comportamiento muy similar al de nuestro trabajo.

Los estudios de concentracion letal media, son necesarios para determinar la
concentracion en la cual muere el 50% de los individuos iniciales (Snell y
Janssen, 1995). Los resultados de esta prueba son variables dependiendo de
la especie de la que se trate o del toxico que se utilice y es muy importante
realizarla pues es muy posible que una sustancia toxica pueda ser letal sélo
cuando la dosis es muy alta, pero produzca efectos malignos a
concentraciones relativamente bajas (Duffus, 1983). La concentracion letal
media para Heterocypris incongruens con mercurio fue baja (0.81mg/l) en
comparacion con la del zinc (2.69 mg/l) pero alta comparada con el trabajo
previamente realizado con mercurio Sarma y col. (2000), quienes reportaron
que la concentracion letal media para el rotifero Brachionus calyciflorus varié
entre 0.1 a 0.62 mg/l. por su parte Fargosova (1994) determiné para el

claddcero Daphnia magna una CLsp de 0.04 - 0.08mg/I.
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Sin embargo los metales pesados aun cuando son toxicos no necesariamente
pueden afectar de una manera significativa puesto que a lo largo del tiempo se
precipitan y se acumulan en los sedimentos en mayor concentracion que en la
columna de agua lo cual significa que la comunidad asociada al sedimento esta
expuesta frecuentemente a toxicidades agudas con efectos catastroficos para

las poblaciones.

También existe el impacto de la concentracion de alimento sobre la toxicidad
de los metales pesados y otras toxinas sobre la CLso. Generalmente al
aumentar la concentracion del alimento existe una disminucion en la toxicidad
de cualquier xenobidtico (Sarma et al., 2000). Aungue en este trabajo no fue
evaluado el impacto de la concentracion de alimento en la toxicidad aguda de
H. incongruens la densidad de alga indica un posible efecto atenuante sobre la

toxicidad de mercurio.

Normalmente cuando no existen datos o evaluaciones sobre toxicidad crénica,
factores de 0.1, 0.01 o 0.001 de CLsp pueden considerarse como
concentraciones de seguridad. Sin embargo la concentracion de seguridad
derivada del uso de estos factores no garantiza la sobrevivencia o la
reproduccién de ciertos grupos de organismos acuaticos; a largo plazo
entonces los ecotoxicologos recomiendan generar datos sobre varios grupos
de organismos pero usando concentraciones subletales (Sarma, 2000). En este
trabajo para el mercurio se usaron tres niveles (0.0012, 0.0025, 0.005mg/l) lo
gue aproximadamente representa del 0.01 al 0.002 de CLso. Sin embargo la
sobrevivencia tanto como la reproduccion de H. incogruens fue afectado
negativamente con la concentracion de mercurio tan baja como 1/400 X CLso.
Esta observacion indica que el uso del factor de conversién para derivar la
concentracion de seguridad no es totalmente confiable entonces es necesario

realizar experimentos con las concentraciones subletales.

Para realizar experimentos de tabla de vida para el zinc se usaron tres niveles
subletales (0.075, 0.15, 0.3 mg/l) estos valores corresponden a 1/40 a 1/10 de
la CLso también la concentracién mas baja como 0.075 del zinc demostré una

influencia negativa sobre la sobrevivencia y reproduccion de H. incongruens.
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Efecto del mercurio y zinc sobre componentes de tabla de vida

demogréfica.

Toxicos tales como pesticidas y metales pesados pueden influir de manera
diferente en las variables de tabla de vida. Por ejemplo; recientemente Ramirez
y col. (2004) al evaluar el efecto del mercurio en la historia de vida de
Brachionus calyciflorus el promedio de vida fue de 8 dias para el grupo testigo
pero con el aumento de la concentracion del mercurio hasta 0.005 mg/l el
promedio de vida fue reducido hasta el 50%, lo mismo ocurri6 con la
esperanza de vida de nacimiento. En el caso de H. incongruens el promedio de
vida fue de 16 dias y con las concentraciones utilizadas de zinc de 0.0075
hasta 0.3mg/l en donde hubo una reduccion aproxidamente del 60% con
respecto del grupo testigo. Sin embargo esto no coincide para el caso del
mercurio habiendo utilizado 3 de las concentraciones del trabajo de Ramirez
puesto que el promedio de vida incremento al ir en aumento las

concentraciones.

Entre las diferentes variables de reproduccién, la tasa de crecimiento
poblacional (r) es la mas importante, ya que esta es la sumatoria de todas las
variables de la historia de vida de un organismo (Krebs, 1985). Generalmente
cuando hay una alta concentracion de téxicos en el ambiente la tasa de
crecimiento poblacional es negativa como es el caso del efecto de los metales
pesados utilizadas en este trabajo en donde r fue negativa sin embargo bajo
condiciones naturales, en donde la disponibilidad de alimento es baja y la
mortalidad de los neonatos es alta r puede ser negativa en ausencia de algun
agente toxico (Forbes y Calow 1999). Esto ultimo fue lo que probablemente

ocurrié en este trabajo con el grupo control en donde r también fue negativa.

En organismos como ostracodos y otras especies de zooplancton en donde
hay reproduccién iteropara la derivacion del tiempo generacional puede ser
complicada tomando en cuenta diferentes fases de reproduccion. El tiempo
generacional entre varias especies de crustaceos puede variar desde una

semana hasta varios meses, sin embargo tanto en ostracodos como en
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cladoceros el tiempo generacional puede variar entre 5 y 35 dias (Dumont y
Negrea, 2002). En el caso de H. incongruens vario entre 8 y 25 dias
dependiendo de la concentracién del metal pesado en el medio; por lo general
el tiempo generacional decrece con el incremento de la concentracion del
toxico en el ambiente como ocurrio en este trabajo con diferentes tratamientos
de zinc, por otro lado el tiempo generacional puede aumentar cuando algun
agente toxico tiene un efecto negativo sobre la reproduccion pero no en la
sobrevivencia como se observd con las diferentes concentraciones de

mercurio.
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CONCLUSIONES

Aunque existen diversas pruebas bioldgicas desde las bacterias hasta los
vertebrados como los peces, la mayoria de ellas toman en cuenta evaluaciones
de toxicidad aguda, en donde se conocen las concentraciones que no afectan a
ciertos organismos a corto plazo, pero que sin embargo a largo plazo pueden

afectar la densidad y el patron de crecimiento de los organismos.

Asi mismo es urgente determinar el impacto de contaminantes principalmente
metales pesados que estan afectando actualmente a varios cuerpos de agua

en México.

Aunque en el presente trabajo no se evalu6 como tal, la concentracion de
alimento es importante que esta se tome en cuenta en trabajos posteriores
puesto que a bajas densidades de alimento los organismos invierten mas
energia en la reproduccion, esto se observo particularmente en el caso del

mercurio.

Aunque el zinc es un elemento esencial para la vida de los organismos, en
concentraciones elevadas provocO efectos negativos en H. incongruens
mermando asi la sobrevivencia y la reproduccién de los organismos y sobre

todo para las concentraciones mas altas de 0.15mg/l y 0.3mg/I.

Se recomienda seguir haciendo estudios con H. incongruens debido a que es
una especie béntica y por consiguiente es ahi en donde se encuentran gran
cantidad de particulas de metales pesados adheridas a los sedimentos, lo cual
habla de esta especie como un buen organismo para pruebas de bioensayo y

un buen papel como indicador.
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ANEXO

MEDIO DE CULTIVO BOLD BASAL (Gama, 2001)

1.- Nitrato de sodio (NaNO3)
2.-Sulfato de magnesio (MgSO,+7H,0)
3.-Fosfato de potasio bibasico (K;HPO,)
4.-Fosfato de potasio monobasico (KHPOy)
5.-Cloruro de sodio (NacCl)
6.-EDTA (Na,Ci; H14N,Oge2 H,0)
7.-Sulfato de fierro (FeSO,47H,0)
8.-Acido bérico (H3BO3)
9.-Cloruro de calcio (CaCly)
10.-Elementos traza

» Cloruro de manganeso (MnCl*7H,0)
Trioxido de molibdeno (MnQO3)
Sulfato de cobre(CuSQ,)
Nitrato de cobalto (CO(NOs3),
Sulfato de zinc (ZnSOy,)

YV V VYV V

Para preparar 20 L de medio EPA (Anonymous, 1985).

1.9 g. de Bicarbonato de sodio (NaHCO3)
1.2 g. de Sulfato de calcio (CaSQOy)
1.2 g. de Sulfato de manganeso (MgSOQO,)

0.004 g. de Cloruro de potasio (KCI)

250 g/l

75 gll

75 g/l

75 gll

25 g/l

50 g + 31 g KOH/I
4.98 g/l + 1ml H2S04
11.42 g/l

25 g/l

1.44 g/l
0.71 g/l
1.75 g/l
0.49 g/l
8.82 g/l
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