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Resumen

El incremento de metales pesados que llegan a los cuerpos de agua afectan a
las diferentes formas de vida presentes en ellos, por lo que es importante
evaluar el impacto que se provoca en estos organismos mediante pruebas de
bioensayo que son cada vez mas necesarias. Este trabajo utiliza al rotifero
Brachionus havanaensis como modelo bioindicador para dichas pruebas, se
realizaron ensayos de crecimiento poblacional con esta especie en un medio
contaminado con metales pesados uno con Cadmio (Cd), otro con Zinc (Zn) y

con las mezclas de ambos metales.

Se obtuvo 0.42 mg I"* para Cd de CLsp y para Zn de 2.3 mg I"* asi como los
parametros de: crecimiento poblacional, dia de mayor abundancia, la
abundancia méaxima y la tasa de incremento poblacional (r ) para cada
tratamiento. La abundancia maxima de B. havanaensis en el testigo fue
alrededor de 400 ind. mI* mientras bajo diferentes concentraciones de los
toxicos esta cantidad disminuyo hasta 4 ind ml™. El incremento de Zny Cd en
el medio reduce la r. Por ejemplo cuando aumenta la concentracion desde
0.07 mg I'* 2 0.14 mg I"* de Zn, la tasa decreci6é en un 45%, lo mismo ocurre
con las mezclas de ambos metales pesados. Ademas de presentar un efecto
antagonico entre ellos pues se observé que el Cd disminuye el efecto tdéxico
del Zn.

Segun la Norma Oficial Mexicana NOM-001-ECOL-1996 los limites de
descarga maximos permisibles para metales pesados son para cadmio entre
0.1y 0.2 mg Iy para zinc entre 10 y 20 mg I sin embargo como se muestra
en esta investigacion aunque los limites para cadmio son adecuados pues en
dichas concentraciones se presenta crecimiento poblacional, en el caso de
zinc las concentraciones propuestas son muy elevadas pues la especie B.
havanaensis no presenta crecimiento poblacional a partir de concentraciones
de 0.575 mg I"*. Este estudio demostré que, Brachionus havanaensis como
organismo de bioensayo para evaluar los metales pesados en cuerpos de
agua dulce, es una buena alternativa como organismo indicador pues mostro

gran sensibilidad a los toxicos.



Introduccion

El incremento de la industrializacion, la urbanizacién, la deforestacion y el
crecimiento de la poblacion demanda cada vez una mayor cantidad de
productos tanto de la industria como de la agricultura, éstos son algunos de
los factores responsables de la descarga de sustancias toxicas en el suelo, el
aire y en los cuerpos de agua tanto continentales como marinos, generando
un grave problema de contaminacién en el mundo entero y México no es la
excepcion (Sarma, 1996). Las sustancias toxicas se presentan en diversas
formas entre las que se pueden destacar a los metales pesados denominados
asi por ser elementos cuya densidad es mayor a 5g ml™ que son en general
todos los metales y metaloides con excepciéon de los alcalinos y los metales
alcalino térreos. En las ultimas décadas se ha incrementado la contaminacién
de la atmdsfera, los rios, los océanos y los suelos por metales pesados, como
consecuencia de la actividad industrial y la explotacion minera (Cervantes et.
al., 1999).

Desde el punto de vista biolégico los metales pueden dividirse en los

siguientes cuatro grupos

1.- metales esenciales para los procesos biolégicos como el cobre, zinc,
cromo, manganeso Yy cobalto. Los cuales se conocen como microelementos
2.- metales probablemente insertos en los sistemas vivientes.- aluminio y
zirconio.

3.- metales poco téxicos para algunos procesos de la vida como el arsénico

4.- metales toxicos.- cadmio, mercurio y plomo.

Desde el punto de vista de la contaminacién ambiental, los metales pueden
clasificarse dentro de tres tipos

a) No —criticos: Na, K, Mg y Ca.

b) Toxicos pero muy raros, Ba, Tiy Zr.

c) Toxicos y facilmente accesibles Hg, Ag, Pb y Cd. (Salomons et al., 1995).



Para la mayoria de los organismos es extremadamente toxica la exposicion a
altas concentraciones de metales pesados como el Cd, Hg, Cr, Ni y Pb. Los
iones metalicos toxicos suelen penetrar a las células a través de los mismos
sistemas de captacion que utilizan los iones metélicos fisiologicamente
importantes como Ca, Mg, Cu y Zn. Dentro de la cadena alimentaria, los
organismos fotosintéticos son las principales vias de acceso de los metales
pesados hacia los animales y el ser humano. El incremento en los valores de
los metales pesados en la biosfera, es el resultado de perturbaciones
originadas por el hombre en el medio ambiente o por fendmenos geoldgicos.
(Cervantes et al., 1999)

La toxicidad letal de los metales varia conforme a los organismos y esta es
comunmente expresada como la concentracién media letal (CLso) la cual es la
concentracion en una solucién necesaria para matar al 50% de la poblacion
de prueba en un periodo determinado de tiempo. La dosis letal 50 (DLso) y la
concentracion letal 50 (CLsp) son los parametros toxicol6gicos convencionales
que se utilizan para evaluar la toxicidad de una molécula. En ecotoxicologia
estos parametros pueden significar poco o nada sobre los riesgos a las
poblaciones ya que los efectos subletales pueden ocasionar mayores

impactos sobre los individuos de una poblacién (INE, 2004).

Uno de los metales pesados que se han identificado como uno de los mas
dafninos es el cadmio (Cd) y las disoluciones de sus compuestos ya que son
altamente toxicos, con efectos acumulativos similares a los del
envenenamiento por mercurio. El Cd es un elemento metélico blanco plateado
gue se puede moldear facilmente. EI nUmero atdbmico del cadmio es 48; es
uno de los elementos de transicion del grupo 12 (o 1IB) del sistema periédico,
ocupa el lugar 65 en abundancia entre los elementos de la corteza terrestre.
Tiene un punto de fusion de 321 °C, un punto de ebullicién de 765 °C y una
densidad de 8,64 g/cm3; la masa atdmica del Cd es 112,40 (Salomons et al.,
1995).



El Cd disminuye el punto de fusidbn de los metales con los que forma
aleaciones; se usa con plomo, estafio y bismuto en la fabricacion de
extintores, alarmas de incendios y de fusibles eléctricos. También se utiliza
una aleacion de cadmio, plomo y zinc para soldar el hierro. Las sales de
cadmio se usan en fotografia y en la fabricacion de fuegos artificiales, caucho,
pinturas fluorescentes, vidrio y porcelana. El Cd se ha utilizado como material
de control o proteccion en las plantas de energia, debido a su capacidad para
absorber neutrones de baja energia. El sulfuro de cadmio se utiliza en un tipo
de pila (bateria) fotovoltaica, y las pilas eléctricas de niquel-cadmio tienen

habitualmente usos especializados. (Salomons et al., 1995).

Existen otros metales que aunque en pequefias cantidades son esenciales
para los organismos en mayores concentraciones pueden ser nocivos como
el Zinc (Zn) que es un elemento metalico blanco azulado que tiene muchas
aplicaciones industriales. Es uno de los elementos de transicion del sistema
periodico; su numero atémico es 30. Tiene un punto de fusién de 420 °C, un
punto de ebullicibn de 907 °C y una densidad relativa de 7.14. Su masa
atomica es 65.38. Ocupa el lugar 24 en abundancia entre los elementos de la
corteza terrestre. No existe libre en la naturaleza, sino que se encuentra
asociado con otros minerales. Las menas utilizadas mas comunmente como

fuente de Zn son la esmitsonita y la esfalerita.

El metal se usa principalmente como capa protectora o galvanizador para el
hierro y el acero, y como componente de distintas aleaciones, especialmente
del laton. También se utiliza en las placas de las pilas (baterias) eléctricas
secas, Yy en las fundiciones a troquel. El 6xido de zinc, conocido como zinc
blanco, se usa como pigmento en pintura. También se utiliza como rellenador
en llantas de goma y como pomada antiséptica en medicina. El cloruro de
zinc se usa para preservar la madera y como fluido soldador. El sulfuro de
zinc es util en aplicaciones relacionadas con la electroluminescencia, la
fotoconductividad, la semiconductividad y otros usos electrénicos; se utiliza en
los tubos de las pantallas de television y en los recubrimientos fluorescentes
(Salomons et al., 1995).



En México se han realizado pocos estudios dirigidos a evaluar la toxicidad de
metales, asi como para conocer las concentraciones presentes en los
cuerpos de agua. (Cervantes, et al., 1999). Sin embargo existe un interés
creciente por el desarrollo de un procedimiento estandarizado para la
evaluacion ecotoxicoldgica de las sustancias. Esto exige el desarrollo de una
serie de pruebas bioldgicas (bateria de bioensayos) para medir directamente
los efectos toxicos en los organismos y en los ecosistemas (INE, 2005)

Estos procedimientos han sido ampliamente utilizados desde hace varios afios
en otros paises donde forman parte de su normatividad ambiental y su uso ha
significado avances importantes para la proteccion del ambiente. Contar con
estos procedimientos traeria los mismos beneficios para México; sin embargo,
estas pruebas no pueden aplicarse tal cual se hace en otros paises, ya que es
indispensable tomar en cuenta las caracteristicas propias de nuestro paisy la
eleccion de las especies utiles de acuerdo a su representatividad ecoldgica
(INE, 2005),

El actual uso del cladécero Daphnia magna como organismo de prueba para
ensayos de toxicidad aguda aunque es aceptada por la comunidad cientifica
internacional, esta especie no es originaria de México. Es una especie
introducida y por lo tanto no se encuentra facilmente en todos los cuerpos de
agua que reciben deshechos industriales (Sarma, 1996). Aunque en la mayoria
de pruebas toxicoldgicas se ha empleado esta especie, también se han
utilizado otros grupos como los rotiferos aunque en una considerablemente
menor medida siendo Brachionus calyciflorus la especie mas utilizada segun la
lista del Pesticide Action Network seguida de B. plicatilis (PAN,2005)

Sin embargo, los rotiferos son buenos organismos de prueba para bioensayos
partiendo de una serie de caracteristicas que los hacen un buen bioindicador

las cuales se citan a continuacion:



Para investigacion basica

-Amplia distribucion: Lo que le da una mayor disponibilidad para su colecta
-Alta diversidad: Que permite conocer la evolucion en este grupo

-Cuerpo transparente: Esta caracteristica permite entender la estructura
anatdmica y detectar alteraciones causadas al organismo

-Alto consumo y asimilacion eficiente: Con lo que se pueden conocer sus
estrategias de alimentacién

-Répida tasa metabdlica: Lo que permite una rapida rotacién de nutrientes
-Por el tamafio de su cuerpo y de su huevo pueden ser facilmente

manipulados: para conocer su plasticidad fenotipica.

Para investigacion en el area de contaminacion acuética:

-Indicadores sensibles de cambios en el ambiente: Por lo que se sugiere su
uso como bioindicador

-Responde rapidamente a cambios en el ambiente: Por ello pueden ser
estudiadas las variables en su historia de vida

-Capaces de crecer en aguas residuales: Pueden utilizar los residuos

organicos y asi reducir la contaminacién organica

Los rotiferos son animales dulceacuicolas muy comunes. Aunque existen
especies marinas y varias de ellas viven en los musgos, la mayor parte habita
aguas dulces. Se han descrito mas de 2000 especies (Koste, 1978) y casi
todas tienen muy amplia distribucion. La mayor parte de los rotiferos miden de
100 pm a 1000 pm de largo. Se trata de organismos solitarios libres
nadadores, aunque algunas formas son sésiles, coloniales y existen algunas

MAas que son epizolicas 6 parasitas. El cuerpo por lo general es transparente,



aungue algunos rotiferos son verdes, anaranjados, rojos o color marron

debido a la coloracion de su aparato digestivo (Nogrady et al., 1993).

El cuerpo largo o saquiforme de estos organismos, relativamente cilindrico, se
divide en una corta region anterior, un grueso tronco que integra la mayor
parte del cuerpo, y un pie terminal. El extremo anterior ancho o angosto forma
la regidn cefalica y ostenta un 6rgano ciliado denominado corona,
caracteristico de todos los miembros del Phylum. El tronco representa la
mayor parte el cuerpo. La cuticula suele estar engrosada y forma una
cubierta conspicua llamada lérica. Esta ultima puede estar dividida en varias
placas bien definidas o en secciones con forma de anillo, y cominmente esta
ornamentada con rebordes, espinas o0 apéndices articulados. Las espinas
pueden ser largas y en algunos rotiferos son moviles (Barnes, 1989). La
porcion terminal del cuerpo, o pie, es mucho mas angosta que la region del
tronco. El extremo del pie suele tener de una a cuatro protuberancias
llamadas dedos. En los rotiferos reptantes y sésiles el pie sirve como 6rgano
de fijacion (Ville et al., 1987).

La boca de los rotiferos es ventral y suele estar rodeada por parte de la
corona. La boca puede continuar directamente con el mastax o bien hay un
tubo bucal ciliado entre ambas estructuras. El mastax es caracteristico de
todos los rotiferos y su estructura es una peculiaridad distintiva del phylum
(Barnes, 1989). Dicha estructura puede ser oval o larga y bien musculada. Se
compone de siete piezas cuticularizadas, un fulcrum, dos rami, dos uncis, y
dos manubrio. El méstax sirve para la captura y trituracion del alimento y, por
consiguiente, su estructura varia segun el tipo de comportamiento alimenticio

del organismo (Gardiner, 1978).

Es indudable que el gran éxito ecoldgico de los rotiferos esta correlacionado
en buena medida con sus adaptaciones reproductivas. Casi todos los grupos
tienen partenogénesis y en la mayor parte de las especies sélo se observan
machos en determinadas épocas. Esto significa que la mayor parte de las
poblaciones de rotiferos son hembras. (Barnes, 1989).



En los monogonontes se producen varios tipos de huevos, uno de esos tipos,
llamado huevo amictico, tiene cascaron delgado, no puede ser fecundado y
por partenogénesis produce una hembra amictica. Durante la maduracién no
hay meiosis tipica y los huevos son diploides. Un segundo tipo, llamado
huevo mictico también tiene cascardn delgado pero es haploide. Si no hay
fecundacion estos huevos producen machos por partenogénesis, pero si son
fecundados secretan cascarones gruesos Yy resistentes. Los huevos
fecundados se llaman latentes y, a diferencia de los micticos y amicticos no
fecundados que eclosionan en pocos dias, soportan deshidratacion y otras
condiciones adversas y no eclosionan por varios meses o incluso afios. Los

huevos latentes dan origen a hembras (Barnes, 1989).

El Phyllum esta divido en tres clases: Seisonidea, Bdelloidea y Monogononta,
esta Ultima son rotiferos con un ovario (del griego monos = uno y gonia =
reproduccién). Mastax nunca ramado; machos mas o menos reducidos

estructuralmente; nadadores o sésiles (Gardiner, 1978).

La clase Monogononta se divide a su vez en tres érdenes Flosculariaceae,
Collothecaceae y Ploima, esta Ultima se caracteriza por ser buenos
nadadores. Cuerpo a menudo corto y en ocasiones en forma de saco. Este
orden contiene a la mayor parte de los rotiferos (Gardiner, 1978; Barnes,
1989).

Familia Brachionidae: Es de gran importancia en el plancton. Los
brachionidos son especialmente frecuentes y muchas veces abundantes en
las aguas dulces y salobres mexicanas. Presentan mastax maleado. Se
encuentra formada por 7 géneros que son Anuraeopsis, Brachionus,

Kellicottia, Keratella, Notholca, Paranuraeopsis y Platyias (Koste, 1978).



Figura 1.- Hembra de Brachionus havanaensis adulto. Linea de escala indica
100 pm

B. havanaensis: Rosselet. Mide 135 — 390 micrémetros de longitud,
Plancténico, es muy variable su intervalo de talla, tiene una marcada variacion
en la longitud de las espinas occipitales y posteriores, la espina derecha
siempre es mas larga que la izquierda, algunas veces ligeramente, otras mas
acentuada. Koste (1978) opina que estdn presentes en aguas alcalinas y
eutréficas, es una de las especies de amplia distribucion en la Republica
Mexicana siendo reportada en varios estudios que sobre diversidad se han
hecho en nuestro pais (Serrania Soto et al., 2003, Flores Burgos et al., 2003).
Es caracteristica de las regiones neartica y neotropical, y tipica del continente
americano (Flores Burgos, 1997).
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Antecedentes

Couillar et al., (1988) (citado por Snell y Janssen, 1995), evalué la toxicidad aguda
relativa de seis metales utilizando como organismo de prueba a Brachionus
calyciflorus. Obtuvo que el Hg, Cu, y Cd tienen un grado de toxicidad mayor que el

Zn, Fe y Mn. Reporto para el Cd una CLs, de 0.65 mg I™.

Snell y Janssen (1995) compilaron datos a nivel mundial sobre ecotoxicologia en
rotiferos. Reportaron para Brachionus rubens. para el Cd una Clsy, de 0.81 mg I
Concluyeron que la especie dulceacuicola de estudio B. rubens fue mas sensible que

el rotifero marino B. plicatilis a todos las sustancias probadas.

Gama-Flores et al. (1999), evaluaron el crecimiento poblacional de Brachionus
calyciflorus en presencia de diferentes concentraciones de paration metilico y
diferentes concentraciones de Chlorella vulgaris, determinaron la tasa de incremento

poblacional.

Sarma et al. (2000) realizaron un estudio donde compararon la sensibilidad de
Brachionus calyciflorus y Brachionus patulus a metales pesados (Cu, Cd y Hg) con
niveles altos y bajos de alimento (Chlorella vulgaris); los resultados demostraron que
la densidad de alimento y el tipo de metal pesado tiene una influencia significativa

sobre los valores de la toxicidad letal media (CLsp).

Sarma et al. (2001) realizaron otro estudio donde analizaron el efecto combinado del
mercurio (Hg) y la densidad de alimento (Chlorella) sobre la dindmica poblacional de
Brachionus patulus. Concluyé que la densidad de la poblacién y la r se afectaron

significativamente por el nivel de alimento, concentracién del mercurio y su interacciéon
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Nufez Cruz (2002) evaluo el efecto de dos metales pesados (cadmio y mercurio) sobre
el crecimiento poblacional de Brachionus rubens. Se obtuvo la concentracion letal
media (CLso) de 0.84 mg I"* para el cadmio y de 0.034 mg I"* para el mercurio Con base
en los datos obtenidos concluy6 que B. rubens fue mas sensible al HgCl, que al CdCly,
tanto cuando se adicioné al medio, como en el caso donde el alga fue previamente

expuesta al metal.

Luna Andrade et al. (2002) analizaron el efecto del cobre y diferentes concentraciones
de la microalga Tetraselmis suecica en el rotifero Brachionus plicatilis obteniendo
densidades poblacionales de 75 ind mlI™* a 25 ind mI™* concluyendo que este metal es
muy toxico para la especie pero entre mayor es la concentracion de alimento la

toxicidad del Cu disminuye.

Recientemente Gama-Flores et al (2004) realizaron pruebas de toxicidad aguda y
cronica para el rotifero Brachionus angularis con el toxico paratibn metilico
Obteniendo una CLsp de 0.63 mg I y notaron que ésta se eleva en presencia de

alimento.

En cuanto a la especie B. havanaensis Pavon Mesa (2004) Realiz6 crecimiento
poblacional de dicha especie bajo diferentes temperaturas y concentraciones de
alimento. En sus experimentos noté que el crecimiento poblacional de la especie se
afecta en temperaturas bajas (15°C) independientemente de la cantidad de alimento
mientras que en las temperaturas altas (25°C) obtuvo densidades de hasta 800 ind

ml™* con la mayor concentracion de alimento.
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Justificacion

Existe una urgente necesidad de determinar el impacto que estan ocasionando los
contaminantes en el ambiente. La contaminacion por emisiones, fugas, derrames y
descargas, son ejemplos de las muchas actividades que requieren de procedimientos
estandarizados para medir los impactos que ocasionan sobre los organismos y los
ecosistemas. Actualmente en nuestro pais dichas actividades se regulan Unicamente
por andlisis fisicoquimicos, que no son capaces de medir los efectos bioldgicos. Por
tal motivo, es importante complementar dichos analisis con bioensayos de toxicidad
para determinar los efectos sobre los individuos, que puedan afectar a las poblaciones
y los ecosistemas en general. Con la realizacion de ambos tipos de pruebas se
contarda con una vision mas completa de los efectos adversos que se ocasionan sobre
los componentes bidticos y abioticos de los ecosistemas y se podran tomar medidas

integrales para proteger el ambiente

Es importante puntualizar que la mayor parte de la informacion toxicolégica acerca de
los metales pesados se ha obtenido a partir de estudios que han utilizado un solo
metal, cuando en la realidad los seres vivos estan expuestos a mezclas de ellos. Asi
por ejemplo. La toxicidad de la mezcla tal vez difiera de la toxicidad de sus
componentes. Por consiguiente, no debe perderse la perspectiva de una exposicion a
mezclas y su implicacion toxicolégica cuando se plantea la informacién individual de

cada metal

Es por ello que en este trabajo se realizaron pruebas de bioensayo, se uitiliz6 como
modelo al rotifero B. havanaensis para que mediante ellas, conocer el impacto que
dos metales pesados (cadmio y zinc) provocan sobre la poblacién, tanto por separado
como mezclados, con base en los datos obtenidos, se propone a este organismo
como bioindicador para asi aportar un granito de arena al conocimiento en la

investigacion ecotoxicoldgica y a la proteccion del medio ambiente.
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Hipotesis
La magnitud de las respuestas poblacionales de B. havanaensis dependera del tipo de
interaccién con cada toxico por separado y en la mezcla de ambos

Objetivos
General
% Evaluar el efecto de dos metales pesados cadmio y zinc y sus mezclas sobre

el crecimiento poblacional de B. havanaensis

Particulares
Para evaluacion de toxicidad aguda
¢+ Derivar concentracion letal media de cadmio para el rotifero B. havanaensis

++ Derivar concentracion letal media de zinc para el rotifero B. havanaensis

Para evaluacion de toxicidad cronica

s Evaluar el efecto del cadmio sobre el crecimiento poblacional de B.
havanaensis

s Evaluar el efecto del zinc sobre el crecimiento de la poblacibn de B.
havanaensis

% Evaluar el efecto de cadmio y zinc combinadas sobre el crecimiento poblacion
de B. havanaensis

+« Cuantificar el efecto del cadmio, del zinc y sus mezclas sobre la abundancia
méaxima de B. havanaensis

% Derivar la tasa de crecimiento poblacional de B. havanaensis bajo diferentes

concentraciones de cadmio, zinc y sus mezclas
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Material y Métodos

Inicialmente se facilitdé por parte del laboratorio de Zoologia Acuatica una cepa de B.
havanaensis la cual fue aislada del canal principal del lago de Xochimilco y se
establecio una poblacion clonal a partir de una sola hembra y mantenida con una dieta
exclusiva del alga verde Chlorella vulgaris (cepa certificada CL-V-3 CICESE,
Ensenada México) ésta fue cultivada utilizando el medio basal Bold (Borowitzka,
1988). Tanto para la alimentacion regular de la poblacion como para los experimentos
se empled C. vulgaris cosechada durante la fase log, centrifugada a 2000 rpm durante
5 minutos y resuspendida en agua destilada para ser contada por medio de un
hemocimetro o camara de Neubahuer para su utilizacidén durante la fase experimental.
El medio EPA para el cultivo del rotifero se prepar6 con la siguiente férmula
estandarizada para 20 litros: disolviendo 1.9 g de NaHCO;, 1.2 g CaSO4, 1.2 g
MgSOQOq4, 0.004 g. KCI (Weber, 1993), la poblacion se mantuvo a temperatura ambiente

Toxicidad aguda

La toxicidad aguda medida mediante la Concentracion Letal media (CLso — 24 hrs. sin
alimento) para cada metal, se derivo a partir de dos pasos a) un intervalo amplio de
las concentraciones a escala logaritmica y b) una vez reducido a un intervalo
pequefio se realizaron varios sub-niveles dentro de este intervalo para determinarla
con mayor precision, dichas concentraciones fueron para el cadmio 0.8 mg I 0.4 mg
I",0.2mg ", 0.1 mg " de CdCl, y parael Zinc3.0mgl", 1.5mgI”, 0.75mg ", 0.38
mg I'" de ZnCl, . Estas se pusieron en vasos transparentes y se aforaron con medio
EPA hasta un volumen de 20 ml por vaso, se hicieron tres repeticiones de cada una,
ademas de un grupo testigo, en cada vaso se pusieron 20 individuos adultos sin
huevo, se mantuvieron a temperatura ambiente y 24 horas después se revisaron, se
contaron los individuos de cada vaso y se saco el promedio entre las tres repeticiones
de cada concentracion. Una vez obtenidos los datos se analizaron con el método de

Probit para determinar la CLsp del metal.



15

Toxicidad cronica o subletal

A partir de la Concentracién letal media obtenida para cada metal, se realizaron
cuatro concentraciones subletales una al 100% de la Cls, otra al 50%, otra al 25% y
por ultimo una al 12.5% que fueron empleadas para los experimentos de toxicidad

cronica.

Para el caso del zinc en los tratamientos con concentraciones del 100%, 50% de la
Clso se tubo una mortalidad del 100% de la poblacion dentro de los primeros tres dias
por lo que se decidié poner dos tratamientos con concentraciones mas bajas es decir

6.25% y 3.12% de la Clsp donde si se presento crecimiento poblacional.

Para los tratamientos con las mezclas de los toéxicos se tomaron las tres
concentraciones mas bajas con que se trabajé cada metal por separado y en las
cuales se obtuvo un crecimiento poblacional, asi se determinaron tres tratamientos el
primero con la concentracion mas baja de los tratamientos con cadmio junto con la
mas baja de los tratamientos con zinc, el segundo con las siguientes dos

concentraciones y el tercero con la concentracion mas alta elegida para cada toxico

Cada concentracion (100% de la CLsg, 50%, 25% y 12.5%) de cada metal pesado asi
como de las mezclas de ambos , fueron aforadas en medio EPA hasta un volumen de
25 ml y se pusieron en vasos transparentes, a cada vaso se le colocaron 25 individuos
de diversas edades para manejar una densidad inicial de 1 ind ml”, la densidad de
alimento para todos los tratamientos se establecio en 1X10° de células de Chlorella
vulgaris se hicieron tres repeticiones de cada una de las concentraciones asi como
para el grupo testigo. Una vez iniciado el experimento diariamente se cuantifico la
densidad de la poblacion de cada vaso por conteo total o por alicuota y transfiriendo la
poblacidn a un nuevo recipiente con el tratamiento y el alimento indicados, el
experimento termind cuando la mayoria de las poblaciones de las replicas mostrd una

tendencia de decremento lo cual ocurrio entre dos y tres semanas.
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Con los datos colectados se derivaron las siguientes variables: abundancia maxima,
dia de abundancia maxima y la tasa de crecimiento poblacional para cada tratamiento,

para calcular esta tasa, se uso la siguiente formula (Krebs, 1985):

In Nt — In Ng

Donde

r = Tasa de crecimiento

No = Numero de individuos iniciales

N; = Numero de individuos de la poblacién después del tiempo t

t = Tiempo en dias

Para el analisis de los datos estadisticamente se utilizd el método de analisis de

varianza de un factor y el método de Tukey.

Para dichos analisis se utilizé el programa Estadistica version 8 y para graficar los

datos se utilizo el programa de grafica Sigma Plot version 8 (U.S.A).



Resultados
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La concentracion letal media (CLsp) obtenida para B. havanaensis con el cadmio fue

de 0.419 mg I"* (Fig.2) y con zinc fue de 2.27 mg I™* (Fig. 3) como se muestran en la
tabla 1.

Tabla 1. Concentracion letal media (CLsg) con Cd y Zn para B. havanaensis (sin alimento). Bioensayo

a 24h. Concentraciones nominales.

Metal (mg I™") Promedio + error estandar
CdcCl, 0.419+0.008
ZnCl, 2.27+0.404
6.0 -
°
— -1
55 |- LC,, = 0.419 + 0.008 mg |
S 5.0
o
o
g 4.5
S
S 40
35
3.0 I I I I I J

-1.2 -1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.0

Concentracion de Cloruro de Cadmio (log,, mg I

Figura 2.- Concentracion Letal Media de Cloruro de Cadmio para B. havanaensis
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55r

CL50 = 2.27+0.404 mg / L

Valor Probit

3,0 1 1 1 1 1 1 1 J
-0,2 -0,1 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Concentracion de Cloruro de zinc (mg/l)

Figura 3.- Concentracion Letal media de Cloruro de Zinc para B. havanaensis

Partiendo del dato obtenido para la concentracion letal media se derivaron cuatro
concentraciones que fueron usadas para los tratamientos de intoxicacién crénica que
fueron de CdCl, (mg I") 0.42, 0.21, 0.105, 0.525. y para ZnCl, (mg 1) 2.3,1.15,
0.575, 0.287, sin embargo en las dos primeras concentraciones de este toxico la
poblacién murié en los primeros tres dias del experimento por lo que se determinaron
otras mas bajas que fueron 0.14, 0.07 para poder continuar con el experimento con

concentraciones subletales.



19

EFECTO DEL CADMIO

CRECIMIENTO POBLACIONAL
Durante el experimento se observo que el crecimiento poblacional se inicio en las
diferentes concentraciones alrededor del dia 10 presentandose un crecimiento

exponencial excepto en la concentracién mas alta (0.42 mg I'") donde esta fase

Testigo

500 r 0.0525 mg I

E
- 500 El
5 0.105mg |
E 400F
T
S 300}
9
& 200
Qo
8 100}
-% 0 Le—d—e—o P
S
2
8 5001 o1 mgit
400 |
300 |+
200 |+
100 +
0 o b o b
500 .
0.42mg |
400 |

300
200
100

OlLed ot o s 000000000t ee
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Tiempo (dias)
Figura 4.- Crecimiento poblacional de los tratamientos con cadmio ( CdCl,)
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nunca ocurrid pues su crecimiento poblacional fue muy lento (Fig. 4). En las dos
concentraciones mas bajas, aunque obtuvieron picos diferentes, las diferencias entre
las tendencias de crecimiento fueron estadisticamente no significativas (p>0.05,
ANOVA, tabla 2), mientras que con respecto al testigo es a partir de la concentracion
0.21 mg I'* que se presentan diferencias significativas y se nota un menor crecimiento

poblacional (Prueba de Tukey, Fig. 6).

Tabla 2. Andlisis de Varianza del crecimiento poblacional entre la concentracién 0.0525 mg It CdCl, y
0.105 mg I"* CdCl,

Tratamiento df SS ms F
Entre Grupos 1 1872.688 1872.69 0.80ns
Dentro del Grupo 4 9405.313 2351.33

df= grados de libertad, ss = suma de cuadrados, ms= Promedio de suma de cuadrados y F= valor de
Fischer. Valores de F: ns (no significativo) =p>0.05, ( * ) =p< 0.05, (**) =p< 0.01, (***) = p< 0.001

CADMIO, DIA ABUNDANCIA MAXIMA

En general el dia de abundancia maxima se encontré entre el dia 15 y 18 del
experimento encontrando que el grupo testigo y la poblacion en el tratamiento con las
concentraciones mas bajas tardaron mas en llegar a su maxima abundancia que en
las concentraciones més altas siendo 0.42mg I la que més pronto llegé al tope en 15
dias (Fig. 5). Estadisticamente se presentan diferencias significativas a partir de la
concentracién 0.21 mg I (Prueba de Tukey, Fig. 4)
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Cadmio Dia de Abundancia Maxima
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0 0,0525 0,105 0,21 0,42

concentracion CdCly mg -1

Figura 5.- Dia de abundancia maxima de B. havanaensis durante el tratamiento con cadmio. Las barras

con letras iguales no presentan diferencias significativas (p>0.05).

ABUNDANCIA MAXIMA

Para la abundancia méaxima encontramos en el grupo testigo un maximo de
aproximadamente 400 individuos ml™ y esta decrecié conforme la concentracién del
toxico fue en aumento hasta un maximo de 25 individuos ml™ en la més alta (Fig. 6).
En las concentraciones mas bajas se obtuvieron las mayores abundancias
poblacionales y estadisticamente se presentan diferencias significativas solo con las
mas altas (Prueba de Tukey, Fig. 6).



Abundancia Maxima ( Individuos ml'l)
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Figura 6.- Abundancia maxima de B. havanaensis durante el tratamiento con cadmio (CdCl,). Las

barras con letras iguales no presentan diferencias significativas (p>0.05).

Podemos decir, a partir de una analisis de varianza de un factor, que existen

diferencias significativas entre los tratamientos tanto para el dia de abundancia

méxima como para el nhumero maximo de individuos siendo este ultimo donde se

encuentran diferencias mayores (p< 001, ANOVA, tabla 3)

Tabla 3. Analisis de varianza para los tratamientos con cadmio

Parametro Tratamiento df sSs ms F

Dia de |entre grupos 4 14.933 3.73

abundancia 6.22*

Maxima dentro del |10 6.000 0.60
grupo

Abundancia entre grupos 4 224289.625 56072.41

maxima dentro del 10 15208.625 1520.86 36.87***
grupo

Ver descripcion de valores en tabla 2



TASA DE CRECIMIENTO POBLACIONAL
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Para la tasa de crecimiento poblacional encontramos una relacién inversamente

proporcional en la que mientras mas alta es la concentracion del toxico, menor es la

tasa de crecimiento y viceversa, (Fig. 7) una vez realizado el analisis de ANOVA

encontramos que estadisticamente se encuentran diferencias significativas entre los

tratamientos (p< 001, ANOVA, tabla 4) particularmente entre las dos concentraciones

mas altas (Prueba de Tukey, Fig. 7)

Promedio der

Cadmio tasa de crecimiento poblacional

a

-

04 F

02}

QO

0.0 0.052 0.105 0.21 0.42

concentracion CdCl, mg L

Figura 7.- Tasa de crecimiento poblacional para B. havanaensis durante el tratamiento con cadmio

(CdCl,). Las barras con letras iguales no presentan diferencias significativas (p>0.05).

Tabla 4.-Analisis de varianza para la Tasa de crecimiento poblacional con cadmio

Parametro Tratamiento. df Ss ms F
tasa de entre grupos 4 0.133 0.03
crecimiento. 140.8***
poblacional dentro del 10 0.002 0.00
grupo

Ver descripcion de valores en tabla 2
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EFECTO DEL ZINC

CRECIMIENTO POBLACIONAL

Durante el desarrollo de este experimento se notd que, a diferencia del cadmio, la fase
de crecimiento exponencial de la poblacion se inicio mas pronto entre los dias 6 y 8 en
los tratamientos con concentraciones bajas (0.07 mg I* y 0.14 mg I'* ) mientras que,
en el tratamiento de 0.28 mg I* el crecimiento fue muy lento y no presento esta fase;
por ultimo en la concentracion mayor no se presentd ningun tipo de crecimiento por lo
contrario la poblacion perecié durante los primeros ocho dias (Fig. 8) En este caso la
tendencia de crecimiento fue muy diferente entre los cuatro tratamientos pues
mientras que en la concentracién mas baja 0.07 mg I* se obtuvo una poblacién
significativamente mayor que en el testigo (p< 0.05, ANOVA, tabla 5), en las

siguientes tratamientos el crecimiento de la poblacion fue muy escaso o nulo.

Tabla 5.- Andlisis de varianza entre el testigo y el tratamiento con 0.07 mg I™* ZnCl,

Tratamiento df SS ms F
Entre Grupos 1 12686.75 12686.75 13.62*
Dentro del 4 3725.37 931.34

Grupo

Ver descripcion de valores en tabla 2
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Figura 8.- Crecimiento poblacional de B. havanaensis durante los tratamientos con zinc (ZnCl,)
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DIA DE ABUNDANCIA MAXIMA

Aunque estadisticamente no se presentan diferencias significativas en el dia de mayor
abundancia entre los tratamientos con zinc (Prueba de Tukey, Fig. 9), se encontraron
diferencias en el crecimiento con el respecto al cadmio pues fue en las
concentraciones mas bajas donde se presento mas pronto la abundancia maxima
alrededor del dia 16 mientras que en el resto se presento hasta el dia 18, por ultimo
en la mas alta 0.575 mg I no se pudo obtener este dato pues la poblacién se termino

en los primeros ocho dias (Fig. 9)

Zinc Dia de Abundancia Maxima
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Figura 9.- Dia de abundancia maxima de B. havanaensis durante el tratamiento con zinc (ZnCly). Las

barras con letras iguales no presentan diferencias significativas (p>0.05).
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ABUNDANCIA MAXIMA

La abundancia maxima de B. havanaensis bajo diferentes concentraciones de zinc
varié entre 473 ind ml™* en la concentracién mas baja ( 0.07 mg I* ) y 4.47 ind ml™* en
la concertacion de 0.28 mg I* (Fig.10), en general se notd que un incremento en la
concentracion de zinc causa un decremento de la abundancia maxima,
estadisticamente el zinc afecta significativamente la abundancia maxima del rotifero
(p<0.001, ANOVA, tabla 6) presentando diferencias significativas entre los
tratamientos excepto entre las concentraciones de 0.14 mg I y 0.28 mg I'*(Prueba de
Tukey, Fig. 10),

600 Zinc Namero Maximo de Individuos
< 500 b
E a
2 400 } T
@©
E
% 300 F
=
o
S 200 |
©
[
S Cc
< 100}
C
O Ll Ll Ll )
0.0 0.07 0.14 0.28

concentracion ZnCl, mg I'1

Figura 10.- Abundancia maxima de las poblaciones de B. havanaensis durante los tratamientos con zinc

(ZnCl,). Las barras con letras iguales no presentan diferencias significativas (p>0.05).

Tabla 6.- Resultados de analisis de varianza para el tratamiento con zinc

Parametro Tratam. df SS ms F
Dia de |entre grupos 3 4.667 1.56
abundancia 1.56™
Maxima dentro  del |8 8.000 1.00
grupo
Maximo entre grupos 3 458517.8 152839.0
ndmero de |dentro del 8 6958.875 869.86 175.7***
individuos grupo

Ver descripcion de valores en tabla 2



TASA DE CRECIMIENTO POBLACIONAL

La tendencia del crecimiento poblacional también se reflejé en la tasa de crecimiento
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poblacional donde el incremento de zinc en el medio reduce la r, por ejemplo cuando

aumenta la concentracion desde 0.07 mg I™* a 0.14 mg I'* |a tasa decreci6é en un 45%

(Fig.11). El resultado del analisis de varianza indic6 que el zinc tiene un efecto

significativo sobre la tasa de crecimiento poblacional (p<0.001 ANOVA, tabla 7),

aunque entre el testigo y la concentracion mas baja no hay diferencias significativas

(Prueba de Tukey, Fig. 11).
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Figura 11.- Tasa de crecimiento poblacional ( r) para B. havanaensis durante los tratamientos con zinc

(ZnCl,). Las barras con letras iguales no presentan diferencias significativas (p>0.05).

Tabla 7.- Resultados de ANOVA para la tasa de crecimiento poblacional con zinc

Parametro Tratamiento df ss ms F
tasa de |entre grupos 3 0.268 0.09
crecimiento 227 .5%*
poblacional dentro  del |8 0.003 0.00
grupo

Ver descripcion de valores en tabla 2



EFECTO DE LAS MEZCLAS

CRECIMIENTO POBLACIONAL

En los tratamientos con mezclas la fase de crecimiento exponencial inici6 el dia 6 para
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las concentraciones mas bajas. En las concentraciones mas altas 0.28 mg I de Zn —

0.21 mg I'* de Cd la poblacién present6 un crecimiento practicamente nulo desde el

principio hasta el final del experimento. En general se nota un efecto antagonico entre

los metales pues la poblacién presenta un crecimiento mayor que el que presentd con

los metales por separado a excepcion de las concentraciones mas altas donde se

nota que en las mezclas en este nivel el cadmio aumenta su toxicidad para esta

especie. (Fig. 12).
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Figura 12.-Crecimiento poblacional de B. havanaensis durante el tratamiento con las mezclas de

ambos metales pesados
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MEZCLAS, DIA DE ABUNDANCIA MAXIMA

Estadisticamente el dia de abundancia maxima no presenté diferencias significativas
entre los tratamientos (Prueba de Tukey, Fig. 13). Con respecto al comportamiento
con los metales por separado se presentd un comportamiento semejante al de zinc
pues las mayores abundancias se presentaron mas tarde que con el cadmio, siendo
las concentraciones mas bajas las primeras donde se observé la maxima abundancia
alrededor del dia 16, mientras que las intermedias y las mas altas fueron hasta el dia
18 y alrededor del dia 17 respectivamente (Fig. 13).

Mezclas Dia de abundancia méaxima
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Figura 13.- Dia de abundancia maxima durante los tratamientos con las mezclas de ambos metales

pesados. Las barras con letras iguales no presentan diferencias significativas (p>0.05).
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ABUNDANCIA MAXIMA

En este experimento se noté una diferencia importante entre los distintos tratamientos
donde se apreci6 el efecto antagdnico de los téxicos ya que entre las concentraciones
mas bajas y el grupo testigo no se presentan diferencias significativas (Prueba de
Tukey, Fig. 14). La mayor abundancia en las mezclas con las concentraciones mas
bajas fue de 454 ind. mI™ Sin embargo el aumento en las concentraciones de los
toxicos comienza a afectar el crecimiento poblacional del rotifero pues en las
concentraciones intermedias la poblacién disminuye casi en un 40%, aun asi, el efecto
del zinc se ve disminuido, pues se present6 una abundancia maxima de 277.2 ind ml™
mientras que, durante el tratamiento con zinc Unicamente, la mayor abundancia fue de
tan solo 73 ind mI™* También se puede observar que el cadmio en las concentraciones
mas altas es mas toxico que el zinc pues la mayor abundancia es muy similar a las del
tratamiento con zinc y mucho menor que la presentada durante el tratamiento con
cadmio (Fig. 14).
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Figura 14.- Abundancia maxima durante los tratamientos con las mezclas de ambos metales pesados.

Las barras con letras iguales no presentan diferencias significativas (p>0.05).
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Tabla 8. Andlisis de varianza entre diferentes niveles de las mezclas y su respectiva concentracion del
metal pesado por separado
Mezcla.07Zn - 0.0525 Cd vs 0.07Zn

Tratamiento df SS ms F
Entre Grupos 1 558.625 558.63 0.38ns
Dentro del 4 5946.750 1486.69
Grupo
Mezcla.07Zn - 0.0525 Cd vs 0.0525 Cd
Tratamiento df SS ms F
Entre Grupos 1 42672.625 42672.63 23.67**
Dentro del 4 7210.688 1802.67
Grupo
Mezcla 0.14Zn - 0.105Cd vs 0.105 Cd
Tratamiento df SS ms F
Entre Grupos 1 2834.000 2834.00 1.31ns
Dentro del 4 8676.938 2169.23
Grupo

Ver descripcion de valores en tabla 2

Estadisticamente se encontraron diferencias significativas muy altas en las
abundancias méaximas de las poblaciones con las mezclas de los toxicos (p<0.001,
ANOVA, tabla 9). Sin embargo para el dia de abundancia maxima no se presentan
diferencias significativas (p>0.05, ANOVA, tabla 9).

Tabla 9. Resultados de andlisis de varianza para el tratamiento con mezclas de los toxicos

Parametro Tratam. df SsS ms F
Dia de |entre grupos 3 2.917 0.97
abundancia 1.30™
Maxima dentro del |8 6.000 0.75
grupo
Méaximo entre grupos 3 348691.9 116230.6
ndmero de 92.24%**
individuos dentro del 8 10080.5 1260.06
grupo

Ver descripcion de valores en tabla 2



33

TASA DE CRECIMIENTO POBLACIONAL

La tasa de crecimiento poblacional de B. havanaensis vario entre 0.4 y 0.1 por dia
dependiendo de la concentracion de ambos téxicos (Fig.15). Estadisticamente no se
presentan diferencias significativas entre las concentraciones menores y el testigo
(Prueba de Tukey, Fig. 15) esa partir de las concentraciones intermedias donde se
observaron diferencias tanto con respecto al grupo testigo como con los tratamientos
de los toxicos por separado ya que se observa un efecto de neutralizacion del zinc
pues la tasa de crecimiento poblacional aumento cerca del 40%. Por otro lado en las
concentraciones altas la r de del cadmio disminuye de 0.33 en los tratamientos con el
metal por separado, a 0.10 en las mezclas, estadisticamente las concentraciones de
estos metales pesados mezclados tienen una influencia significativa sobre r (p< 0.001,
ANOVA, tabla 10).
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Figura 15.- Tasa de crecimiento poblacional para B. havanaensis durante los tratamientos con mezclas
de ambos metales pesados. Las barras con letras iguales no presentan diferencias significativas
(p>0.05).



Tabla 10.-Analisis de varianza para la Tasa de crecimiento poblacional con mezclas del toxico

Parametro Tratamiento. df Ss ms F
tasa de |entre grupos 3 0.195 0.07
crecimiento 510.2***
poblacional dentro del 8 0.001 0.00
grupo

Ver descripcion de valores en tabla 2
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Discusién

Recientemente se ha incrementado el interés por la busqueda de organismos
alternativos para Daphnia magna en las evaluaciones ecotoxicologicas, y entre las
diferentes propuestas se encuentra el género de rotiferos Brachionus. Este género es
principalmente tropical, por ello tienen una alta capacidad de tolerar temperaturas arriba
de los 25°C. La EPA (Environmental Protection Agency, USA) de Estados Unidos
incluyé a Brachionus calyciflorus como un organismo de bioensayo, sin embargo la
sensibilidad de esta especie para una gama de tOxicos no es consistente por ejemplo
en el caso de los metales como zinc, B. calyciflorus es mas resistente que otros
organismos como D. magna quien es mas sensible. De ahi que la busqueda de una
especie que sirva como organismo de bioensayo universal es inutil, por ello es
necesario buscar especies que puedan servir segun los requerimientos de cada pais.
Entre las 40 especies de Brachionus conocidas B. havanaensis es una especie muy
comun en Centro y Norteamérica, particularmente en la Republica Mexicana ademas
esta especie se encuentra tanto en invierno como en verano, B. havanaensis es una
especie de tamafio intermedio (longitud sin espinas entre 100 y 150 micrémetros) tienen
una alta tasa de crecimiento y alta densidad poblacional, esta especie responde a los
cambios ambientales, la duracién de vida de esta especie (entre 10 y 25 dias) se
encuentra dentro del ambito conocido para varias especies de Brachionus (Sarma y
Rao, 1990). Existen pocos trabajos de toxicidad con esta especie es por ello que en

este trabajo se probo el efecto de metales pesados sobre su crecimiento poblacional

Para la evaluacion del efecto de metales pesados sobre organismos zooplanctonicos se
han usado frecuentemente dos tipos de métodos: la evaluacion de toxicidad aguda y la
de toxicidad crénica. Normalmente para cualquier evaluacion ecotoxicologica se emplea
el método de toxicidad aguda, sin embargo basandose en este tipo de datos, no se
puede garantizar la proteccion de las especies zooplanctonicas en cuerpos de agua que
reciben descargas industriales, puesto que segun el tipo de contaminante se aplica un
factor de seguridad que puede variar entre los siguientes tres factores: la concentracion
letal media del toxico para la especie estudiada multiplicada por 0.1, 0.01 6 0.001
(Gama Flores et al., 2004). Y asi obtener la concentracion de seguridad (concentracion

a la cual no se produce ningun efecto visible sobre los organismos).
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Normalmente cuando una sustancia toxica produce efectos carcinogénicos o persiste
en el ambiente por largo tiempo el factor de seguridad que se utiliza es 0.001 de CLso.
(Weber, 1993) .

Los metales pesados son aquellos que, en concentraciones por arriba de
determinados limites, pueden producir efectos negativos sobre la salud humana, flora
y fauna. En lo que corresponde a la Norma Oficial Mexicana NOM-001-ECOL-1996
sOlo considera los siguientes elementos: arsénico, cadmio, cobre, mercurio, niquel,
plomo y zinc. En el proceso de extraccion del cadmio y del zinc estos se presentan
como contaminantes en las aguas de deshecho de esta industria, esta agua contiene
ambos metales pesados los cuales pueden afectar la vida acuatica tanto por separado
como mezclados. En general el cadmio es mas toxico que el zinc como ha sido
reportado en otros trabajos, con base en la CLsp de este trabajo B. havanaensis puede
tolerar 5 veces mas la concentracion de zinc que la de cadmio. Cuando dos o0 mas
metales pesados estdn en el ambiente la interaccion entre ellos puede variar
dependiendo del tipo de metal y su concentracion, cadmio normalmente reemplaza al
zinc en algunas enzimas de los organismos sin embargo cuando hay un incremento
en la disponibilidad del zinc el efecto del cadmio puede ser disminuido o precipitado
en el ambiente de esta manera las especies planctonicas se ven menos afectadas que
las bentdnicas (Sarma et al., 2001d) ; B. havanaensis es una especie tipica
planctonica por lo que normalmente se afecta cuando las concentraciones de metales

pesados estan en la columna de agua.

Segun la Norma Oficial Mexicana NOM-001-ECOL-1996 que establece los limites
maximos permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales en
aguas y bienes nacionales los limites maximos permisibles para metales pesados son
para cadmio entre 0.1y 0.2 mg I'* y para zinc entre 10 y 20 mg I"*. Sin embargo como
se muestra en esta investigacion aunque los limites para cadmio son adecuados pues
en dichas concentraciones se presenta crecimiento poblacional, en el caso de zinc las

concentraciones propuestas son muy elevadas pues la especie B. havanaensis no
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presenta crecimiento poblacional a partir de concentraciones de 0.575 mg I*

presentando una CLsyde 2.3 mg I,

Como se muestra en los resultados podemos observar que el toxico si tiene efecto
sobre el crecimiento poblacional de B. havanaensis por lo que la especie es un buen
organismo indicador al mostrar una gran sensibilidad a los cambios ambientales. Una
concentracién de cadmio tan baja como 0.42 mg I'* causa una mortandad del 50% de
la poblacién de B. patulus y 0.55 mg I causa el mismo efecto para B. calyciflorus
(Sarma et al . 2000) mientras que para B. rubens es de 0.84 mg I'* (NGfez Cruz,
2002) comparado con estas tres especies de Brachionus, B. havanaensis es tan
sensible como B. patulus. En lo que respecta al cadmio, en el caso del zinc no se
reportan trabajos con rotiferos.

Durante el experimento de toxicidad aguda para determinar la concentracion letal
media del cadmio, el cual se realizé sin alimento, y en el que se obtuvo que 0.42 mg I*
es la concentracion donde el 50% de los individuos murieron, durante el experimento
cronico en el que se agrego alimento notamos que, si bien no hubo un crecimiento
poblacional importante, la mortandad se redujo bajo la misma concentracién. Esto se
debid a la presencia del alga Chlorella que es un alimento vivo que también absorbe y
adsorbe metales pesados del ambiente algunos de ellos para su metabolismo vy
algunos pueden ser destoxificados (Gotsis,1982) por lo que su presencia redujo el
efecto toxico del Cd durante la fase experimental de toxicidad cronica. (Sarma et al.
2000; Sarma et al. 2001; Luna Andrade et al. 2002 y Gama-Flores et al 2004)

Con base en varios trabajos, los ecotoxicélogos consideran que la concentracion de
seguridad derivada a través de la evaluacién de toxicidad aguda no es confiable, por lo
que recomiendan generar datos sobre los efectos de una exposicion cronica a téxicos
(Sarma, 2000). Para la evaluacion de los efectos cronicos de cualquier toxina sobre
organismos zooplanctonicos se puede estudiar por crecimiento poblacional o por tabla

de vida demogréfica. En el método de tabla de vida demogréfica, neonatos de cierta
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edad conocida son usados para derivar datos como supervivencia y la reproduccién en
la manera “edad especifica”, sin embargo usando este método no podemos derivar
otras variables importantes como la abundancia maxima y el dia de abundancia

maxima.

Los estudios de dindmica poblacional permiten evaluar los pequefios efectos
causados por las toxinas, por ejemplo un cambio en la tasa de reproduccion o la
supervivencia de unos individuos de la poblacién, que no pueden ser detectados
facilmente cuando consideramos un tamafio de poblacién pequefio; pero cuando
consideramos poblaciones grandes mayores de 200 ind. ml™* los pequefios cambios
en la fecundidad o en la mortandad de la poblacion pueden ser magnificados, de esta
manera se facilita su evaluacion como en una lupa, ademas los posibles errores
durante los conteos, si se presentan, pueden ser minimizados cuando se consideran
altas densidades poblacionales, de esta manera los estudios de crecimiento
poblacional son mas sensibles y cuantitativos que otros, como por ejemplo; la tasa de
ingesta 0 la tasa de natacion. Los métodos como la tabla de vida demogréfica o
morfometria no permiten cuantificar el efecto de la adaptacion de una poblacién
continuamente expuesta a cierta cantidad de toxico sin embargo, en estudio de
dinamica poblacional se puede ver claramente como individuos de diferentes edades
0 generaciones y por tanto diferentes periodos de exposicidn al toxico viven juntos, de
esta manera puede ser evaluada la resistencia de la poblaciéon a cierta toxina
(Nogrady et al., 1993).

Del crecimiento poblacional se obtienen dos variables importantes: la abundancia
maxima y la tasa de crecimiento poblacional. Normalmente cuando los recursos
alimenticios estan limitados la poblacién de zooplancton alcanza un crecimiento hasta
cierto nivel o cierta densidad la cual se denomina densidad maxima. Sin embargo,
bajo condiciones de estrés la poblacion no necesariamente alcanza ese mismo pico
aungue existan los recursos, de esta manera la abundancia maxima es una variable
sensible a los cambios en el medio; la abundancia o densidad maxima y el tiempo que

se toma la poblacion para alcanzarla se utilizan para derivar otra variable importante,
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la tasa de crecimiento poblacional (r), normalmente en ausencia de estrés ciertas
especies de Brachionus alcanzan su pico de abundancia en un tiempo que puede
variar entre dos y tres semanas, la presencia del algun tipo de toxico extiende la fase
inicial por una semana mas, de esta manera aunque el valor del pico sea muy
semejante al del testigo el tiempo tomado para alcanzarlo es diferente lo cual
disminuye el valor de r, o bien puede ocurrir que una poblacion aunque este bajo
condiciones de estrés, puede alcanzar el valor pico en menor tiempo que en un grupo
testigo pero alcanza una densidad menor que en este. Por lo tanto la abundancia
maxima como la tasa de crecimiento poblacional (r), son consideradas frecuentemente

como variables sensibles (Kammenga y Laskowski, 2000).

Independientemente de la especie, Brachionus demuestra una tendencia de curva de
crecimiento tipica para la mayoria del zooplancton en donde se presentan tres fases la
primera es una fase inicial que dura alrededor de una semana, la segunda, una fase
exponencial que dura entre una y dos semanas Yy finalmente una fase estacionaria o
fase de decremento. La presencia de toxinas afectan este patron de crecimiento por
ejemplo, bajo una alta concentracién del toxico no aparece la fase exponencial y por el

contrario la poblacién puede decrecer desde el principio del experimento.

Cuando se inici6 el crecimiento poblacional de B. havanaensis con una concentracion
de zinc del 25% de la CLso la poblacién del rotifero no sobrevivié mas que ocho dias,
por esta razon el crecimiento poblacional empezd con 14.5% de la CLsp en donde
aunque no hay mortandad durante el periodo experimental la poblacién se mantuvo
alrededor de 2 ind. mI™* pero con el decremento en las concentraciones del zinc la
poblacién comenzé a crecer, a la concentraciéon de 0.07 mg I* la abundancia maxima
de B. havanaensis fue significativamente mayor que el testigo el factor responsable
para esta tendencia puede ser el efecto denominado hormesis (Calabrese y Baldwin,
2003) dicho efecto se produce en algunas sustancias toxicas donde después de cierta
concentracion pueden ser mortales para los organismos pero cuando se aplican

dentro de ciertas concentraciones bajas, por el contrario, favorecen la reproduccion de
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los organismos incluso de una manera mayor que la que se presenta normalmente sin
estar expuesta la especie a ningun toxico esto generalmente ocurre cuando un metal
pesado es necesario para su vida pero cuando el metal no es esencial para la vida

como cadmio o mercurio la hormesis no es tan frecuente.

Se pudo observar durante los tratamientos con las mezclas, que se present6 un efecto
antagonico entre el cadmio y el zinc, en las concentraciones mas bajas, el crecimiento
poblacional fue alto similar al presentado por el testigo tal ves favorecido por el efecto
de hormesis del zinc pero atenuado por la presencia del cadmio, el cual present6é una
densidad poblacional 25% mayor que la de los tratamientos con la misma
concentracion de cadmio por separado. Es importante mencionar que la presencia del
alga Chlorella vulgaris que fue afadida como alimento durante los experimentos
también juega un papel importante en la respuesta de B. havanaensis a la mezcla de
metales pesados ya que probablemente la capacidad de biosorpcion del alga influye
en la forma en que dichos metales llegan a los rotiferos dependiendo de la

concentracion del toxico en el ambiente.

Como se menciono6 Chlorella tiene la capacidad de adsorber y absorber el cadmio y
destoxificarlo (Gotsis,1982) pero dicho proceso se presento en menor magnitud en las
mezclas que en el tratamiento con cadmio debido tal vez a la presencia del zinc que
también es absorbido por el alga presentdndose una competencia entre ambos
metales y disminuyendo la cantidad de cadmio que el alga absorbe y es capaz de
metabolizar permaneciendo una mayor cantidad de este toxico en el ambiente
ademas de que, durante dicho proceso, el alga sufre dafio en su estructura
disminuyendo la calidad del alimento para la poblacién del rotifero, dicho efecto se

puede apreciar en las mezclas.

En las concentraciones intermedias se observa un efecto de neutralizaciéon del efecto
toxico del zinc tal vez producido por la presencia del cadmio pues la densidad
poblacional y la r aumentan significativamente con respecto a las obtenidas con los

tratamientos con zinc, mientras que con respecto al cadmio estos parametros
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disminuyen ligeramente. El efecto toxico del cadmio aumenta conforme aumenta la
concentracion pues es en las mas altas en donde se puede apreciar una disminucion
importante de la densidad poblacional y de la r con respecto al la que se present6 con

el tratamiento del cadmio por separado.

Bajo condiciones naturales normalmente la densidad maxima de rotiferos puede ser
alrededor de 10 ind. mI* y en casos extremos hasta 50 ind. ml* , pero bajo
condiciones de cultivo las densidades maximas de rotiferos principalmente del grupo
de Brachionus pueden ser mucho mayores, por ejemplo Pavén y colegas (2001)
reportaron mas de 1000 ind. mlI™* para B. patulus, normalmente especies pequefias
como B. havanaensis B. angularis y B. patulus tienen abundancias mayores que
especies grandes como B. calyciflorus. La tabla 11 muestra la informacién sobre
abundancias maximas reportadas en la literatura, independientemente del tipo de
alimento la cantidad de este y la temperatura, las especies de brachionidos tienen en
promedio una abundancia méaxima mayor de 50 ind ml* lo cual indica que en la
naturaleza las especies de Brachionus siempre estan limitadas por el alimento entre

otros factores.

En el presente trabajo la abundancia maxima en el testigo fue aprox. de 400 ind. ml™,
B. havanaensis, previamente fue cultivado por Pavén—Mesa et al. (2004) usando tres
niveles de temperatura 15°C, 20°C y 25°C y tres niveles de alimento 0.5,1.0 y 2.0 X10°
células de Chlorella vulgaris reportando alrededor de 25°C una densidad maxima de
180 a 650 ind ml* , a la concentracién de alimento de 1.0x10° células de Chlorella
reportaron una abundancia méaxima de 560 ind ml™ lo cual es muy semejante que lo
encontrado en este trabajo con el grupo testigo, sin embargo bajo condiciones de
toxicidad la abundancia maxima en general disminuyd significativamente con
excepcion de la concentracion mas baja de zinc y de las mezclas, en las cuales se

presento estimulacion u hormesis.



Tabla 11.- Abundancia Maximas reportadas en la litera para genero Brachionus
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Especie ind. ml™ Alimento densidad Condiciones Autor
alimento
B. calyciflorus | 100 Chlorella 1X10° 25°C, pH7.5 Sarma et al., 2003
75 Chlorella 1X10° Flores-Burgos 2003
20 Scenedesmus 0.546X10°
20 Chlorella 0.5X10° Peredo-Alvarez
2003
35 1X10°
80 4.5X10°
17 Chlorella 0.5X10° Sarma et al.,1997
23 Chlorella 1x10° Sarma et al., 1997
50 2.0X10°
56 4X10°
79 2.0X10° 25°C S. Nandini 1998
97 1X10° 25°C Sarma et al., 1998
118 2.0X10° 25°C
110 4X10° 25°C
36 1X10° 30°C
42 2.0X10°
83 4X10°
31 1X10° Sarma et al., 1999
81 3X10°
7.5 Dictyopshaerium | 2.0X10° Sarma et al., 1999
chliorelloides
16 4X10°
95 8X10°
11 Chlorella 0.75 X10° 27°C Gama-Flores 1999
16 1.5 X10°
40 3 X10°
85 6 X10°
55 0.5X10° 22°C, pH7.3 Lucia- Pavén 2001
65 1.5X10°
471 4.5X10°
77 1 X10° 23°C Sarma et al., 2001
102 3 X10°
B patulus 130 1.5 X10° 27°C Rao 1990
285 3 X10° 27°C
150 1X10° 25°C Sarma 1990
350 2.0X10°
550 4X10°
100 1X10° 35°C
150 2.0X10°
225 4X10°
200 25°C, pH7.5 Sarma et al., 2003
115 Chlorella 1X10° Flores-Burgos
2003
50 Scenedesmus 0.546X10°
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160 Chlorella 0.5X10° Peredo-Alvarez
2003
310 1X10°
385 4.5X10°
130 1X10° Sarma et al., 1999
306 3X10°
120 0.5X10° Sarma et al., 2001
450 1.5X10°
245 0.5X10° 22°C, pH7.3 Lucia- Pavén 2001
510 1.5X10°
1150 4.5X10°
106 1 X10° 23°C Sarma et al., 2001
290 3 X10°
240 0.75 X10° 25°C, pH7.2 Sarma et al., 2001
340 1.5 X10°
550 3 X10°
800 6 X10°
300 0.5X10° 23°C, pH7.5 Sarma et al., 2001
495 1.5X10°
170 0.75 X10° Nandini, Sarma
2002
180 1.5 X10°
290 3 X10°
B rubens 95 Chlorella 25°C, pH7.5 Sarma et al., 2003
B 30 Chlorella 1X10° Enriquez-Garcia
macracanthus 2003
75 0.25 X10° 25°C Sarma, Nandini
2002
90 0.5 X10°
120 1 X10°
190 2 X10°
420 4 X10°
B angularis 140 Chlorella 0. 75 X10° Gama-Flores 2004
200 1.5 X10°
B.variabilis 5 0.25 X10° 25°C, pH7.5 Sarma, Nandini
2001
8.4 0.5 X10°
4.8 1 X10°
2.3 2 X10°
1.9 4 X10°
B. plicatilis 75 Tetraselmis 0.5 X10° Luna- Andrade 2002
suecica
190 1 X10°
250 2 X10°
B. 2 0.5 X10° 15°C Pavén- Meza 2004
havanaensis
180 1 X10°
170 2 X10°
4.3 0.5 X10° 20°C
270 1 X10°
300 2 X10°
6 0.5 X10° 25°C
560 1 X10°
650 2 X10°
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La tasa de crecimiento poblacional puede ser derivada usando tanto el método de
tabla de vida demografica o el de crecimiento poblacional, generalmente la r de
estudios demograficos es mayor que la derivada de estudios de crecimiento
poblacional debido a la ausencia de competencia intraespecifica en el primero y la
presencia de ésta en el segundo, sin embargo independientemente del modo de
derivar la r la tasa de crecimiento poblacional de Brachionus varia entre 0.1y 2.5 la
tabla 12 muestra informacion reportada en la literatura sobre la r en varias especies
del género Brachionus, la r de B. patulus vari6 entre 0.2 y 0.6 mientras que B.
havanaensis vario entre 0.02 y 0.3 por dia, en este trabajo la r mas alta fue 0.42
presentada en el testigo lo cual es cercano a lo reportado en la literatura para varias
especies de Brachionus cuando B. havanaensis estuvo expuesto a los metales
pesados la r fue afectada negativamente, varios estudios han reportado que la r es
mas sensible a los contaminantes por ejemplo Gama-Flores y colegas (2003)
cultivaron el rotifero B. angularis usando Chlorella como alimento bajo diferentes
concentraciones del pesticida paration metilico la r decrecié con el incremento de la
concentracion del plaguicida en el ambiente. En este trabajo también se puede
apreciar que con el incremento de la concentracion de zinc o cadmio hubo un
decremento en la r de B. havanaensis lo cual indica la sensibilidad de esta variable a

los contaminantes ambientales.

Tabla 12.- Tasa de crecimiento poblacional (r) para el genero Brachionus reportada en literatura

reciente.
_Especie indmlT__ Alimento Densidad condiciones Autor
alimento
B. patulus 0.22 Chlorella Vulgaris | 0.75 X10° 25CpH 7.2 Sarma et al., 2001
0.26 1.5 X10°
0.3 3 X10°
0.35 6 X10°
0.46 0.5 X10° 23pH7.5 Sarma et al., 2001
0.55 1.5 X10°
0.28 0.75 X10° Nandini, Sarma
2002
0.52 1.5 X10°
0.59 3 X10°




0.3 25°C, pH7.5 | Sarmaetal., 2003
0.23 Chlorella 1X10° Flores-Burgos
2003
0.22 Scenedesmus 0.546X10°
0.24 Chlorella 0.5X10° Peredo-Alvarez
2003
0.31 1X10°
0.37 4.5X10°
B. variabilis 0.16 0.25 X10° 25,pH 7.5 Sarma, Nandini
2001
0.18 0.5 X10°
B. macracanthus | 0.41 0.25 X10° 25C Sarma, Nandini
2002
0.52 0.5 X10°
0.45 1 X10°
0.48 2 X10°
0.43 4 X10°
0.21 Chlorella 1X10° Enriquez-Garcia
2003
B. plicatilis 0.25 Tetraselmis 0.5 X10° Luna- Andrade et
suecica al., 2002
0.48 1 X10°
0.62 2 X10°
B calyciflorus 0.25 Chlorella vulgaris 25°C,pH7.5 Sarma et al., 2003
0.49 1X10° Flores-Burgos
2003
0.18 Scenedesmus 0.546X10°
0.11 Chlorella 0.5X10° Peredo-Alvarez
2003
0.29 1X10°
0.44 4.5X10°
B. rubens 0.39 25°C,pH7.5 Sarma et al., 2003
B angularis 0.20 Chlorella 0. 75 X10° Gama-Flores 2004
0.36 1.5 X10°
B. havanaensis | 0.02 0.5 X10° 15°C Pavén- Meza 2004
0.09 1 X10°
0.11 2 X10°
0.19 0.5 X10° 20°C
0.22 1 X10°
0.25 2 X10°
0.21 0.5 X10° 25°C
0.25 1 X10°
0.28 2 X10°

45
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La concertacion efectiva media (CEsp) es analoga a la concentracion letal media sin

embargo en CEsg generalmente tomamos variables como la cantidad de alimento

consumido, tasa de natacién, tasa de reproduccion y tasa metabdlica entre otros pero

no la mortalidad, la mortandad media se expresa generalmente como concentracion

letal media (CLsp). La concentracion efectiva media (ECso) puede ser definida como la

concentracion de cierta toxina a la cual disminuye una variable biologica al 50% del

control; basandose en esto podemos derivar la ECsy para la tasa de crecimiento

poblacional, los datos de esta variable se presentan en la tabla 13.

Tabla 13.- Concentracion Efectiva Media (ECsg) basada en la tasa de crecimiento poblacional (r)

Metal ECso
Cadmio 0.363mg ™"
Zinc 0.171mg ™
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Conclusiones

El resultado de este estudio indic6 que ambos metales tanto Cadmio como Zinc son
toxicos para la especie de rotifero B. havanaensis mostrando diferente sensibilidad

hacia cada uno de ellos.

Las concentraciones letales medias indican que una concentracion de cadmio tan baja
como 0.42 mg I y 2.3 mg I"* de zinc causan una mortandad de 50% de la poblacion,
el provocar un decremento de la poblacion, a largo plazo, causa cambios en la

cadena tréfica.

El zinc en bajas concentracion provoca una estimulacion de la reproduccion por el
fendmeno de hormesis pero en altas concentraciones causa una disminucion de la
poblacion lo que indica que para disponer el desecho de este metal hay que tomar en

cuenta no solo la cantidad sino también la frecuencia de las descargas.

El Cadmio por otro lado independientemente de la concentracibn causa una
disminucién del crecimiento poblacional de B. havanaensis lo que indica que este

metal siempre es toxico.

Cuando se aplica la mezcla de ambos metales pesados el patron de crecimiento
poblacional de B. havanaensis fue distinto al testigo y a los crecimientos de cada
metal por separado. Esta observaciéon sugiere que las extrapolaciones que se basan
en los experimentos por separado para metales pesados no arrojan necesariamente
los mismos resultados que cuando estdn mezclados, esto es lo que ocurre en la

naturaleza

En el testigo se obtuvo una abundancia maxima de B. havanaensis de 400 ind mi™ por
lo cual podria se utilizado como alimento para larvas de pez, sin embargo bajo
condiciones de estrés, por exposicion a un toxico la abundancia maxima se redujo

hasta una décima parte de ahi que pueda tener un impacto en el siguiente nivel de la
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cadena trofica en su supervivencia y esto por Uultimo afecte la cosecha de peces en

cuestiones de pesqueria.

Basandose en la informacion sobre diferentes especies de rotiferos encontrada en la
literatura y la experiencia en este trabajo B. havanaensis es facil de cultivar en el
laboratorio y ademas es facil de encontrar en cuerpos de agua naturales dentro del
pais. Este rotifero mostré ser una especie sensible a cambios ambientales lo cual lo
convierte en un organismo excelente para bioensayos en ecotoxicologia, por lo que

resulta una alternativa muy eficiente para la realizacion de esta tipo de estudios.
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