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1. Resumen

La eutrofizacién de los sistemas acuéticos da lugar a menudo a florecimientos
algales dafiinas tales como cianobacterias que tienen a menudo efectos toxicos en
diversos organismos. Esto se traduce en la alteracion de los ecosistemas y la
modificacién de la composicién y distribucion de las comunidades bioldgicas. Tal es
el caso de la Pista de Remo y Canotaje de Xochimilco que presenta florecimientos
de cianobacterias durante todo el afio que generalmente sulen ser del género
Microcystis. El presente estudio tiene como objetivo evaluar las respuestas
demograficas de Moina macrocopa en presencia de cianotoxinas originarias de
cianobacterias, obtenidas mediante congelacion y sonicacion. Se realizaron
ensayos de toxicidad aguda (CLsp). Los experimentos se realizaron en 20 mL de
medio al cual se agrego una poblacién mixta de 10 individuos de M. macrocopa a
diferentes concentraciones, en tres diferentes periodos. Posteriormente se evaluo
la mortalidad después de 24h. Las concentraciones medias letales fueron 1.56, 1.30
y 2.56 pg/L, respectivamente. Con respecto a la tabla de vida de M. macrocopa,
ésta se realiz6 utilizando el 10% de las concentraciones del CLso y la mitad de este
10%, teniendo como dieta una concentracion de 0.5 x 10° cel/mL Scenedesmus
acutus con cuatro repeticiones por cada tratamiento. Se encontr6 que Moina
macrocopa fue sensible a las cianotoxinas reduciendo su supervivencia desde las
bajas concentaciones, asi como la fecundidad y obteniendo tasas de crecimiento
gue van desde 0.49 y 0.27 ind/mL para el primer perido, para el segundo periodo
0.38y 0.52 y para el ultimo 0.42 y 0.52. Los datos indican que la mayoria de las
cepas de cianobacterias de la Pista de remo y canotaje suelen ser toxicas y pueden
tener efectos adversos debido a la exposicién a largo plazo.




2.Introduccion

De acuerdo a su origen y dimensiones, los sistemas acuaticos se dividen en
ambientes continentales tales como rios, arroyos, lagunas y lagos, y marinos como
océanos y mares. Los sistemas acuaticos continentales estdn formados en su
mayoria por agua dulce proveniente del deshielo, de precipitaciones o del subsuelo.
Por el movimiento que presentan estas masas de agua se clasifican en |énticos y
I6ticos. Los cuerpos de agua lénticos, se caracterizan por tener agua sin flujo
determinado y se ejemplifica con humedales, lagos profundos y lagos someros
(Fernandez et al., 2010). Estos ecosistemas actlian como el centro de interaccion
de gran namero de factores bibticos y abibticos que pueden ser modificados por
elementos xenobidticos. La presencia de contaminantes provoca la alteracion de los
ecosistemas modificando la composicion y distribucion de las comunidades
biolégicas, teniendo como consecuencia la alteracion de la dinamica (Bozo et al.,
2007).

El deterioro de los ecosistemas debido a la contaminacién es un problema critico de
nuestros tiempos. La creciente cantidad de contaminantes en este tipo de
ecosistemas se produce como consecuencia del vertimiento de desechos
industriales, urbanos, asi como las actividades agricola, minera y portuaria,
representando un peligro inminente para el hombre y el medio ambiente (GOmez et
al., 2001). Este conflicto de contaminacién es comun en todas las latitudes terrestres
y se ha observado un mayor avance en las ultimas décadas debido al proceso de
urbanizacion (Fortabel, 2005; Arzate, 2008)

La actividad antropogénica es una constante amenaza para la estabilidad de los
ecosistemas y en este sentido, los ecosistemas acuaticos son receptores de toda
clase de desechos urbanos que, en su mayoria, son organicos; detectandose,
ademas, la presencia de compuestos téxicos (FargasSova, 1997), generalmente
considerados dafiinos por su persistencia en los sedimentos (Visviki y Rachlin,
1991).

La cuestion de los compuestos toxicos se ve agravado aun mas con el incremento
poblacion humana, que se traduce en un aumento desmedido de desechos, que de
igual forma son vertidos en los sistemas lacustres. La problematica principal del
aumento desmedido de desechos, se ve reflejada en el crecimiento desmedido de
la concentracion de nutrientes inorganicos minerales, en especial fosfatos y nitratos
(Oberholster, 2006) los cuales se presentan en forma de disuelta (Zheng, 2003).




El crecimiento en las concentaciones de los nutrientes inorganicos en los cuerpos
de agua, conduce al estado que es conocido como eutrofizacién y se resume como
el proceso de origen antropogenico que va deteriorando la calidad del agua,
afiadiendo mayores cantidades de nutrientes que son elementos esenciales para el
crecimiento de organismos, principalmente nitrégeno (N), fosforo (P) y materia
organica (MO); lo cual enriquece en nutrientes a los sistemas acuéticos. El proceso
de eutrofizacion se produce en todo lago cuya afluencia de elementos nutritivos sea
superior a la salida de los mismos (Moreno et al., 2010). Produciendo efectos
ecoldgicos y toxicologicos los cuales estan directa o indirectamente relacionados
con la proliferacién de los productores primarios que se traduce en el incremento de
la biomasa de algas toxicas en ciertas situaciones, la reduccién quimica de ciertos
compuestosen las aguas del fondo y los sedimentos, los cambios en la biomasa de
los productores secundarios y la disminucion de la diversidad de especies en las
comunidades de productores primarios y secundarios. Dicha proliferacion, y su
posterior muerte y descomposicion, suelen conducir a una marcada disminucion de
la concentracion de oxigeno disuelto en aquellos ecosistemas con una baja tasa de
renovacion de agua. (Camargo et al., 2007).

En los ecosistemas acuaticos eutrofizados, en la mayoria de las ocasiones se puede
observar una proliferacion de algas, cianobacterias y micréfitos en demasia. Lo
anterior puede presentar una alteracion de la biota y de la diversidad bioldgica, El
desarrollo de las cianobacterias provoca opacidad, que impide que la luz penetre
hasta regiones profundas de la columna de agua. Las consecuencias directas son
la imposibilidad de llevarse a cabo la fotosintesis en lugares cada vez mas
profundos de la columna de agua y por lo tanto, disminucion en la produccién de
oxigeno libre; simultAdneamente aumenta la actividad metabdlica consumidora de
oxigeno de los organismos descomponedores, que empiezan a recibir excedentes
de materia organica generados en la superficie (Moreno et al., 2010).

Las cianobacterias son uno de los grupos plancténicos que se ven favorecidos por
las condiciones eutréficas de un sistema acuatico (Zamora-Barrios et al., 2015). Las
cianobacterias o algas verde-azules llamadas asi por la presencia de un pigmento
fotosintético denominado ficocianina. Se reproducen de manera asexual mediante
la formacion de estructuras tales como esporas (endosporas y exosporas), 0 por
fragmentacion de las colonias o de los filamentos (Huisman et al., 2005; Pineda,
2009; Zamora-Barrios et al., 2015). Un porcentaje significativo de las especies de
cianobacterias se encuentran en los sistemas de aguas continentales (limnicos),
habitando en la columna de agua o el bentos de lagos, lagunas, rios y arroyos de
todo el mundo. Existen especies de cianobacterias en un amplio intervalo de
tamanos, desde especies de 0.5 pum (ej.: Prochlorococcus sp.) hasta otras que
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forman colonias macroscoépicas de 450 pum hasta varios milimetros de diametro
(Whitton y Potts 2000).

Las cianobacterias pueden tomar ventaja de la gran cantidad de nutrientes de un
cuerpo de agua aumentando significativamente el promedio de la biomasa de la
poblacion, ocasionando la formacion de florecimientos (Codd, 2005). Los factores
que desencadenan los florecimientos de las cianobacterias planctdnicas son
diversos y actian en forma combinada. El crecimiento de las cianobacterias
fitoplanctonicas en los ambientes naturales depende de su capacidad de optimizar
la utilizacion de los recursos y minimizar las pérdidas de biomasa. Los recursos
necesarios para el crecimiento son la luz y los nutrientes y aunado a esto el aumento
en la temperatura estacional y en gran medida debido al calentamiento global, que
al parecer es otro factor que favorece el crecimiento desmedido de estos
microorganismos (Zamora-Barrios et al., 2015). Las interacciones troficas entre los
organismos en los cuerpos de agua también juegan un papel importante para
determinar la dominancia o no de las cianobacterias, ademas, las cianobacterias
interaccionan con otros productores primarios compartiendo los mismos recursos
(UNESCO 2009).

Las cianobacterias producen una gran variedad de metabolitos secundarios,

algunos de los cuales son téxicos para animales y se conocen con el nombre
genérico de cianotoxinas (Leflaive y Ten-Hage, 2007). Estos compuestos pueden
afectar la biota acuatica y terrestre incluyendo a los seres humanos (Sivonen y
Jones, 1999). Se dispone de numerosos registros de toxicidad y mortandad de
animales como consecuencia de estas toxinas, como por ejemplo aves acuaticas
(Alonso-Andicoberry et al., 2002) y ganado vacuno (Thomas et al., 1998; Stewart et
al., 2008).

El efecto de las cianotoxinas presenta un riesgo significativo para la salud publica
(Downing, 2014). La mayor parte de los eventos de intoxicacion a causa de las
cianotoxinas en el mundo han sido provocados por hepatotoxinas. La intoxicacion
aguda produce disgregacion de los hepatocitos, necrosis de los capilares
sanguineos y la muerte por hemorragia intrahepatica. Las microcistinas constituyen
un conjunto de mas de cien pentapéptidos o heptapéptidos producidos
particularmente por cepas de Microcystis. Estas biotoxinas actian inhibiendo las
fosfatasas de proteinas y con ello el mecanismo de regulacion de la arquitectura
celular (NRA 1990; Repavich et al., 1990; Nakano et al., 1991; Carmichael y
Falconer, 1993).

Inicialmente los sintomas de intoxicacibn se confundieron con los del célera
(Margalef, 1983). Las hepatotoxinas, en estado puro, tienen una toxicidad
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intermedia entre la del veneno de la cobra. Es suficiente una dosis de 0.03-0.3 mg
por kilogramo de peso corporal para matar en pocas horas un animal experimental
(Metting y Pyne, 1986; Reynolds, 1991). Se encuentran por lo tanto entre los
venenos mas poderosos que se conocen. Para ingerir una dosis letal de Microcystis,
deberian beberse cinco litros de agua con una poblacion de unas 200,000 cél. ml
! (Reynolds, 1991).

Instintivamente el hombre evita dichas aguas, a pesar de esto existen casos
documentados de muertes humanas. Siendo el ejemplo mas conocido, el tragico
caso de un centro de didlisis en Caruaru, Brasil, con mas de setenta muertos
(Azevedo, 2002). En el caso de las personas que utilizan dia con dia la instalaciones
de la Pista de remo y canotaje de Xochimilco para su entrenamiento, resulta ser
preocupante, ya que al estar expuestas directamente con el agua y al rocio de la
pista y asi mismo con los florecimientos de cianobacterias corren el riesgo de
contraer los dafios ya mencionados aun cuando se trate de concentraciones bajas,
se observan sintomas clinicos subletales, caracterizados por desordenes
gastrointestinales, alergias, irritaciones en la piel y dafios en los ojos de nadadores
y bafistas (NRA, 1990).

Las cianotoxinas son consideradas los compuestos mas toxicos y dafinos en las
masas de agua, tanto por su elevada distribucion como por su alta toxicidad. Son
metabolitos secundarios que se generan y acumulan durante la produccion de
fotopigmentos, por estrés ambiental y antipredatorios (Ramirez et al., 2004).
Normalmente se clasifican por los efectos que producen como toxinas irritantes,
citotoxinas, dermatotoxinas, neurotoxinas y hepatotoxinas (Jungblut et al., 2006).
Entre las toxinas producidas por las cianobacterias destacan las Microcistinas-LR,
Saxitoxinas y la Anatoxina-a (Vasconcelos, 2001).

El efecto de las cianotoxinas se prueba a menudo mediante la extraccion de los
compuestos activos de cianobacterias cultivadas en condiciones de laboratorio.
Durante la ultima década se han llevado a cabo varios estudios para probar la
toxicidad de extractos de cianobacterias directamente de los florecimientos tomados
en campo (Pietsch et al., 2001; Okumura et al., 2006). En algunos estudios se ha
comprobado que organismos zooplancténicos como Ceriodaphnia cornuta y
Plationus patulus son extremadamente sensibles a la toxicidad de extractos crudos
de Dolichospermum planctonicum (Zamora-Barrios et al., 2015). La ventaja de
estudiar estos extractos crudos es que los resultados abarcan efectos sinérgicos o
antagoénicos de la cianobacteria y sus toxinas y con base en esto extrapolar los
resultados  de laboratorio para obtener conclusiones sobre las condiciones
naturales (Okumura et al., 2006).




Se han identificado varios géneros de cianobacterias, formadoras de blooms y
productores de cianotoxinas, entre los cuales estan, Microcystis, Anabaena,
Anabaenopsis, Planktothrix, Aphanizomenon, Ocillatoria, Cylindrospermopsis,
Raphidiopsis y Nodularia (Codd, 2005). Principalmente estas cianobaterias
producen dos tipos de toxinas, hepatotoxinas y neurotoxinas, pero son las
hepatotoxinas las que se presentan con mas frecuencia en comparacion con las
neurotoxinas; aproximadamente el 50% de los cuerpos de agua donde esta
presente Microcystis muestran hepatotoxicidad a mamiferos y otros animales. Las
toxinas responsables de la hepatotoxicidad son bien conocidas como microcistinas,
las cuales se obtienen no s6lo de Microcystis, sino también de Anabaena, Nostoc
y Oscillatoria que también forman florecimientos de agua (Namikoshi et al.,1996).

Ademas de los efectos agudos mencionados, la ingesta continuada de dosis
subletales de hepatotoxinas tiene efectos crénicos graves bien comprobados, tales
como la produccion y estimulacion de tumores hepaticos (Lawton et al., 1990;
Carmichael y Falconer, 1993). Algunos autores han aportado evidencias de que las
cianotoxinas estan relacionadas con la proteccion contra los depredadores para
evitar la competencia de algas del fitoplancton o plantas (Jang et al., 2007). Por otra
parte, debe mencionarse que las cianobacterias también producen otras moléculas
cuyo rol es inhibir alguna funcién de potenciales competidores (Briand et al., 2004).

Las especies del género Microcystis son responsables de mas del 60% de los casos
de intoxicacion en todo el mundo. La ecologia de las especies toxicas y no toxicas
no esta clara por lo que es licito hablar de toxicidad a nivel de género, es decir
de Microcystis sp. (Ohtake et al., 1989), independientemente de la especie
presente. La toxicidad de una florecimiento presenta grandes variaciones aun de un
dia a otro, ya sea por factores ambientales, presencia de especies competidoras o
por envejecimiento, siendo por lo tanto dificil de predecirla (NRA, 1990; Repavich et
al., 1990). Sin embargo, en México han sido poco estudiada la toxicidad de éstas
otras cianotoxinas, por lo cual surge la necesidad de ampliar la informacion
mediante bioensayos de toxicidad que demuestren cuales son las concentraciones
gue alteran de manera significativa a los organismos zooplanctdnicos en nuestros
cuerpos de agua (Zamora-Barrios et al., 2015).

El zooplancton dulceacuicola en términos de biomasa se compone principalmente
de protozoos, rotiferos, claddceros, copépodos, siendo este Ultimo el grupo
dominante (Downing y Rigler, 1984). Su papel en el control de la abundancia de
fitoplancton, incluyendo algas toxicas, tiene implicaciones en la biomanipulacion de
lagos (Alva-Martinez et al., 2001). Ademas el zooplancton es uno de los grupos que
se ve severamente alterado por la presencia de cianobacterias en el medio, ya que
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para el consumo son dificiles de manejar y ademdas provoca intoxicacion y una baja
nutricién para los organismos zooplanctonicos (Carmichael, 1986; Lampert, 1997).

Por lo anterior se presentan consecuencias adversas sobre el que es unos de los
grupos mas importantes, por tener las comunidades mas amplias y variadas de los
sistemas acuaticos (Ventura, 2008). Al observar que la abundancia de este grupo
disminuia drasticamente en presencia de cianobacterias, se comenzaron a generar
hip6tesis de la existencia de cianotoxinas (Infante y Riehl, 1984).

Las cianobacterias han utilizado favorablemente la funcién de las cianotoxinas
como medio de defensa contra la depredacién por pastoreo del zooplancton, el
cual esta en contacto directo con las toxinas a través de la ingestion de las células
como parte de su dieta, ademas dichas toxinas pueden bioacumularse en los
tejidos generando que el zooplancton funja como vector y esto provoca una
fractura en las redes tréficas, ya que estos forman parte del eslabon que permite
el intercambio energético a niveles tréficos superiores (Choueri et al., 2009; Ferrao-
Filho et al., 2009).

Realizar ensayos toxicolégicos con especies que tienen una gran relevancia
ecoldgica dentro de estudios ecotoxicolégicos ayuda a la obtencion de resultados
en los cuales, se puede realizar una extrapolacion a toda la comunidad y de esta
manera establecer estandares de calidad confiables en cuanto a la concentracion
maxima que puede tolerar el zooplancton. Bajo este contexto uno de los grupos
mas importantes son los organismos zooplancténicos, que conforman una de las
comunidades mas amplias y variadas dentro de los sistemas acuaticos. Tal es el
caso de los cladéceros y rotiferos en los cuales es conveniente realizar este tipo
de ensayos, debido a que en la actualidad existe amplia informacion de ambos
grupos, en diferentes aspectos tales como las caracteristicas morfologicas
externas e internas, la fisiologia, la distribucion en los sistemas epicontinentales,
comportamiento ecoldgico e interacciones, asi como un corto ciclo de vida
(Ventura, 2008; Zamora-Barrios et al., 2015). Ademas de los factores anteriores
existen ventajas en la manipulacion de estos organismos lo cual facilita y agiliza
los ensayos gracias a caracteristicas como su ciclo de vida relativamente corto, su
baja variabilidad genética entre generaciones, su pequefa talla, sus
requerimientos nutricionales que son bien conocidos, su reproduccion en cortos
periodos de tiempo y su sensibilidad a contaminantes toxicos (Espinosa-Chavez y
Martinez-Jerénimo, 2002).

El género Moina consta de especies conocidas comunmente como pulgas de
agua, que se distribuyen en cuerpos de agua permanentes o temporales,
ligeramente salinos, localizados en regiones generalmente aridas con fendbmenos
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frecuentes de endorreismo o arreismo y pluviosidad variable (Ivleva, 1973,
Margalef, 1983). En el Valle de México, Moina macrocopase distribuye
ampliamente en condiciones de eutroficidad, en ambientes con valores de pH de
9.17 y salinidad de hasta 2 g L"Y(Espinosa-Chavez y Martinez-Jerénimo, 1992); por
lo que se prestan para generar informacion util que permite la proteccion de los
organismos de una o varias especies que integran la biota de un ecosistema, en
este caso el zooplancton, y su respuesta ante los peligros de sustancias
segregadas al ambiente (APHA, 1994).

Actualmente no se sabe si las diferentes especies de cladoceros responden de una
manera similar cuando se exponen a cianotoxinas extraidas por medio de la
congelacién. Ademas, en comparacién con muchos otros puntos ecoldgicos
sensibles, tales como las tasas de alimentacién y de filtracién o la velocidad de
natacién, el enfoque demogréfico de tabla de vida es muy sensible al estrés de las
sustancias toxicas ( Ventura 2008; Zamora-Barrios et al., 2015).

3. Antecedentes

Alva-Martinez et al. (2007) evaluaron el efecto de las dietas mixtas, que contenian
0, 25, 50, 75y 100% en peso seco de Microcystis aeruginosa y el resto de una de
las dos especies de algas verdes Chlorella vulgaris y Scenedesmus acutus. El
efecto de las dietas se midio sobre la poblacion de claddceros Ceriodaphnia dubia
y Moina macrocopa. Independientemente de la proporcién de M. aeruginosa en la
dieta mixta, C. dubia cuando fue alimentada con Chlorella tuvo una fase de retraso
inicial mas larga; no fue el caso de la dieta mixta con S. acutus, donde la fase de
latencia aumenté en proporcion creciente. Cuando se aumentdé al 100% M.
aeruginosa, el crecimiento de la poblacion de C. dubia se redujo en comparacion
con el 100% de S. acutus o el 100% de C. vulgaris, donde el crecimiento incremento.
Ademas cuando habia mayor proporcion de M. aeruginosa en la dieta mixta
resultaba en wuna disminucibn de la abundancia de M. macrocopa.
Independientemente del tipo de dieta, M. macrocopa tuvo una fase de retraso menor
gue C. dubia. Para ambas especies de cladoceros, los valores mas bajos de (r) se
obtuvieron cuando se alimentaron con Microcystis.

Arzate (2008) realizd colectas de cianobacterias del género Microcystis en cuerpos
de agua del Valle de México,. La finalidad fue identificar mediante marcajes
moleculares a 12 cianobacterias toxigénicas presentes en estos cuerpos de agua.
Ya con el material de colecta realizaron ensayos de toxicidad aguda con el agua
(exudados) y extractos crudos de la biomasa constituida principalmente por
Microcystis, con el cladécero Dapnhnia magna. La prueba de toxicidad por medio
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de exudados no generd la mortalidad de los organismos, sin embargo, en los
extractos observo la mortalidad de los neonatos, con lo que calcul6 la concentracién
letal media (LCso). Para analizar si la mortandad de estos claddceros era generada
por las microcistinas, realizé ensayos moleculares y amplificé regiones genéticas
especificas, ademas mediante un kit inmunolégico (prueba de ELISA) determino la
concentracion de microcistinas presentes en los tratamientos donde se presento
mortandad, concluyendo que las microcistinas causaron intoxicacion a los
organismos expuestos.

Ferrao-Filho et al. (2009) evaluaron el potencial de lox cladéceros para su uso en
el biomonitoreo de las toxinas de cianobacterias. Cultivaron dos especies de
zooplancton (Daphnia gessneri y Moina micrura) en el laboratorio para someterlos
a bioensayos agudos de 48 h y crénicos de 10 dias. Recolectaron muestras de
agua de dos depoésitos y se diluyeron en agua mineral a cuatro concentraciones. La
supervivencia en los bioensayos agudos se utilizé para calcular la LCso y la
supervivencia, y la fecundidad en bioensayos cronicos se utilizaron para calcular la
tasa de crecimiento poblacional intrinseca (r) y la ECso. El andlisis del fitoplancton
en las muestras de agua de un reservorio reveld que las cianobacterias eran el
grupo dominante, representado por los géneros Anabaena, Cylindrospermopsis y
Microcystis. Los resultados que obtuvieron de los bioensayos mostraron efectos
adversos incluyendo muerte, paralisis y una tasa de crecimiento poblacional
reducida, generalmente proporcional a la concentracion de agua del reservorio.
Estos efectos pueden estar relacionados con la presencia de toxinas de
cianobacterias (microcistinas o saxitoxinas) en el agua.

Jang et al. (2007) investigaron la produccién de microcistina (MC) en cuatro cepas
de cianobacterias (tres Microcystis aeruginosa y una Planktothrix agardhii) en
respuesta a diferentes densidades de zooplancton ramoneador (exposicion directa:
cero, dos, cuatro u ocho individuos por 300 mL) 0%, 10%, 25% y 50% de Daphnia
magna y Moina macrocopa. La produccion de MC aumenté después de la
exposicion directa a ambas especies de zooplancton y fue mayor con el aumento
de la concentracion de sustancias quimicas. Esta produccion de MC fue
significativamente diferente entre el control y los tres niveles de tratamiento del
zooplancton. Tras la exposicién directa e indirecta de las cianobacterias al
zooplancton, la MC intracelular alcanzé su maximo en los dias 3 y 4. En la mayoria
de las cepas de cianobacterias, el contenido maximo de MC fue significativamente
mayor en el tratamiento directo con la densidad zooplancténica mas alta y en el
tratamiento indirecto con la concentracion mas alta de zooplancton filtrado de
medios que con tratamientos con la menor densidad y concentracion,
respectivamente. Encontraron que las concentraciones de MC extracelulares fueron
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mucho mas bajas que las intracelulares, pero ambas mostraron patrones
temporales similares a lo largo del experimento.

Nandini (2000) evalud la respuesta de los rotiferos y claddceros en presencia de
Microcystis aeruginosa, ofrecida como colonias y células individuales, comparando
con una dieta de Chlorella vulgaris mediante el método demografico de la tabla de
vida. Las especies de zooplancton de prueba fueron Simocephalus vetulus, Daphnia
carinata, Moina macrocopa, Scapholeberis kingi, Ceriodaphnia cornuta, Brachionus
calyciflorus y Hexarthra mira. Para detectar el desarrollo de la resistencia a las
toxinas de Microcystis en el zooplancton, ademas de la cepa cultivada en laboratorio
de Ceriodaphnia cornuta, se utilizo otra cepa de la misma especie (denominada C.
cornuta 2, que fue recogida de un estanque que contenia Microcystis las cuales
fueron cultivadas en el laboratorio con Chlorella durante unas pocas semanas antes
de la experimentacién). Los experimentos se realizaron a 20° C y 30° C. La
supervivencia fue mas alta con Chlorella en la mayoria de las especies, pero baja
en dietas con Microcystis. Excepto para C. cornuta 2, S. kingiy S. vetulus, todas las
otras especies de ensayo fueron afectadas negativamente por Microcystis. La
capacidad de consumir Microcystis mejoré a 30° C en M. macrocopa, D. carinata y
H. mira. La mayor esperanza de vida media se registré para C. cornuta 2 (25.3 +
4.86 d) y la mas baja para B. calyciflorus (0.58 + 0.05 d). La mayor tasa reproductiva
neta se observo para C. cornuta 1 (44.9 + 4.88) y el tiempo de generacion mas largo
fue de 26.6 + 2.13 d para S. vetulus. Entre los cladéceros que mostraron valores
positivos de tasa de crecimiento poblacional (r), M. macrocopa tuvo los mas altos
con 0.96 £ 0.04 por dia.

Oberholste et al. (2006) investigaron la composicién taxondmica de las asociaciones
de fitoplancton en el lago Sheldon durante el verano de 2004, un afio después de la
finalizacion de un proyecto de restauracion en el lago. Su estudio analizé los
cambios fisicos y quimicos causados por la escorrentia urbana y la mezcla artificial,
asi como la utilidad de los marcadores moleculares de microcistina derivados del
grupo de genes mcy para la deteccion de cepas toxicas de cianobacterias en
muestras ambientales del lago Sheldon. Este estudio demuestra claramente que la
tasa de mezcla artificial por si sola era insuficiente para causar una transicion a un
sistema acuatico bien mezclado y que las cianobacterias permanecieron
dominantes durante los meses de verano. La presencia de cepas toxicas de
cianobacterias se confirmé con el uso de marcadores moleculares que detectaron
la presencia del grupo de genes mcy responsable de la produccion de toxina por
Microcystis spp.

Pietsch et al. (2001) investigaron la situacion de "vida real" de un evento de lisis de
cianobacterias. Para este propdsito, se tomaron células intactas de un florecimiento
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natural de cianobacterias del lago Miggelsee, Berlin, y se rompieron las células
mediante ciclos repetidos de congelacion / descongelacion. Este extracto crudo se
utilizé para exponer varios organismos acuéticos que van desde microalgas
(Scenedesmus armatus), macrofitos (Ceratophyllum demersum), invertebrados
(Chaoborus crystallinus) hasta huevos de peces (Danio rerio) para observar varios
parametros fisiol6gicos como la actividad enzimatica de desintoxicacion y, en el
caso de las microalgas y las macrofitas, también el efecto sobre la actividad de la
fotosintesis. En todas las pruebas, el extracto en bruto de cianobacterias causo
efectos mas fuertes que las toxinas de cianobacterias puras usadas en
concentraciones equivalentes.

Okumura et al. (2006) evaluaron los efectos generados por los compuestos toxicos
de cianobacterias liberados por los florecimientos cianobacteriales, colectaron
material con una red para fitoplancton con una abertura de malla 25 um, de dos
florecimientos naturales, el primero en el embalse de Barra bonita y el segundo en
el embalse de Ibitinga, ambos situados en San Paulo, Brasil. Identificaron que el
fitoplancton de ambos embalses estaba constituido principalmente por cuatro
Microcystis spp. Evaluaron la toxicidad aguda mediante bioensayos con cladoceros
(Daphnia similis, Ceriodaphnia silvestrii y Ceriodaphnia dubia) expuestos a
extractos crudos cianobacteriales obtenidos de las muestras de los embalses y de
una cepa de Microcystis aeruginosa cultivada en laboratorio. Analizaron la
sensibilidad y la sobrevivencia de los organismos obteniendo como resultados una
mayor toxicidad por parte del cultivo del embalse de lbitinga, esto lo cuantificaron
con un kit que mediante un ensayo inmunoldgico detecta las microcistinas-LR.
Concluyeron que Daphnia similis tiene una mayor sensibilidad a la toxicidad en
comparacion de los otros organismos zooplanctonicos evaluados.

Zamora-Barrios et al. (2015) Evaluaron los efectos toxicologicos de extractos crudos
de Dolichospermum planctonicum en Plationus patulus (rotifero) y Ceriodaphnia
cornuta (Claddcera). Utilizando un compuesto activo de Anabaena cultivada en el
laboratorio, que obtuvo por congelacién a -70° C durante 48 h, después de lo cual
la muestra se descongeld. El ciclo se repitid cinco veces, y entre cada ciclo se
sonicaron las células para lisarlas. Posteriormente se probd en experimentos de
crecimiento demografico y de la tabla de vida de las dos especies de zooplancton
se compararon en medios con y sin (control) las cianotoxinas. Obteniendo como
resultado una alteracion en las variables demogréaficas de ambos organismos,
encontrando que los rotiferos eran mas resistentes a los toxicos que los cladoceros.
Sus tasas de crecimiento poblacional oscilaron entre 0.11 d* en controles a 0.08 d-
1 en presencia de los extractos crudos de P. patulus y de 0.18 en controles a -0.27
en presencia de los extractos brutos de C. cornuta y afectando negativamente a la
reproduccion mas que a la supervivencia.
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4.Hipotesis

Si las cianotoxinas son factores biéticos que influyen en la distribucion y
composicion de las comunidades bioldgicas que provocan la alteracion de la
dindmica, entonces, bajo estas afirmaciones se espera una disminucién en
las variables demograficas de Moina macrocopa.

Si la supervivencia y la fecundidad, son indicadores sensibles de estrés
ambiental y son dos unidades béasicas para explicar muchas variables de la
historia de vida, por lo tanto la exposicion de los organismos a las
cianotoxinas provocara la alteracion de estas unidades y como
consecuencia las variables dependientes a éstas.

Si los factores que desencadenan los florecimientos de las cianobacterias
son diversos y actuan en forma combinada y si los florecimientos de
cianobacterias permanecen por periodos mas largos se espera que en el
periodo de Junio-Julio exista un mayor florecimiento en la Pista de remo y
canotaje.




5. Justificacion

Actualmente la actividad antropogénica es una constante amenaza para la
estabilidad de los sistemas acuaticos ya que son receptores de toda clase de
desechos urbanos, lo que aumenta desmedidamente la concentracién de nutrientes
inorganicos minerales, tales como los fosfatos y nitratos, condiciones que favorecen
a organismos como las cianobacterias,las cuales toman ventaja de la gran cantidad
de nutrientes de un cuerpo de agua. Ademas, el centro de México es un lugar que
cuenta todo el afilo con temperaturas favorables para los florecimientos de
cianobacterias, ademas de contar con una gran cantidad de lagos y lagunas de gran
importancia que presentan problemas de eutrofizacién antropogénica (UNESCO
2009)

Estos factores, en conjunto permiten la formacion de florecimientos de
cianobacterias y favorecen su permanencia la mayor parte del afio. La presencia de
estos organismos pueden causar efectos como la reduccion drastica de la
diversidad y abundancia de diferentes especies acuaticas, debido a la produccion y
liberacion constante de cianotoxinas al medio, asi como la intoxicacion y el
ocasionar diferentes efectos cronicos graves bien comprobados, tales como la
produccion y estimulacion de tumores hepaticos en diferentes animales y en
humanos (Carmichael, 1986; Lampert, 1997; Lawton et al., 1990).

Este podria ser el caso de todas las personas que a diario se encuentran en contacto
con el agua de la pista de remo y canotaje de Xochimilco que al entrar en contacto
con estos organismos durante periodos largos de tiempo los llevaria a sufrir
consecuencias que van desde intoxicaciones hasta la muerte.

Por esta razon es de gran importancia desarrollar experimentos que nos permitan
pronosticar y evaluar los riesgos de la exposicion de algunos organismos y de
personas a las cianotoxinas, asi como de las alteraciones ecoldgicas que puedan
causar dentro de un ecosistema acuatico apoyandonos en el zooplancton, ya que
estos nos permiten comprender lo que puede estar ocurriendo en una situacion real,
con una sobrepoblacion de cianobacterias toxicas. Estos puntos dieron pie a
estudiar el efecto de las cianotoxinas evaluando las respuestas de Moina
macrocopa a una prueba de toxicidad aguda para poder observar el efecto en
grandes concentraciones y posteriormente evaluar el efecto en las variables
demograficas mediante una prueba crénica en presencia de cianotoxinas para que
en un futuro se puedan tomar medidas respecto al tema de la gestién de los cuerpos
de aguas con este problemay las consecuencias adversas que ocasionan a la salud
publica y proteccion de los organismos de varias especies que integran la biota de
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un ecosistema, ante los peligros de sustancias liberadas al ambiente por las
cianobacterias toxicas.

6. Objetivos

6.1 General

Evaluar las respuestas demograficas de Moina macrocopa en presencia de
cianotoxinas de la pista de remo y canotaje Virgilio Uribe, Xochimilco.

6.2 Particulares

e Cuantificar las concentraciones de las cianotoxinas de los extractos
crudos utilizando el Kit inmunolégico con base en la prueba de ELISA.

Evaluar el efecto del extracto sobre la supervivencia de Moina
macrocopa mediante pruebas de toxicidad aguda.

Cuantificar el efecto de las cianotoxinas sobre las variables
reproductivas de Moina macrocopa mediante pruebas cronicas de
toxicidad.




7. Materiales y métodos

Los cultivos iniciales de Moina macrocopa se colectaron de una fuente de la
Universidad Autonoma de Aguascalientes. Los cultivos de M. macrocopa fueron
mantenidos en el laboratorio de Zoologia Acuética de la FES Iztacala durante una
temporada. Para el cultivo en el laboratorio se utilizé agua moderadamente dura
(medio EPA) que se preparo: disolviendo 0.9 g de NaHCOg3, 0.6 g de CaS0Oa4, 0.6 g
de MgSO4 y 0.04 g de KCI en 1L de agua destilada (Weber, 1993), el cultivo se
mantuvo a 20° C y fueron alimentados exclusivamente con el alga Scenedesmus
acutus a una concentracion de 0.5x10°8 células mL. El medio de cultivo se cambié
cada tercer dia con la finalidad de evitar la acumulacién de pellets, material organico
y residuos alimenticios. M. macrocopa es un organismo que tiene ciclos de vida
cortos, se reproduce asexualmente por partenogénesis lo cual da como resultado
un gran numero de neonatos en un corto periodo de tiempo, esta razon lo convierte
en un organismo ideal para los bioensayos ecotoxicologicos.

El alga Scenedesmus acutus, fue cultivada en botellas transparentes de 2 litros con
medio estandar Bold, agregandose 0.5g de NaHCO3 cada 3 dias (Zamora-Barrios
et al.,, 2015), se mantuvo con constante aireacion e iluminacion fija (24 horas)
proporcionada por lamparas de luz blanca de 70 watts. El alga fue cosechada
después de una semana ya que en este tiempo alcanza su mayor densidad de
células por ml. Posteriormente para conocer la concentracion celular de cada
botella, se tomé una alicuota que fue cuantificada mediante un camara de
Neubauer.

La muestra de cianobacterias se recolect6 en los periodos de junio-julio, septiembre-
octubre y marzo-abril en la Pista de Canotaje ubicada en la zona lacustre de
Xochimilco y paralela al canal de Cuemanco, siendo sus medidas de 2200 m. de
longitud con una superficie de 600,000 m?. Se colecto directamente un total de 10
L de agua que contenia a las cianobacterias de la Pista de Remo y Canotaje, y
posteriormente se almacenaron y se mantuvieron en hielo y se transportaron al
laboratorio de la FES Iztacala.

7.1. Identificacidn y cuantificacién de las cianobacterias

Las cianobacterias se identifcaron siguiendo las claves de Komarek-Anagnostidis
de 1998. Posteriormente se midi6 el tamafo de célula y de la colonia de cada
periodo de muestreo, estos parametros también fueron utilizados para la
identificacion de los organismos.




Mediante la cAmara de Neubauer se cuantifico el nimero de células por mililitro y
posteriormente se calculd el nimero de células en un litro, este porcedimiento se
llevé a cabo para los diferentes periodos. La cuantificacion de las colonias se realizé
utilizando la celda de Sedgwick-Rafter.

7.2. Extraccién de cianotoxinas

La extraccion de las cianotoxinas se llevdé a cabo siguiendo lo propuesto por
(Zamora-Barrios et al., 2015) donde mencionan que se tomd la muestra de
cianobacterias, y se coloc6 en un recipiente cerrado, para ser congelado a -70° C
durante 72 horas, posteriormente se dejo descongelando 24 horas, una vez
terminada la descongelacién, la muestra se sonic6 a 20 kHz durante 10 minutos,
por ultimo la muestra se volvio a congelar. Este ciclo de congelado/ descongelado
se repitié por cinco veces, con la finalidad de provocar lisis celular y asegurar la
extraccion de las cianotoxinas (Pietsch et al., 2001).

7.3. Determinacion de la Concentracion Letal Media (Prueba
CL50)

La sensibilidad de Moina macrocopa se evalué mediante un bioensayo de 24 horas
con cuatro repeticiones, usando las siguientes concentraciones de cianotoxinas.
Para el caso de los periodos junio-julio y septiembre-octubre se utilizo, 0.4 mL del
extracto de cianotoxinas por 19.6 mL de EPA, 0.8 mL del extracto de cianotoxinas
por 19.2 mL de EPA, 1.2 mL del extracto de cianotoxinas por 18.8 mL de EPA, 1.6
mL de extracto por 18.4 mL de EPA, 2 mL del extracto por 18 mL de EPA. Para el
periodo de marzo-abril las concentraciones que se utilizaron fuero 0.6 mL del
extracto por 19.4 mL de EPA, 0.9 mL del extracto por 19.1 mL de EPA, 1.1 mL del
extracto por 18.9 mL de EPA, 1.3 mL del extracto por 18.7 mL de EPA, 1.4 de
extracto por 18.6 mL de EPA, 1.8 mL de extracto por 18.2 mL de EPA. Para todo
los casos se utilizo un testigo control con medio EPA y Scenedesmus acutus a una
concentracion de 0.5 X 10° cels mL. Para iniciar el experimento se contaron 5
individuos en cadarecipiente de plastico transparente con un volumen de 20 mL. El
experimento se colocd en una incubadora a una temperatura de 20 £ 1°C. Después
de un dia se cuantificé la sobrevivencia de los organismos mediante un microscopio

estereoscopico y se obtuvo el calculo de la prueba de CLso con el programa “probit
Individuals, end points” con un intervalo de confianza del 95% (Finney, 1971).
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7.4. Pruebas crénicas de Toxicidad (Tabla de vida)

Para realizar los experimentos demograficos se colocaron 10 neonatos de Moina
macrocopa previamente en estado 6ptimo; en recipientes de plastico de 20 mL de
volumen con cuatro repeticiones para cada uno de los tratamientos. Para los
tratamientos se realizaron bioensayos con dos concentraciones del extracto diluido
en medio EPA con S. acutus a 0.5 X 10° cels. mL?. Las concentraciones se
obtuvieron tomando el 10% del CLsoy la mitad de éste 10% Los testigos control
cada uno con cuatro réplicas fueron con medio EPAy S. acutus a una concentracion
de 0.5 X 10° cels. mL™L. Para establecer condiciones controladas los bioensayos se
mantuvieron en la incubadora a 20 + 1°C con iluminacién difusa durante los 15 dias
de experimentacion. Para cada dia se cuantificaron los organismos sobrevivientes
y los neonatos que nacian cada dia se contabilizaron y posteriormente se retiraban
del experimento. De los datos de fecundidad y supervivencia se calcularon las
variables demograficas con las ecuaciones (Krebs, 1985):
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Con la ayuda del programa SigmaPlot version 11.0 se graficaron las variables
demograficas y mediante una ANDEVA de dos vias, se determinaron las diferencias
de los tratamientos en cada variable. Y se realizaron comparaciones multiples entre
las medias, mediante la prueba de Tukey.

7.5. Concentracion de Microcistinas

Para la medicion de microcistinas se uso el “QuantiPlate for Microcystins de
EnviroLogixTM”(Portland, EUA), siguiendo las instrucciones de uso del fabricante.
Los anticuerpos utilizados en el método de ELISA son de origen policlonal y se
suministran como antisuero de inmunoglobulina purificada, son empleados como
conjugados no marcados o0 enzimaticos y reaccionan con un antigénico
determinado, en este caso las microcistinas (Zamora-Barrios et al., 2015). Se
obtuvieron las concentraciones de toxicidad del extracto diluido en medio EPA para
cada concentracion de los experimetos de cada periodo.




8. Resultados

8.1. Identificacion y cuantificacién de las cianobacterias

La identificacién de las de las muestra de la Pista de remo y canotaje arrojo que en
dicha muestra el género de cianobaterias dominante fue Microcystis. Para el caso
del periodo de junio-julio se encontré que la especie dominante fue Microcystis
aeruginosa. Como se puede observar en la Figura 1, en el periodo septiembre-
octubre se observo la presencia de mas de una especie de Microcystis siendo estas
M. flos aquae y M. wesenbergii. Y para el caso del ultimo periodo se registré la
presencia de M. flos-aquae. Por lo que se corrobora que este género es el principal
productor de micrositinas, las cuales como se ha reportado, son hepatotéxicas

e ;fvi R '% o A ; ;
Figura 1. Imagenes del género Microcystis provenientes de la Pista de remo y canotaje de Xochimilco; A. En
el periodo junio-julio del 2016, Microcystis aeruginosa B. Periodo septiembre-octubre del 2016, M.
wesenbergii y M. flos-aquae C. Periodo marzo-abril del 2017, M flos-aquae.

Periodo Especies Tamario Tamairio de N° de N° de
de células colonias células/L colonias/L
Junio-Julio M. aeruginosa  2.97 ym 722 um/Ly  2.07x107cel/L 823 cel/mL
487.6 pm/A
M. flos-aquae  3.34 um 521.3 um/Ly 486 cel/mL
371 um/A

M. wesenbergii  4.16 pum 312 um/Ly 678 cel/mL
76 um/ A

Marzo Abril M. flos-aquae  3.17um  861.4um/Ly 2.58x107cel/L 917 cel/mL

771.8 um/A

Tabla 1. Tamafo y nimero de colonias y células por litro sengun el periodo y la especie que se
encontré en la Pista de remo y canotaje.

Sep- Octubre
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El la Tabla 1 se puden observar, las caracteristicas morfologicas de cada especie
de Microcystis encontradas en los tres diferentes peridos. Se observa el tamafio de
células y es posible apreciar que dependiendo de la especie el tamafio puede
cambiar. A su vez se obtuvo el nimero de células, el nimero de las colonias. Cabe
resaltar que para el periodo de septiembre-octubre el nimero de células no se
obtuvo debido a que existia mas de una especie de Microcyistis.

8.2. Concentracion Letal Media (Prueba CLsp)

% de Mortalidad
% de Mortalidad

-a 2 0 2 a 6 8 2 0 2 4 6 8
. ) -1 ) ) _
Concentracion de la toxina en pg/L Concentracion de la toxina en pg/L™1

% de Mortalidad

4 6 8

Concentracion de la toxina en ug/L'l

Figura 2. Representacion grafica de los valores de mortalidad con respecto a la concentracion de
toxina, obtenidos de la prueba de concentraciéon letal media (ClLso) en Moina macrocopa para los
periodos: a. Junio-Julio. b. Septiembre-Octubre. c. Marzo-Abril




Los resultados obtenidos en esta prueba para cada periodo de estudio se presentan
en las Figura 2. Estos datos fueron procesados para poder obtener el CLsp mediante
el programa probit Individuals, end points. Para el caso del CLso del periodo marzo-
abril las concentraciones se modificaron, debido a que en las concentraciones que
se habian utilizado en los periodos anteriores, no se presenté mortalidad. Por tal
figfimotivo se amplid el rango de la prueba para este periodo. Los valores obtenidos
del Clso para cada periodo fueron 1.6, 1.3, 2.6 ug L respectivamente y a partir de
estos se tomoO un 10% de cada uno para obtener una concentracion subletal y de
igual forma de este 10% se tomé la mitad de cada valor para tener un punto de
comparacioén en los valores de la tabla de vida.

8.3. Pruebas de Toxicidad cronica (Tabla de vida)

Las curvas de sobrevivencia de Moina macrocopa en dos diferentes
concentraciones de extracto de cianobacterias indican que entre mayor es la
concentracion, menor es la capacidad de la poblacion de sobrevivir. Para el caso
del periodo junio-julio se observdO que en ausencia de la toxina (Control) la
supervivencia fue de 14 dias en comparacion con la concentracion baja (0.079 pgL
1) y la concentracion alta (0.16 pgL™t) donde la toxina tuvo un efecto adverso
reduciendo la supervivencia a 12 y 9 dias respectivamente (Fig 3).

En el periodo correspondiente a septiembre-octubre, la supervivencia en el control
tuvo una duracion de 12 dias, mientras que en los tratamientos de baja y de alta
concentracion de la toxina de este mismo perido, la supervivencia cayo hasta los 10
dias en ambos casos, mostrando que el aumento de concentracion no tuvo efecto
sobre la supervivencia (Fig 3).

Para el ultimo periodo, correspondiente a los meses marzo-abril, la supervivencia
en el control fue de 15 dias, esta fue con respecto al tiempo la mas grande de los
tres periodos. Por otro lado los tratamientos de baja, 0.12 ugL* y de alta, 0.26 ug L
1 concentracién, afectaron la supervivencia, reduciendo hasta 12 y 9 dias
respectivamente (Fig 3).

Por otro lado, para el caso de la fecundidad se pueden observar patrones diferentes
en cada periodo. En el primer periodo, la reproduccién sin la presencia de toxinas
comenzo a patir del dia 3 obteniendo un primer pico de reproduccion en el dia 7 y
un segundo pico en el dia 11, concluyendo su ciclo de reproduccién en el dia 13.
En el tratamiento que contenia 0.079 pgL* de la toxina. la reproduccién comenzé
en el dia 4 obteniendo su primer pico de igual forma en el dia 7 y un segundo pico
en el dia 9 con la diferencia de que a comparacién del control la reproduccién fue
mayor. Para el tratamiento de 0.16 pgL™? la reproduccién comenzé en el dia 3y
solamente obtuvo un pico en el dia 7 (Fig 4).




En el segundo periodo la reproduccién para el control comenzé a partir del dia 5
obtenido un pico maximo de reproduccion en el dia 9. Para los tratamientos de este
periodo ambos tuvieron su pico maximo de reproduccion los dias 7 y 8,
respectivamente, como particularidad de este periodo, en todos los tratamientos
solo se presentd un pico de reproduccion (Fig 4).

Por ultimo, la reproduccion para el periodo de marzo comenzé a partir del dia 4
obteniendo dos picos maximos de reproduccion los dias 8 y 13. En el tratamiento
de 0.25% la reproduccion tuvo un total de 4 picos de reproduccion los dias 6, 8, 10
y 12. Teniendo la mayor reproduccion el dia 8. El dltimo tratamiento obtuvo un total
de tres picos de reproduccion, teniendo la mayor cifra reproductiva el dia 7. Cabe
mencionar que esta cifra fue el doble que los picos del control (Fig 4).
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Figura 3. Supervivencia edad-especifica de Moina macrocopa en presencia del extracto diluido de cianobacterias
con diferentes concentraciones, en tres periodos diferentes y Scenedesmus acutus a 0.5 X 10° cels mL? como
alimento. Media obtenida de cuatro repeticiones (cohortes) + error estandar.
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Figura 4. Indice de Fecundidad (mx) de Moina macrocopa en tratamientos con extracto diluido de cianobacterias

en tres periodos diferentes y Scenedesmus acutus a 0.5 X 10° cels mL™* como alimento. Media obtenida de cuatro
repeticiones + error estandar.
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El tratamiento control de Moina macrocopa, mostré los valores mayores en la
variable promedio de vida, alcanzando un total de 6 dias para el primer y segundo
periodo y 9 dias para el tercer periodo. Los resultados obtenidos demuestran que
estos organismos al estar en contacto con la toxina en comparacion con el control
reducen su promedio de vida, alcanzado 5.4 y 5.3 dias para los dos primeros
periodos respectivamente y 8.6 para el tercer periodo con la baja concentracion del
extracto, significativamente diferente que los controles (P>0.05, ANDEVA). Para el
caso de las concentraciones altas, el promedio de vida vari6 entre 3.2 a 7.3 dias,
significativamente mas baja que los controles (P<0.05, ANDEVA) (Tabla 3).

Los datos obtenidos de la esperanza de vida resultaron ser muy semejantes a los
datos del promedio vida, del valor mas alto obtenido por control, que contenia medio
EPA y S. acutus a 0.5X10° cels mL! como alimento, decreciendo
consecuentemente conforme se aumentaba la concentracién del las toxinas,
obteniendo diferencias significativas (P< 0.05) con respecto al control. A diferencia
del periodo junio-julio donde no hubo diferencia significativa entre el control y el
tratamiento de baja concentracion (Tabla 4).

En cuanto a la evaluacion de las variables reproductivas, la tasa de reproduccion
bruta demostro tener una mayor reproduccion en los controles de los tres periodos,
alcanzado valores en promedio de mas de 50 neonatos por dia, en comparacion a
los tratamientos de baja concentracion de los dos primeros periodos donde
mostraron valores de reproduccion significativamentes bajos, con menos de 40
idividuos por dia (P<0.05 ANDEVA). De igual forma el tratamiento de alta
concentracion mostré una disminucién significativa de la reproduccion obteniendo
un promedio de 35 neonatos por dia en comparacion con los controles P<0.05
(Tabla 5). Cabe resaltar que en el ultimo periodo el tratamiento de alta
concentracion no mostroé diferencia significativa con respecto al control, pero con el
tratamiento de baja concentracion se mostré diferencia significativa (P<0.05
ANDEVA).

La tasa reproductiva neta, mostré la misma tendencia, existiendo una mayor
reproduccion en los tratamientos control para el caso de los dos primeros peridos
con un promedio de 18 neonatos por dia. Obteniendo diferencias significativas en
comparacion con el tratamiento de baja concentracidbn para ambos periodos
(P<0.05) con un promedio de 15 neonatos por dia. En el caso del tratamiento de
alta concentraciéon se obtuvo un total de 8 neonatos por dia, mostrando una
diferencia siginificativa tanto para el control, como para el tratamiento de baja
concentracion (p<0.05) ( Tabla 6). De igual forma se resalta que para el tercer
periodo esta situacion se vio modificada por completo al tener significativamente
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una mayor reproduccion en los tratamientos con extracto, que el mismo control sélo
con S. acutus (P<0.05). Esto para ambos tratamientos con respecto al control.

Los valores obtenidos del tiempo generacion, mostraron que los organismos en los
controles de cada periodo tardan en promedio 7 dias hasta alcanzar su primer pico
maximo de reproduccion, a diferencia de los tratamientos con baja concentracion
del extracto que tardan en promedio hasta 5.3 dias, mostrando diferencias
significativas respecto al control (P<0.05). En el tratamiento de alta concentracion
se observa que los organismos tardan en promedio desde su nacimiento hasta su
primer pico de reproduccion alrededor de 6 dias, significativamente menor que el
control pero no con el tratamiento de baja concentracion donde no se presenta una
diferencia (P<0.05 ANDEVA) (Tabla 7).

La tasa de incremento poblacional (r) de Moina macrocopa muestra la misma
tendencia que se puede observar en la tasa de reproducciéon neta, donde se puede
observar que en el ultimo periodo ambos tratamientos con extracto, resultan tener
significativamente una mayor tasa de crecimiento con respecto al control (P<0.05).
En cuanto al primer y segundo periodo el tratamiento de baja concentracion muestra
un crecimiento similar al control, por lo que no existen diferencias significativas con
respecto al control. Para el tratamiento de alta concentracion la tasa de crecimiento
diminuyo significativamente en ambos periodos, no sélo en el control sino de igual
forma en el tratamiento de baja concentracion con una p<0.05 (ANDEVA) (Tabla 8).




8.4. Analisis Estadistico (ANDEVA)

PROMEDIO DE VIDA
Fuente de variacion DF SS MS F P
Epoca del afio 72.919 36.459 165.852 <0.001
Concentracion 2 22.52 11.26 51.221 <0.001
Epoca del afio X Concentracion 4 7.629 1.907 8.675 <0.001
Residual 27 5.935 0.22
Total 35 109.003 3.114

Tabla 3. Analisis estadistico (ANDEVA) de dos factores para el promedio de vida.

ESPERANZA DE VIDA
Fuente de variacion DF SS MsS F P
Epoca del afo 2 72.827 36.414 162.709 <0.001
Concentracion 2 22.347 11.174 49.928 <0.001
Epoca del afio X Concentracién | 4 7.759 1.94 8.668 <0.001
Residual 27 6.042 0.224
Total 35 108.976 3.114

Tabla 4. Analisis estadistico (ANDEVA) de dos factores para la esperanza de vida

TASA DE REPRODUCCION BRUTA
Fuente de variacion DF SS MS F P
Epoca del afio 1079.993 539.997 3.671 0.039
Concentracion 2 450.991 225.496 1.533 0.234
Epoca del afio X Concentracién | 4 1253.393 313.348 2.13 0.104
Residual 27 3971.588 147.096
Total 35 6755.966 193.028

Tabla 5. Analisis estadistico (ANDEVA) de dos factores para la tasa de reproduccion
bruta.




TASA DE REPRODUCCION NETA
Fuente de variacion DF SS MsS F P
Epoca del afio 2 957.594 478.797 47.921 <0.001
Concentracion 2 156.123 78.061 7.813 0.002
Epoca del afio X Concentracién 4 474.077 118.519 11.862 <0.001
Residual 27 269.768 9.991
Total 35 1857.562 53.073

Tabla 6. Analisis estadistico (ANDEVA) de dos factores para la tasa de reproducciéon
neta.

TIEMPO GENERACIONAL
Fuente de variacion DF SS MsS
Epoca del afo 2 4.525 2.262
Concentracion 2 4.35 2.175
Epoca del afio X Concentracién 4 5.21 1.303
Residual 27 10.11 0.374
Total 35 24.195 0.691

Tabla 7. Analisis estadistico (ANDEVA) de dos factores para el tiempo
generacional.

TASA INTRINSECA DE CRECIMIENTO
Fuente de variacion DF SS MS F P
Epoca del afio 2 0.0792 0.0396 5.558 0.01
Concentracion 2 0.0184 0.00921 1.292 0.291
Epoca del afio X Concentracién 4 0.235 0.0587 8.236 <0.001
Residual 27 0.192 0.00713
Total 35 0.525 0.015

Tabla 8. Analisis estadistico (ANDEVA) de dos factores para la tasa intrinseca de
crecimiento.




8.5. Concentraciones de microcistinas

A los extractos crudos de cianobacterias se les detecto la presencia de alguna de
las microcistinas que detecta la técnica de ELISA (Microcistina-LR), en un intervalo
de deteccién de 0.16 a 2.6 pyg L. En todos los tratamientos analizados se
determinaron concentraciones no mayores a 0.3 pgL*(Tabla 2).

Concentracidn de microcistinas

Tratamientos
crudas pg L?

Tratamiento Diluido Junio (0.22%) 0.16

Tratamiento Diluido Junio (0.11%) 0.079

Tratamiento Diluido Octubre (0.2%) 0.13

Tratamiento Diluido Octubre (0.1%) 0.068

Tratamiento Diluido Marzo (0.5%) 0.26

Tratamiento Diluido Marzo (0.25) 0.12

Tabla 2. Concentracién de cianotoxinas en pg L' obtenida mediante una prueba ELISA, calculada
para cada tratamiento de los tres diferentes periodos.

9. Discusion

Los diferentes factores bidticos y abidticos a menudio causan estrés sobre los
cladéceros, estos pueden ser evaluados mediante estudios de crecimiento de la
poblacién u observaciones en una tabla de vida. Si bien los estudios del crecimiento
de la poblacién nos arrojan datos sobre las abundancias pico y el tiempo necesario
para alcanzar estas densidades, estos por si solos no pueden mostrar los efectos
adversos del estrés sobre los parametros relacionados con la supervivencia, o con
la reproduccion (Nandini et al., 2004). Para esto se utilizan estudios demograficos




de tabla de vida que nos proporcionan datos sobre la edad especifica, la mortalidad
y la fecundidad (Krebs, 1985).

Las variables de la tabla de vida, son indicadores sensibles del estrés ambiental.
La supervivencia especifica de la edad y la mortalidad son dos unidades basicas
para explicar muchas variables de la historia de vida, tales como la tasa bruta y
neta de reproduccion, tiempo de generacion y la tasa de incremento de la
poblacion. Aunque no todas estas variables son igualmente sensibles a una
presion dada, y debido al hecho de que algunos de ellos no muestran desviaciones
significativas de los controles bajo condiciones de estrés es importante evaluar las
estrategias de historia de vida de zooplancton (Roex et al., 2000). Sin embargo,
cuando la presion es demasiado alta la reproduccion se inhibe, por lo que la Gnicas
variables que podrian medirse son aquellas relacionadas con la supervivencia,
tales como el promedio de vida, que bajo estas condiciones es de hecho sensible
(Nandini et al., 2004). En el presente estudio se observo que la presion generada
por la presencia de cianotoxinas afecto de forma considerable la mayoria de las
variables de la historia de vida de Moina macrocopa pudiéndose notar desde el
tratamiento de baja concentacion donde, para cada periodo, hubo una alteracion
en ésta variable demogréfica.

Actualmente no se sabe si las diferentes especies de claddceros responden de una

manera similar cuando se exponen a extractos crudos de cianotoxinas extraidas
por medio de la congelacion, debido a que dicho método ayuda a extraer la mayoria
de las toxinas. Ademas, en comparacion con otros puntos ecoldgicos sensibles,
tales como las tasas de alimentacion y de filtracion o la velocidad de natacion, el
enfoque demogréfico de tabla de vida es muy sensible al estrés de las sustancias
toxicas (Espinosa-Chavez y Martinez-Jerénimo, 2002; Zamora-Barrios et al.,
2015). Por otro lado en los estudios ecotoxicologicos se emplean especies que
tienen una gran relevancia ecologica, para que, a partir de los resultados
obtenidos, se pueda realizar una extrapolacion a toda la comunidad y de esta
manera establecer estandares de calidad confiables. Bajo este contexto uno de los
grupos mas importantes son los organismos zooplanctonicostales como son los
géneros Daphnia, Ceriodaphnia, Moina y Diaphanosoma, ya que conforman una
de las comunidades mas amplias y variadas dentro de los sistemas acuaticos
(Ventura, 2008).

Los extractos de cianobacterias se han probado en varios organismos, pero con
respecto a la pertinencia, en ensayos ecotoxicologicos, el zooplancton es el grupo
con mayor importancia. Se han realizado pocos estudios utilizando extractos crudos
de cianobacterias sobre cladéceros a pesar del hecho de que este grupo de
zooplancton se utiliza comunmente en bioensayos ecotoxicologicos (Zamora-
Barrios et al., 2015). Moina macrocopa es un claddcero que podria utilizarse como
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organismo estandar para bioensayos toxicoldgicos, tanto agudos como crénicos, ya
gue esta especie se distribuye en zonas tropicales; cuenta con varias propiedades
como: tener un ciclo de vida corto, alta fecundidad, breves tiempos generacionales,
es facil de mantener y cultivar, y presenta reproduccion partenogenética (Maier,
1993). Ademas, tiene un amplio rango de distribucion por lo que podria podria
cultivarse bajo condiciones templadas, subtropicales y tropicales.

Hoy en dia, se han desarrollado trabajos de bioensayos para evaluar la toxicidad de
las cianobacterias, generalmente en ellos se utilizan organismos modelo, como es
el caso de Daphnia, que es un género representativo de los clad6ceros, ya que es
utilizado frecuentemente en diversas investigaciones bioldgicas (Zamora-Barrios et
al., 2015). Sin embargo este organismo forma parte del plancton de la zona limnética
de regiones templadas, siendo rara su presencia en los cuerpos de agua tropicales,
lo que reduce la posibilidad de extrapolar los resultados que se obtienen con este
organismo a cuerpos de agua dulce tropicales, sin embargo, es sustituida por
moinidos y bosminidos (Dumont, 1994). M. macrocopa es un cladocero que se
distribuye ampliamente en regiones tropicales con temperaturas de 5° a 30°C, por
lo que es un gran candidato para sustituir a los daphnidos que son menos comunes
en cuerpos de agua tropicales (Maier, 1993).

Uno de los parametros en la presencia de cianotoxinas que se vieron afectados, fue
el caso de las disminucion de la supervivencia en las concentraciones mas altas de
las cianotoxinas, disminuyendo 38% para los tres periodos. Zamora-Barrios et al.
(2015) demostraron que Ceriodaphnia cornuta a bajas concentraciones de
cianotoxinas presenta tasas de reproduccion y supervivencias a niveles bajos. En
contraste M. macrocopa en concentraciones bajas de extractos de cianobacterias,
presenta un comportamiento intermedio entre la ausencia de toxina y la alta
concentracion, teniendo en promedio un 25% de la disminucién de la supervivencia.
De la misma forma, Okumura et al. (2006) encontraron que las microcistinas pueden
causar efectos negativos sobre la supervivencia de diferentes especies cladoceros,
incluyendo a Ceriodaphnia dubia y Ceriodaphnia silvestrii con concentraciones
bajas de esta cianotoxina.

Por otro lado en el caso de la variables relacionadas con la fecundidad y
reproduccion, se mostraron diferentes comportamientos como sucedié en el
periodo de junio-julio donde las variables demogrficas se vieron afectadas
negativamente disminuyendo conforme se aumentaba la concentracién. Esta
situacion al igual que las bajas supervivencias del cladécero se pueden explicar,
primeramente por la temporada del afio a la que pertenecen estos meses la cual
correponde a la época de lluvias. En esta época la temperatura y la irradiacion de
luz es mayor, lo que favorecera la proliferacion de cianobacterias, gracias a su
capacidad para explotar intensidades de luz muy bajas o altas, optimizar la
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fotosintesis mediante la flotacién en la columna de agua, soportar amplios rangos
de temperatura, crecer en ambientes cronicamente deficientes en nutrientes y
resistir la depredacion debido a su capacidad de sintetizar toxinas (Aubriot et al.,
2009). Ademas en este perido la cianobacteria que dominaba era Microcystis
aeruginosa. Retomando esto ultimo, Jang et al. (2007) cocluyeron por primera vez
que el género Microcystis se asocia con la presencia de consumidores. Y los
estudios han demostrado que el aumento de la produccién de microcistinas
potencialmente tdxicas en varias cepas de M. aeruginosa es una defensa inducida
mediada por contacto fisico asociado con la alimentacién o por sefiales quimicas de
zooplancton herbivoro o peces fitoplancténicos. Provocando asi no solo la alteracién
de las diferentes variables demograficas sino que también otros factores como la
alteracion en su alimentacion o la inhibicién de enzimas digestivas (Agrawal et al.,
2005).

Durante el periodo de septiembre-octubre, los resultados obtenidos fueron
semejantes a los del primer perido. Este perido present6 una particularidad, la cual
era que existia mas de una especie de Microcystis. Por un lado se tenia a
Microcystis wesenbergii la cual demostro tener efecto sobre la supervivencia de
Moina macrocopa acortandola a siete dias en las concentaciones mas altas,
mientras que en las concentaciones baja de la cianobacteria aplazaba unos dias
mas su supervivencia (Yasuno et al., 1998). Y como es de observarse tanto la
supervivencia como la fecundidad y las variables relacionadas a esta fueron
afectadas en este segundo periodo, cabe resaltar que no fue la Unica especie de
Microcystis. Por otro lado Watanabe (1996) indic6 que M. wesenbergii ha sido
considerada generalmente como una cianobacteria no toxica, pero (Otsuka et al.,
1999) concluyeron que la mayoria de los morfotipos de Microcystis incluyen tanto
cepas toxicas como no toxicas. En Republica Checa se demostro que M.
wesenbergii contienia muy poca o hada de microcistinas (Marsalek et al., 2001). Por
otro lado, los florecimientos hepatotoxicos de Microcystis en los lagos daneses
fueron dominadas por M. wesenbergii (Henriksen, 1996).

Como ya se mencion6 en este segundo periodo se tuvo la presencia de una
segunda especie la cual es Microsistys flos-aquae. Jungmann (1994) demostré que
M. flos-aquae presenta un compuesto que altera la supervivencia de Daphnia
pulicaria y de igual forma en el segundo periodo todas las variables demograficas
se vieron afectadas. Por otro lado para el tercer y ultimo perido la especie de
Microcystis que se encontraba dominante en la pista era Microcystis flos-aquae pero
a diferencia del segundo periodo, en éste las variables demograficas como la
supervivencia disminuyeron, en contraste con las variables de reproduccion las
cuales aumentaron, ademas cabe resaltar que para poder alcanzar o igualar los
parametros de los dos periodos anteriores se aumento el rango de concentacion
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debido a la falta de toxicidad. Con referente a esto Padilla et al. (2006) menciona
que la toxicidad dependerd de la cepa, mas que de la especie misma, que se
encuentre en un preciso momento en un cuerpo de agua.

La toxicidad depende de las cepas y no de las especies, pudiendo coexistir en un
mismo sitio cepas de la misma especie, toxicas y no toxicas (Sirenko 1980; Margalef
1983; Ohtake et al., 1989; Skulberg et al., 1993). Solamente para Microcystis sp. se
han identificado no menos de 68 cepas diferentes, entre los cuales la proporcion
entre toxicos y no toxicos varia entre 6 y 86 % (Shirai et al., 1991). Ademas en un
estudio anterior, se encontr6 que las cianobacterias aumentan su produccién de
toxinas en respuesta a la presencia de zooplancton, como una defensa inducida
mediada por la liberacion de sustancias quimicas del zooplancton (Jang et al.,
2003). Esta situacion ha sido considerada como una respuesta evolutiva para
proporcionar proteccion a las cianobacterias contra el zooplancton (DeMott y
Moxter, 1991). Actualmente se sabe que el aumento de la produccion de toxinas por
las cianobacterias es respuesta al aumento de las densidades de zooplancton y las
concentraciones infoquimicos liberados por el zooplancton.

En este trabajo, en contraste con |lo obtenido por Zamora-Barrios et al. 2015, Moina
macrocopa a diferencia de Ceriodaphnia cornuta presenté mayor resistencia a la
exposicion de los extractos de cianobacterias. Este comportamiento de resistencia
de M. macrocopa podria explicarse, ya que se distribuye ampliamente en
condiciones de eutroficidad si ningan problema, en ambientes con valores de pH de
9.17, y salinidad de hasta 2 g L! (Espinosa-Chavez y Martinez-Jerénimo, 1992), y
a la situacion mencionada en el 2000 por Ferrao-Filho y colaboradores en donde los
cladéceros tropicales mostraron una amplia resistencia a las cepas toxicas de
Microcystis. Aunque por otro lado varios cuerpos de agua con altas densidades de
cianobacterias tienen densidades bajas de cladoceros (Smith y Lester, 2007).
Algunos estudios han descrito la coexistencia entre los cladéceros y las
cianobacterias, cuando estos las utilizan como alimento (Ferrao-Filho y William
2000; Nandini 2000). Esto puede llevar a la generacion de una resistencia por parte
de los cladodceros..

La toxicidad de estas sustancias depende de los organismos en los que se prueban;
son a menudo mas toxicos para los animales (Agrawal et al., 2005) que a las algas
o plantas. Mientras que los estudios indican que la toxicidad es mayor en extractos
de cianobacterias de los florecimientos recién recogidos (Okumura et al., 2006;
Vasconcelos et al., 2010), también hay algunos que sugieren que los florecimientos
no siempre son toxicas (Feizhou et al., 2013). De estas observaciones surge la
importancia de que estos estudios se realicen con mayor frecuencia, y en particualr
por la rapidez y relativa facilidad para la obtencién de resultados.




La prueba ELISA para la deteccion de microcistinas mostr6 que aunque los
extractos contenian concentraciones bajas de toxinas en comparacion con las
permisibles por la WHO de 1L para “agua potable”. Se observo una reduccion
considerablemente ala demografia de los organismos. Sin embargo, quedoé
documentado que las cianobacterias pueden producir mas de una cianotoxina al
mismo tiempoasi como metabolitos secundarios que pueden también ser toxicos
(Jungmann 1992). Tal como lo mostré Claska en 1998 donde menciona que la
anatoxina-a afecta la fertilidad de los clad6ceros, reduciendo el nUmero de crias por
la madurez del embrague y el retraso. En relacién a niveles permisibles de
microcistinas para lagos de recreaciéon Chorus y Bartram (1999) mencionan que
estos deben tener cuando Microcystis es dominante de 20 ug L™

La literatura actual hace referencia a los efectos dafinos de muchas cepas de
cianobacterias productoras de toxinas, sin embargo, la mayoria de estos trabajos
fueron realizados en paises de climas templados (Canter et al., 1990), lo cual genera
una necesidad de investigacion para los paises con climas tropicales, México
incluido, donde se han realizado ya algunos trabajos que hacen referencia a la
toxicidad de las cianobacterias en lugares con problematicas de eutrofizacion de
sus cuerpos de gua y con énfasis a sitios que son fuente de abastecimiento de agua
para consumo humano o lugares de esparcimiento recreacional como es el caso del
Lago de Chapala en el estado de Jalisco, Valle de Bravo en el Estado de México y
Lagos urbanos como Tezozomoc y Chapultepec en la Ciuad deMéxico.

Conclusiones

La extraccion de cianotoxinas de las diferentes especies de Microcystis en
los diferentes periodos producen efectos adversos sobre las variables de
supervivencia y reproduccion de Moina macrocopa.

La presencia de cianotoxinas como las microcistinas en los los cuerpo de
agua, puede alterar la reproduccién y sobrevivencia de los organismos que
estdn en contacto directo con éstas, por dicha situacion es de gran
importancia realizar con mayor frecuencia experimentos que nos permitan
comprender respuestas ecoldgicas de los organismos en presencia de
cianotoxinas.




Las variables reproductivas de M. macrocopa para los periodos de junio-julio
y septiembre-octubre se vieron afectadas en presencia de las cianotoxinas,
de tal modo, que conforme aumentaba la concentracion esas variables
disminuian.

Para el periodo de marzo-abril las variables reproductivas resultaron ser
diferentes en comparacién con los peridos pasados, en este caso la
reproduccién conforme aumentaba la concentacion del extracto aumentaban
de igual forma.

En el caso de los tres periodos la supervivencia de Moina macrocopa se Vi6
afectada desde las concentraciones mas bajas de cianotoxinas,
reduciéndola en un 38% con respecto a los controles que no tenian
cianotoxinas.

El efecto adverso sobre las variables demogréaficas de Moina macrocopa se
le atribuye a la presencia de microcistinas generadas por parte de las

cianobacteria. Sin embargo se sabe y se puede atribuir también a la
presencia y capacidad de produccion de otras toxinas como podrian ser las
neurotoxinas.
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