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I . Resumen

El éxito de las cianobacterias depende de su capacidad de optimizar y utilizar
recursos para su crecimiento. La presencia de estos organismos en el agua
favorece la presencia de una gran variedad de metabolitos secundarios
(cianotoxinas), los cuales pueden ser toxicos para diferentes organismos. Por
otro lado, el incremento de la temperatura en la actualidad, ademas de
estimular crecimiento desmedido de las cianobacterias puede afectar la
respuesta de organismos como los claddceros, en la presencia de
cianotoxinas, ya que la temperatura en organismos ectotérmicos tiende a
modificar los procesos metabdlicos y fisioldgicos. El presente trabajo tiene
como objetivo, evaluar el efecto de la temperatura y las microcistinas del
florecimiento de M. aeruginosa de la pista olimpica de remo y canotaje
“Virgilio Uribe”, mediante extractos crudos y de células individuales sobre la
fisiologia y la demografia de S. vetulus. Para lograr esta premisa, se realizaron
pruebas ecotoxicoldgicas a dos temperaturas diferentes (18 y 25°C). Por un
lado, se realizaron pruebas agudas (ClLsp y CEsp) con el fin de conocer la
respuesta de S. vetulus a las toxinas en cortos periodos de tiempo. Los valores
de CLsp fueron 2.05 ug L' para 18°C y 1.69 ug L' para 25°C. Para el caso de
CEso, se realizdé en base a las mediciones de las palpitaciones cardiacas del
claddcero, las cuales presentaron una disminucion del 50% después de la
exposicion a las toxinas del extracto crudo posterior a 24 h a 25°C, y una

disminucion del 33% para 18°C. Con valores de CEsp de 2.01 ug L' para 18°C

y 1.26 ug L' para 25°C. Por otro lado, se llevaron a cabo pruebas de tipo

crénicas a 18 y 25°C, que consistieron en tablas de vida y crecimientos
poblacionales de S. vetulus, expuesto al extracto crudo y a una dieta de S.
acutus y otro tratamiento sin extracto crudo, pero con una dieta de M.

aeruginosa. Los resultados arrojaron disminuciones en ambas temperaturas




de la supervivencia para cada tratamiento, y aumento y disminuyo en la
fecundidad, dependiendo de la temperatura. También se observd las
alteraciones en la tasas de crecimiento poblacional con respecto a los
controles a 18°C (0.08 ind d'") y a 25°C (0.12 ind d""), para las dos temperaturas

en los tratamiento de baja concentracién existieron aumentos en la tasas de

crecimiento (0.11 ind d" para 18°C y 0.13 ind d™! para 25°C), mientras que

para la alta concentracion se observaron disminuciones (0.04 ind d' para 18°C
y 0.11 ind d" para 25°C). Todos los parametros evaluados indican un efecto
de la temperatura sobre la respuesta de S. vetulus a la cianotoxinas del

extracto crudo.




Abstract

The presence of cyanobacteria in aquatic ecosystems leads to the presence of a many
secondary metabolites (cyanotoxins), which can be toxic to different organisms. The
current increase in temperatures, in addition to stimulating excessive growth of
cyanobacteria, can also affect the response of organisms such as cladocerans, to
cyanotoxins, since temperature in ectothermic organisms tends to modify their
metabolism. The objective of this work was to evaluate the effect of temperature and
microcystins from a bloom of M. aeruginosa in the rowing and canoeing canal
"Virgilio Uribe". The effects of crude extracts and individual cells of M. aeruginosa on
the physiology and demography of S. vetulus were tested. Ecotoxicological tests were
carried out at 18 and 25°C; also, acute toxicity tests (LCso and ECsp) were carried out
in order to assess the response of S. vetulus to toxins over 24h. The LCso values were
2.05 pg L for 18°C and 1.69 ug L' for 25°C. The ECso, performed on the basis of
measurements of the cladoceran's heart palpitations, showed a 50% decrease after
exposure to toxins from the crude extract after 24 h at 25°C and a 33% decrease at
18°C. The ECsp values were 2.01 ug L™ at 18°C and 1.26 ug L at 25°C. Chronic tests,
carried out at 18 and 25°C, consisted of life table and population growth of S. vetulus,
exposed to the crude extract and a diet of S acutus or treatments without crude
extract, but with a diet of M. aeruginosa. The results showed decreases in both
survival temperatures for each treatment, and increases and decreases in fecundity,
depending on the temperature. Alterations were also observed in the rates of the
population growth rate with respect to the controls at 18°C (0.08 ind d") and at 25
°C (0.12 ind d"), for the two temperatures, in the low concentration treatments there
were increases in growth rates (0.11 ind d™' for 18°C and 0.13 ind d™' for 25°C), while

for high concentration decreases were observed (0.04 ind d' for 18°C and 0.11 ind

d™ for 25°C). All the parameters evaluated indicate an effect of temperature on the

response of S. vetulus to cyanotoxins in the crude extract.




II . Introducci(’)n

Uno de los principales retos de la Limnologia es combatir y controlar el problema
de la eutrofizacion antropogénica (Downing, 2014), lo cual se ha traducido en un
aumento de las floraciones de algas nocivas como las cianobacterias, debido a
que pueden tomar ventaja de la gran cantidad de nutrientes existentes en un
cuerpo de agua aumentando significativamente el promedio de su biomasa. Esto
ocasiona la formacion de floraciones alterando la biota y diversidad biolégica
(Codd et al, 2005). Por otro lado, el desarrollo de estos organismos provoca
turbidez, lo que impide que la luz penetre hasta regiones profundas de la
columna de agua. Las consecuencias directas de este fenomeno, son la
disminucién de la capacidad de llevar a cabo la fotosintesis en lugares cada vez
menos profundos de la columna de agua y por lo tanto, disminucién en la
produccion de oxigeno disuelto; simultdneamente aumenta la actividad
metabdlica consumidora de oxigeno de los organismos descomponedores, que
empiezan a recibir excedentes de materia organica generados en la superficie
(Moreno, 2010).

Junto con el aprovechamiento de nutrientes, las cianobacterias dependen de su
capacidad de optimizar y utilizar otros recursos para minimizar las pérdidas de
biomasa y asi alcanzar desarrollo 6ptimo. Entre los diversos recursos destacan la
intensidad luminica, que tiene efecto directo sobre el metabolismo aumentando
la actividad fotosintética (Paerl y Otten, 2013). Por otro lado, la temperatura es
otro factor que en los ultimos afios ha favorecido el crecimiento desmedido de
estos organismos (Huisman y Hulot, 2005). El incremento de temperatura
ambiental global de la actualidad estimula la proliferacién de cianobacterias.
Muchos géneros de cianobacterias formadoras de florecimientos alcanzan sus
maximas tasas de crecimiento a temperaturas relativamente altas, a menudo por

encima de 25°C. El cambio climatico es considerado un factor que permite la




expansion de las cianobacterias (Huisman et. a/, 2018), por lo que, las tasas de
crecimiento de las cianobacterias parecen aumentar mas rapido con la
temperatura que con las del fitoplancton eucariota, de esta manera evitan la

competencia con algas eucariontes.

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) o por fragmentacion de las colonias o de los filamentos (Komarek,
1998; Whitton y Potts, 2000). Un porcentaje significativo de las especies de
cianobacterias se encuentran en los sistemas de aguas continentales, habitando
en la columna de agua o en el bentos de los lagos, lagunas, rios y arroyos de
todo el mundo (Whitton y Potts, 2000). Existen especies de cianobacterias en un
amplio rango de tamafos, desde especies de 0,5 um (ej.: Prochlorococcus sp.)
hasta otras que forman colonias macroscépicas de 450 um hasta varios

milimetros de diametro (ej. Microcystis sp) (Komarek, 1998).

La importancia ecoldgica y evolutiva de las cianobacterias radica en la capacidad

de generar oxigeno formado mediante el proceso de fotosintesis. A la vez,

generan materia organica para otros organismos y son de utilidad economica en
suelos, ya que incorporan el nitrdgeno atmosférico mediante la fijacion en
compuestos utilizables por las plantas (Stanier y Cohen-Bazire, 1977) mejorando
la calidad del suelo. Algunas cianobacterias establecen relaciones simbidticas con
otros organismos tales como protozoarios, hongos liquenes y algunas plantas.
Cabe resaltar un dato interesante, en los liquenes las cianobacterias carecen de
pared celular y funcionan como cloroplastos que producen alimentos para el la
especie simbidtica (Brodo et al/, 2001). Sin embargo, como se explica a
continuacion existen riesgos para los organismos acuaticos, cuando este grupo
de organismos prolifera en exceso por lo cual son de los grupos mas estudiados

en los cuerpos de agua.




Los riesgos de las cianobacterias radican principalmente en la produccién de una
gran variedad de metabolitos secundarios de los cuales algunos son toxicos para
animales y plantas, dichos compuestos se conocen con el nombre genérico de
cianotoxinas (Carmichael, 1992). Las cianotoxinas son compuestos que pueden
afectar la biota acuatica y terrestre incluyendo a los seres humanos (Sivonen y
Jones, 1999), aunque instintivamente el hombre evita dichas aguas ya sea por su
coloracion u olor, existe un ejemplo documentado por intoxicacién con
microcistinas en un centro de dialisis en Caruaru, Brasil en el que reportan mas
de setenta muertos (Azevedo et al, 2002). Ademas, se dispone de numerosos
registros de toxicidad y mortandad de animales como consecuencia de estas

toxinas, como por ejemplo aves acuaticas y ganado vacuno (Stewart et a/, 2008).

Las cianobacterias tienen la capacidad de regular la biosintesis de cianotoxinas
(metabolitos secundarios), con efectos toxicolégicos sobre una gran variedad de
organismos acuaticos, terrestres, silvestres y domésticos e incluso seres humanos
(Van Apeldoorn et al, 2007). Aunque el papel ecoldgico de las cianotoxinas aun
se mantiene en debate (Holland y Kinnear, 2013) es evidente su efecto nocivo
para muchos organismos acuaticos, en especial herbivoros filtradores (Ger et al,
2014). Sin embargo, un alto grado de variacion en la respuesta especifica entre
las especies del zooplancton ha sido reportado (Paes et a/, 2016). La intoxicacion
por cianotoxinas puede efectuarse por la ingesta directa de las células
productoras o a través de la exposicion a las cianotoxinas disueltas en el medio
natural (Chorus y Bartram, 1999). El efecto tdxico de las cianobacterias altera la
estructura de las comunidades acuaticas afectando la trasmision energética entre

los niveles basales de las cadenas alimentarias (Hansson et a/, 2007).

En general, la produccion de cianotoxinas por parte de las cianobacterias, afecta

severamente la estructura de la comunidad del zooplancton (Christoffersen, 1996)

y la produccion secundaria (Gulati, 1990; Christoffersen, 1996) ya que, estas son

mal utilizadas como alimento por el zooplancton (De Bernardi y Giussani, 1990;

Alva-Martinez et al, 2007). En lagos de agua dulce los cladéceros son importantes

6




herbivoros de algas planctonicas. Durante las floraciones de cianobacterias, los
cladoceros de talla pequefa (Allen, 1977; Hanazato, 1991; Sun et al, 2012) y los
rotiferos dominan la comunidad del zooplancton (Gilbert, 1990). Se cree
comunmente que las cianobacterias inhiben fuertemente a los cladoceros
grandes y, por lo tanto, mejoran la capacidad competitiva de los cladoceros y

copépodos de cuerpo pequeno (Lampert, 1987; Fulton y Paerl, 1988).

Existen un aproximado de 40 géneros de cianobacterias alrededor del mundo
que son formadoras de florecimientos algales y potencialmente productoras de
toxinas. De los cuales 11 géneros se han reportado en México (Buratti et al,
2017). En la tabla 1, se observan algunos de los géneros mas importantes para
México y el mundo, dentro de los cuales destacan: Microcystis, Anabaena,
Cylindrospermopsis, Dolichospermum, Planktotrix y Oscillatoria (Ortega, 1981;
Buratti et a/, 2017).

De todos los géneros mencionados, el género Microcystis spp, se encuentra
frecuentemente en los cuerpos de agua (Komarek y Komarkova-Legnerova, 2002;
Pineda-Mendoza et a/, 2020). Ademas, es el mayor productor de cianotoxinas,
de inhibidores enzimaticos, disruptores celulares y compuestos que pueden llegar

a presentar otras actividades biol6gicas (Carmichael, 1992; Codd, 1995).

Por otro lado, algunos de los géneros de cianobacterias que a continuacion se
observan, presentan un 60 % de los casos de intoxicacion en todo el mundo

(Ohtake et al, 1989) debido a sus cianotoxinas. Sin embargo, la toxicidad de una

floracién presenta grandes variaciones 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 a/, 1990).




Tabla 1. Géneros de cianobacterias formadoras de florecimientos y potencialmente productoras de cianotoxinas en el mundo (Ortega,

Cianobacteria

Anabaena*

Anabaenopsis

Aphanizomenon

Aphanocapsa

Aphanothece

Arthrospira*

Cylindrospermopsis*

Dolichospermum*

Gloetrichia

Limnothrix

Lyngbya

Microcystis*

Nodularia

Fuente de la Imagen

Golden et al., 2003

Iteman et al., 2002

PreuBel et al., 2006

Whitton, 2011

Olenina et al., 2006

Buratti et al., 2017

Buratti et al., 2017

Buratti et al., 2017

Carey et al., 2007

Gkelis et al., 2005

Onodera et al., 1998

Presente trabajo

Runnegar et al., 1988

Cianobacteria

Nostoc*

Oscillatoria*

Phormidium

Planktothrix*

Planktolyngbya

Plectonema

Pseudanabaena*

Raphidiopsis

Scytonema

Synechococcus*

Trichodesmium

Umezakia

Woronichinia*

Imagen

Fuente de la Imagen

Potts, 2011

Buratti et al., 2017

Buratti et al., 2017

Ernst., 2006

Komarek, 2013

Buratti et al., 2017

Biidel et al., 2002

Prausova et al., 2017

Nandini et al., 2019

Los extractos crudos de cianobacterias son el resultado de una lisis celular (B-
Be'res et al, 2012). Se han realizado algunas investigaciones sobre los efectos
que tienen los extractos crudos en organismos zooplanctonicos, demostrando

que causan estragos en su fecundidad y supervivencia.

A menudo en los trabajos demograficos realizados con organismos

zooplancténicos el término fecundidad suele confundirse con el término

fertilidad. En demografia humana el término fertilidad describe la eficacia

reproductiva real, mientras que fecundidad hace referencia a la capacidad
fisiolégica reproductiva maxima (Krebs, 1985; Begon,1999). La fecundidad en

organismos invertebrados es definida como el nimero de descendientes
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producidos durante un cierto periodo de tiempo (Llodra, 2002). Por otro lado,
para organismos partenogenéticos (organismos que su reproduccion consiste en
el desarrollo de una célula reproductora hasta llegar a formarse un nuevo
individuo sin que se produzca fecundacion; normalmente es el évulo el que se
desarrolla de este modo) como las especies del zooplancton dulceacuicolas
(rotiferos y claddceros), la fecundidad se define como el numero total de
descendientes producidos por una hembra (Zhang et a/, 2016; Comunicacion con
Nandini Sarma, S.S.S. Sarma y Luc De Meester;2020; Ferrao-Filho et al, 2019). Sin
embargo, dependiendo del autor y el organismo que se trabaje, el término
fecundidad se puede definir de diferente manera de acuerdo con los objetivos

de cada estudio.

Otra caracteristica que se ve afectada a causa de la exposicion a extractos crudos,
es la supervivencia de los organismos (Pietsch et a/, 2001; Okumura et al, 2006;
Zamora-Barrios et a/, 2015; Nandini et a/, 2019). La cual se define como el
ndmero o la proporcién de individuos que sobreviven a cada edad para una
especie o grupo dado (por ejemplo, machos o hembras) (Krebs, 1985). Una
caracteristica a nivel mundial es la implementacién de compuestos purificados de
las cianobacterias, con el fin ser conocer sus efectos sobre plantas, vertebrados,
algas y zooplancton. Sin embargo, esta situacion dificulta las extrapolaciones que
se puedan realizar al medio natural debido a que Unicamente se esta probando
una sustancia unica. El uso de extractos crudos de cianobacterias en ensayos
experimentales permite tener predicciones con mayor acercamiento a la realidad
en comparacién con los compuestos purificados (Pietsch et a/, 2001; Zamora-
Barrios et al/, 2015).

Existen registros de que los extractos crudos de especies del género Microcystis
presentan en su mayoria altas concentraciones de equivalentes de microcistinas
como MC-LR, MC-RR, MC-YR y MC-LA en comparacion con otras cianotoxinas
(Pietsch et al, 2001; Okumura et al, 2006). Estos equivalentes o tipos de

microcistinas tiene reportes de alta y moderada toxicidad para los organismos

9




(Moreno et al, 2003). Las variaciones en la molécula de microcistina, son
ocasionadas por modificaciones estructurales como es la variacion de los L-
aminoacidos “X" y "Y”", siendo la mas comun la microcistina-LR (MC-LR), con un
residuo de leucina (L) en la posiciéon 2 y una arginina (R) en la posicién 4,

reportandose un total de 246 variantes de microcistinas (Catherine et a/, 2017).

Las microcistinas dentro de las células tienen una fuerte relacién con las proteinas
fosfatasas tipo 1A y 2A, ya que, esta toxina puede actuar como un inhibidor
competitivo frente al sustrato real de las proteinas fosfatasa, esto lo logra por el
acoplamiento de la Metildeshidroalanina con los aminoacidos serina (S) o cisteina
(C) de la parte catalitica del sitio activo, lo que altera el proceso de
fosforilacién/desfosforilacion de las proteinas, provocando diversos procesos
celulares (McKintosh et a/, 1990; Campos y Vasconcelos, 2010) lo que dafia a los
organismos que las ingieren, ya sea de manera directa (consumo de células) o
indirecta (estar en contacto con el medio). Estudios realizados por (Reinikainen
et al, 1994) mencionan que dichas ingestiones han tenido efectos adversos
Daphnia sp. al ser consumidores de poblaciones de Microcystis pueden ingerir
cantidades considerables de microcistinas en la naturaleza, lo que resultar en
efectos adversos para estos claddceros. Por otro lado, Rohrlack y colaboradores
(2001) mostraron que la correlacion entre la tasa de ingestion de microcistina y
el tiempo de supervivencia disminuia en varias especies de Daphnia originarias

de diferentes cuerpos de agua.

Los claddceros son microcrustaceos acuaticos que tienen un rol muy importante

en los cuerpos de agua, ya que transfieren energia de los productores primarios

a los consumidores de mayor nivel tréfico, como los peces. Al mismo tiempo

dentro de la ecotoxicologia se utilizan en ensayos de toxicidad, ya que presentan
muchas ventajas para medir el nivel de contaminacion, la calidad del agua
potable, debido a sus diversas caracteristicas, como: su tamafo pequefo,
sensibilidad a un gran ndmero de sustancias toxicas, amplia distribucion en la

naturaleza, reproduccién predominantemente partenogenética, facilidad para
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cultivarlos, alcanzan una gran biomasa y altas tasas de crecimiento poblacional
(Sarma y Nandini, 2006; Smirnov, 2017).

La dinamica poblacional de los cladoceros depende en gran medida de factores
ambientales que interactian con el potencial fisiolégico de especies particulares,
a esto se le conoce como ecofisiologia, e intenta explicar por qué ciertas especies
soportan ciertos limites de factores ambientales, modificando su potencial
morfoldgico y fisiologico lo que les permite vivir en una gran variedad de

situaciones (Smirnov, 2017).

En el presente trabajo se enfatiza el factor de la temperatura, ya que controla la
velocidad de procesos bioquimicos y tasas metabdlicas (Lamkemeyer et al, 2003).
Los organismos poiquilotermos, como el zooplancton (cladéceros), dependen de
la temperatura ambiental en la que se encuentran y se ha visto que esta tiene
efectos en el promedio de vida y la reproduccion en estos organismos (Enesco,

1993). La temperatura representa un importante factor de seleccién, ya que la

distribucion y las estrategias de historia de vida que presentan los organismos

son altamente especificas dependiendo de la zona en que se encuentren (Sarma
et al, 2005).

Sarma y colaboradores (2005) mencionan que dependiendo de la zona en donde
habiten los cladoceros, estos seran diferentes en muchos aspectos de sus
parametros de historia de vida, incluido el tamafio de taxones iguales o similares
de edades. Los rasgos principales de la historia de vida que distinguen a los
cladoceros tropicales de sus contrapartes templadas son: tasas relativamente mas
altas de aumento de la poblacion, niveles umbrales mas altos de alimentos, tasas
mas altas de filtrado e ingestién y mayor tolerancia a niveles mas altos de

alimentos y temperaturas maximas.

Se ha demostrado que en diferentes especies de claddceros de la familia

Daphnidae, los efectos de Microcystis se mitigan con incrementos considerables
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de temperatura (Walls et al, 2018). Por otro lado, también se ha observado que
los efectos de Microcystis podrian tener un efecto considerable sobre estos
organismos (Nandini y Rao, 1998). Sin embargo, se ha estudiado poco acerca de
como la temperatura se presenta como un factor ecologico que podria afectar la
respuesta del zooplancton ante las cianobacterias y sus toxinas, ya que
comunmente los estudios acerca de esta respuesta son realizados a una
temperatura (Ferrao-Filho y Azevedo, 2003; Okumura et a/, 2006; Zamora-Barrios
et al, 2015).

El género Simocephalus es un cladécero que se encuentra en cuerpos aguas pPoco
profundas en México (Fernandez et al/, 2014), en un rango de temperatura de
12-27°C (Verbitsky et al, 2014). Ademas, Nandini y Rao (1998) mencionan que
el género Simocephalus es capaz de alimentarse de cianobacterias y crecer
soportando temperaturas de hasta 30°C. La especie Simocephalus vetulus
presenta una distribucién natural en América incluyendo los cuerpos de agua en
México (Elias Gutiérrez et al, 2001). Sus caracteristicas en conjunto lo postulan
como un gran candidato para evaluaciones con bioensayos acuaticos en latitudes
tropicales, logrando remplazar para este caso a especies del género Daphnia
(Mufioz-Mejia, 1997).

Aunque la informacion referente a bioensayos acuaticos con extractos crudos de

cianobacterias en Simocephalus vetulus es escasa existen trabajos con
organismos del género Ceriodaphnia, el cual pertenece a la misma familia que el
género Simocephalus en donde han evaluado el efecto de los extractos crudos
sobre sus variables demograficas encontrando alteraciones en esta variable
respecto a los tratamientos controles (Okumura et a/, 2006; Zamora-Barrios et
al, 2015). Por otro lado, con respecto a la temperatura, se han realizado estudios
demograficos sobre los efectos de extractos crudos y de células de diferentes
cianobacterias (Anabaena affinis 'y Anabaena flos-aguae) a diferentes
temperaturas, encontrando que el aumento de la temperatura incrementa el

efecto de los extractos crudos (Claska y Gilbert, 1998).




Por su parte, el género Simocephalus presenta una buena transparencia lo que
permite observar facilmente el corazon que late sin diseccionar y sacrificar a los
animales (Mishra et al/, 2016). El corazén en claddceros se reduce como una
camara bulbosa en el primer segmento verdadero (Smirnov, 2017). Los cladoceros
poseen un sistema circulatorio abierto y un corazéon miogénico (Maynard, 1960;
Smirnov, 2017). Los latidos cardiacos y el flujo de hemolinfa se pueden observar
facilmente, ya que los cladéceros son transliucidos (Maynard, 1960; Smirnov,
2017).

Con referencia a este érgano existen trabajos donde se ha observado el efecto
toxico de las cianotoxinas sobre la cantidad de palpitaciones por minuto en
Daphnia, asi como en otros 6rganos de su cuerpo (Rohrlack et a/, 2005). En otro
extremo se ha observado los efectos toxico de metales pesados sobre la fisiologia
cardiaca de Simocephalus vetulus (Mishra et al, 2016). Al igual que en otros
crustaceos (Rajaretnam y Stanley, 2015). Pero la fisiologia de referencia del latido
cardiaco a la toxicidad por otros compuestos como las cianotoxinas no se ha

estudiado sobre todo en los claddceros.

Para poder evaluar las respuestas de organismos a las cianotoxinas cuando existe
una variacion en la temperatura se utilizan pruebas ecotoxicol6gicas que se basan
en el reconocimiento de la respuesta de los organismos ante la presencia de
agentes toxicos, las cuales, dependen del nivel de exposicion para evaluar la
respuesta al analisis. Para ello las pruebas de toxicidad utilizadas describen una

relacion de concentracion-respuesta ya sea a corto o largo plazo (Hoffman et al,

2002). Una prueba aguda es aquella en la que se puede percibir un efecto letal

u otro producido por un agente téxico en un tiempo relativamente corto,
aproximadamente de 4 a 2 dias, por el contrario, una prueba cronica es aquella
en la que se pueden observar efectos a largo plazo y pueden estar relacionados
con cambios en el crecimiento, metabolismo, reproduccion, apetito, posibles

mutaciones y hasta la muerte de los organismos (APHA, 1992).




III . Antecedentes

Claska y Gilbert en 1998, evaluaron los efectos de extracto crudo y de las células
de Anabaena affinis y Anabaena flos-aguae sobre Daphnia pulex a diferentes
temperaturas a través del crecimiento poblacional y tabla de vida. Reportan que
A. affinis afectd6 de manera negativa la supervivencia y la fecundidad, mientras
que A. flos-aguae afecto principalmente la fecundidad. Por otro lado, se observé
un efecto adverso en el tamafio de los huevos. Concluyeron que el incremento
en la temperatura aumenta los efectos inhibitorios de las cianobacterias toxicas

en el crecimiento poblacional de los daphnidos.

Nandini y Rao en 1998, evaluaron la capacidad de claddceros y rotiferos para
alimentarse de Microcystis aeruginosa, comparando el crecimiento somatico y
poblacional utilizando Chlorella y Microcystis (células individuales obtenidas
mediante una técnica de sonicacidon) como tipos de alimentos. Se ocuparon cinco
especies de cladoceros (Ceriodaphnia cornuta, Scapholeberis king;, Moina
macrocopa, Daphnia carinata, Simocephalus vetulus)y dos especies de rotiferos
(Brachionus calyciflorus, Hexarthra mira). Los experimentos se realizaron a 20 y

30°C. En todos los tratamientos probados la tasa de crecimiento poblacional por

dia de los cladéceros vario de -0.715 a 0.612 y la de los rotiferos de -1.15 a 0.781.

La capacidad de las poblaciones de claddceros para crecer en células individuales
de Microcystis no se relaciond con la longitud del cuerpo o la longitud del
intestino, sino con su proporcion. Los efectos toxicos de Microcystis se mitigaron
a la temperatura mas alta. Una cepa de C. cornuta obtenida de un lago dominado
por Microcystis tuvo una tasa de crecimiento mas alta en las cianobacterias
toxicas, lo que sugiere que la tolerancia a Microcystis podria ser un rasgo

hereditario.




Rohrlack y colaboradores en 2005, evaluaron la captacion intestinal de Daphnia
galeata y sus efectos adversos al alimentarse de Microcystis. Encontraron rupturas
de la pared intestinal por la pérdida de contacto entre las células. Una vez que
las microcistinas entraron en la sangre afectaron la comunicacidon neuromuscular
y otras funciones que influyen en los sistemas musculares principales. En
consecuencia, las tasas de latido de las antenas toracicas, mandibulas y antenas
secundarias, asi como la actividad del intestino anterior disminuyeron, mientras
que los musculos del intestino medio fueron estimulados. Los animales exhibieron
sintomas de agotamiento y murieron. Sugieren que una ingestion de entre 10.2
ng y 18.3 ng de microcistina por 1 mg de peso fresco de Daphnia en el cuerpo

es suficiente para matar a D. galeata dentro de 2 dias.

Arzate-Cardenas y colaboradores en 2010, estudiaron la presencia de Microcystis
potencialmente productoras de cianotoxinas, en diferentes cuerpos de agua de
la CDMX se aplicaron técnicas moleculares y se realizaron bioensayos de toxicidad
aguda con neonatos de Daphnia magna expuestos a extractos crudos de
cianobacterias. Las microcistinas sintetizadas en condiciones de cultivo se
cuantificaron mediante ELISA, en la pista de remo y canotaje la concentracion
varia en un rango de 342 a 3.55 pg L. Los bioensayos de toxicidad aguda
revelaron que la mortalidad era independiente de la concentraciéon de
cianotoxinas en algunas cepas; esto sugiere la presencia de otros metabolitos
(diferentes de las microcistinas) que también ejercen un importante efecto
biologico. Las cepas aisladas tenian el gen mcyA-Cd y la mayoria de ellas
producian cantidades variables de microcistinas en las condiciones de cultivo

utilizadas, lo que confirmaba su potencial toxigénico. Los resultados advierten

sobre los posibles riesgos de efectos toxicos para la biota acuatica, areas vecinas,

visitantes y usuarios de estos sitios, debido a la presencia constante de estas

floraciones en los cuerpos de agua estudiados.

Fernandez y colaboradores en 2014, compararon la capacidad de los

microcrustaceos Ceriodaphnia dubia, Moina macrocopa, Daphnia pulex,
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Simocephalus vetulus y Heterocypris incongruas para alimentarse y crecer con
dietas de cianobacterias. Estudiaron las preferencias de alimentacion de
Ceriodaphnia dubia, Moina macrocopa, Daphnia pulex, Simocephalus vetulus y
Heterocypris incongruas en el fitoplancton del agua natural del lago con un
predominio de Microcystis sp Fragilaria sp. o Planktothrix sp lo que le afadieron
Scenedesmus acutus. También se probé la capacidad de D. pulex, S. vetulusy H.
incongruas para reducir las densidades de cianobacterias por pastoreo. Todas las
especies se alimentaron de colonias pequefas de Microcystis sp. pero no de
Planktothrix sp o Fragilaria colonial sp Simocephalus vetulus y H. incongruas
fueron generalistas en su alimentaciéon y mas capaces de reducir las densidades
de cianobacterias. Las variables demograficas de S vetulus, fueron

significativamente mas bajas en la dieta cianobacteriana en comparacion con H.

incongruas las tasas de crecimiento de la poblacion fueron entre 0.07 y 0.2 d.

Herrera y colaboradores en 2014, realizaron un estudio, donde utilizaron una
muestra de floracion natural obtenida de un reservorio en Colombia para evaluar
sus efectos en cinco parametros relacionados con el comportamiento alimentario
de Daphnia, (movimiento de la segunda antena, movimiento de la mandibula,
apéndices toracicos, movimiento postabdomen y frecuencia cardiaca. Los
resultados revelaron cambios significativos en todos los parametros evaluados a
dos concentraciones diferentes de extractos acuosos de la floracion: los
movimientos de las segundas antenas aumentaron significativamente y hubo
reducciones significativas en los movimientos mandibulares, los movimientos
toracicos y la frecuencia cardiaca. Aunque los movimientos postabdominales
mostraron una gran variabilidad sin un patron distintivo entre el control y los
tratamientos, la reduccién en los otros parametros (como la frecuencia cardiaca
con el tiempo) podria reflejar una intoxicacién por microcistinas o una respuesta

conductual (por ejemplo, inhibicion de la alimentacion).

Zamora-Barrios y colaboradores en 2015, evaluaron los efectos toxicolégicos de

extractos crudos de Dolichospermum planctonicum en Plationus patulus
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(Rotifera) y Ceriodaphnia cornuta (Cladocera). El compuesto activo de las
cianobacterias cultivadas en el laboratorio se extrajo liofilizandolo a -70°C durante
48 h, después de lo cual la muestra se descongelé. El ciclo se repitié cinco veces,
y entre cada ciclo las células se sonicaron para lisarlas. Compararon los
experimentos de crecimiento poblacional y demografia de la tabla de vida de las
dos especies de zooplancton en medios con y sin (controles). Encontraron que
los rotiferos eran mas resistentes a los toxicos que los cladoceros. Las tasas de
crecimiento de la poblacién oscilaron entre 0,11 d™' en controles y 0,08 d! en
presencia de extractos crudos para P. patulusy de 0,18 en controles a -0,27 en
presencia de extractos crudos para C. cornuta. El extracto crudo también tuvo un

impacto negativo.

Araiza-Vazquez en 2017, evalud las respuestas demograficas de Moina
macrocopa en presencia de cianotoxinas originarias de cianobacterias, de la Pista
de remo y canotaje "Virgilio Uribe” obtenidas mediante congelacion y sonicacion.
Realiz6 ensayos de toxicidad aguda (CLsp) a diferentes concentraciones, en tres
diferentes periodos. Evalué la mortalidad después de 24h. Las concentraciones
medias letales fueron 1.56, 1.30 y 2.56 ug/L, respectivamente. Con respecto a la
tabla de vida de M. macrocopa, ésta se realizo utilizando el 10% de las
concentraciones del Clsp y la mitad de este 10%, teniendo como dieta una
concentracién de 0.5 x 10° cel mL" Scenedesmus acutus. Moina macrocopa fue
sensible a las cianotoxinas reduciendo su supervivencia desde las bajas

concentraciones, asi como la fecundidad y obteniendo tasas de crecimiento que

van desde 049 y 0.27 ind mL" para el primer periodo, para el segundo periodo

0.38y 0.52 y para el ultimo 0.42 y 0.52. Concluyé que la mayoria de las especies
de cianobacterias de la Pista de remo y canotaje Virgilio Uribe suelen ser toxicas

y pueden tener efectos adversos debido a la exposicion a largo plazo.

Walls y colaboradores en 2018, evaluaron los patrones estacionales de la
temperatura del agua, la biomasa de las cianobacterias y la concentracion de

microcistinas extracelulares en un lago eutréfico de agua dulce dominado por
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Planktothrix agardhii. La temperatura del lago varié de 3 a 27°C y la biomasa de
las cianobacterias aumentd con el calentamiento natural hasta los 18°C, pero
luego disminuyd rapidamente con nuevos aumentos de temperatura. La
concentracién de microcistina extracelular se acopldé estrechamente con la
temperatura y fue mas elevada entre 20 y 25°C, lo que coincidid con la
disminucion de la biomasa de las cianobacterias. Una tendencia similar se observo
en las incubaciones de laboratorio donde la liberacion de microcistina especifica
para la productividad fue mas elevada entre 20 y 25°C y luego disminuyo
bruscamente a 30°C. Estos resultados muestran un umbral de temperatura para
la liberacion de toxinas en P. agardhii, que demuestra un potencial para usar la
temperatura del agua para pronosticar la severidad de la floracion en lagos
eutréficos donde las floraciones pueden persistir durante todo el afio con

diversos grados de toxicidad.

Gayosso-Morales y colaboradores en 2017, colectaron zooplancton, en los

canales de Xochimilco, midieron temperatura, pH, conductividad, oxigeno

disuelto, nitrato-N y fosfato-Ps, clorofila-a, y transparencia del disco Secchi en

cada una de los sitios. El objetivo de este trabajo fue presentar datos sobre la
dinamica del zooplancton en dos canales del lago durante un afio. La comunidad
de zooplancton estaba dominada por rotiferos; los cladéceros y los copépodos
eran pocos. Los géneros comunes de rotiferos en el lago fueron Keratella,
Brachionus, Polyarthra, Trichocerca, Filinia, Asplanchna. Los claddceros fueron
Chydorus sphaericus, Pleuroxus varidentatus, Alona sp S. vetulus.Y los copepodos
Acanthocyclops americanus 'y  Microcyclops rubellus. El  analisis de
correspondencia canonica (CCA) en la estacion del canal de remo, mostré que
los dos primeros ejes de ordenacion explicaban el 46% de la varianza de los datos
de especies en CCA. El primer y el segundo eje estaban bien correlacionados con

los datos ambientales.




IV ]ustificaci()n

Actualmente en México existe una gran cantidad de reservorios acuaticos de gran
importancia que presentan problemas de eutrofizacion, favoreciendo a
organismos como las cianobacterias, aumentando significativamente la biomasa
de su poblacidon y a su vez la formacion de floraciones. Lo que provoca efectos
como la reduccion de la diversidad y abundancia de diferentes especies acuaticas,

debido a la produccion y liberacidon constantemente de toxinas al medio.

Se tiene registro de que la temperatura es un factor que determina la ecologia y
fisiologia de los organismos en los cuerpos de agua tanto del zooplancton como
de las cianobacterias (Moore et al, 1996), siendo un factor que podria afectar las
interacciones cianobacteria-zooplancton. Se ha registrado que el aumento actual
de la temperatura en el agua ya sea estacional o por el cambio climatico puede
incrementar los efectos de las cianobacterias toxicas en el zooplancton, ademas

de promover su capacidad competitiva con otros miembros del fitoplancton, lo

que le permite a las cianobacterias llegar a ser dominantes en los sistemas (Paerl
y Huisman, 2009).

Aunque, a nivel mundial se tiene registro de los posibles efectos que pueden
llegar a causar los cambios de temperatura en la interaccion cianobacteria-
zooplancton, llama la atencién que en México la informacién acerca de como la
temperatura se presenta como un factor ecolégico que podria afectar la respuesta
del zooplancton a las cianobacterias y sus toxinas (tabla 1) es escasa, ya que
comunmente los estudios acerca de esta respuesta son realizados a una
temperatura dificultando la comparacion de las caracteristicas de la historia de

vida de los claddceros, especialmente las especies de la familia Daphnidae en




aguas tropicales y templadas, siendo la mayor parte de los trabajos en aguas

templadas.

Tabla 2. Numero de los trabajos publicados relacionados a cianotoxinas, extractos crudos,
microcistinas, temperatura y zooplancton temperatura. A nivel internacional y nacional. (obtenido de
Web of Science, 1989-2019
Temas Seleccionados Numero de publicaciones
Cianotoxinas 2089
Cianotoxinas en México 121
Cianotoxinas y Zooplancton 361
Cianotoxinas y Clad6ceros 88
Extractos crudos de cianobacterias 221
Extractos crudos de cianobacterias en México 4
Microcistinas 6447
Microcistinas en México 314
Microcistinas y Clad6ceros 150
Microcistinas y Simocephalus 6
Cianotoxinas Temperatura 153
Microcistinas y Temperatura 266
Cianotoxinas y Temperatura en México 3
Microcistinas y Temperatura en México 4

Figura 1. Porcentaje de trabajos relacionados con cianotoxinas, extractos crudos,
microcistinas, temperatura y zooplancton temperatura. A nivel internacional y nacional.

= Cianotoxinas

= Cianotoxinas en Mexico

= Cianotoxinas y Zooplancton

= Cianotoxinas y Cladoceros

m Extractos crudos de cianobacterias

= Extractos crudos de cianobacterias en México
= Microcistinas

= Microcistinas en México




Otro punto importante dentro de este estudio es el efecto que se podria llegar
a presentar sobre la salud de las personas que estan en contacto con las aguas
en las que existen floraciones de cianobacterias, apoyandonos con las pruebas
aplicadas en este estudio. En el caso de las personas que utilizan dia con dia las
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, al
rocio de la pista y asi mismo con los florecimientos de cianobacterias corren el
riesgo de contraer los dafos 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).

Por lo cual, generar informacion sobre los efectos de las cianotoxinas a nivel
ecoldgico y fisiologico, y poder realizar inferencias en personas es de suma
importancia, aunque la mayoria de la informacion en el mundo demuestre el
efecto de los compuestos purificados de las cianobacterias sobre plantas,
vertebrados, algas y zooplancton. Hasta la fecha, existe escasa informacion de los
efectos a corto y largo plazo qué tienen los extractos crudos sobre los organismos
que podrian estar contacto con estos, ya que muchas de las investigaciones
centran su atencién en la produccion de extractos crudos con la finalidad de
purificar otros compuestos como péptidos y pigmentos fotosintéticos de origen

cianobacterial para su utilizacion en farmacologia (Zamora-Barrios et al, 2017).

Por ello, es de gran importancia desarrollar experimentos que nos permitan
pronosticar y evaluar los riesgos de la exposicion de algunos organismos a los
extractos crudos, asi como de las posibles alteraciones ecoldgicas que puedan

causar dentro de un ecosistema acuatico cuando existen variaciones en la

temperatura apoyandonos en el zooplancton, con énfasis en el género

Simocephalus el cual presenta la mayor abundancia de la familia Daphnidae a lo
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largo del afo en la Pista de remo y canotaje (Gayosso-Morales et al, 2017), ya

que el uso de estos organismos nos permiten comprender lo que puede estar
ocurriendo en una situacion real con la variacion de temperatura y una

sobrepoblacion de cianobacterias toxicas.




V. Hip(’)tesis

Se sabe que el zooplancton (cladéceros) suele presentar efectos adversos a nivel
fisioldgico, somatico y demografico al estar expuesto a extractos crudos de M.
aeruginosa y alimentarse de células de esta especie, lo que podria afectar
diferentes tipos de tejidos en los organismos, provocando alteraciones en el
funcionamiento del organismo. Entonces, se espera que Simocephalus vetulus
presente una disminucion en el crecimiento corporal y sus variables demograficas
(supervivencia, fecundidad, tasas de reproduccion, tasas de crecimiento,
esperanza de vida, etc.), asi como de la cantidad de palpitaciones cardiacas por

minuto cuando se expone a extracto crudo o a células de M. aeruginosa.

Si el incremento de la temperatura es un factor que favorece el crecimiento de
los organismos por el incremento de las tasas metabdlicas, asi como el
crecimiento de las cianobacterias y la posible produccidon de cianotoxinas,

entonces, se espera que a mayor temperatura en combinacion con el extracto

crudo tenga un efecto de disminucion del crecimiento somatico, la fisiologia

cardiaca y las variables demograficas de Simocephalus vetulus en comparacion a

cuando se expone Unicamente ante el extracto crudo de M. aeruginosa.




VI. Obj etivo

V.1. General

Evaluar el efecto de la temperatura sobre la fisiologia y demografia de
Simocephalus vetulus mediante extractos crudos y células individuales de
un florecimiento de Microcystis aeruginosa originaria de la pista olimpica

de remo y canotaje "Virgilio Uribe".

V.II. Particulares

Comparar el efecto de las cianotoxinas utilizando extractos crudos asi como
células individuales sobre el crecimiento somatico y la demografia de S.

vetulus.

Evaluar el efecto de la temperatura y el extracto crudo sobre los pardmetros
demograficos (tabla de vida y crecimiento poblacional) y el crecimiento

somatico de S. vetulus.

Determinar la concentracion efectiva de los extractos crudos con diferentes
temperaturas sobre Simocephalus vetulus aplicando una prueba de

mediciéon del pulso cardiaco.




VII Area de Estudio

La pista de remo y canotaje "Virgilio Uribe” se encuentra ubicada en la zona

lacustre de Xochimilco y paralela al canal de Cuemanco en la CDMX con un

clima templado subhimedo, mide 2200 m de longitud, tiene una profundidad

maxima de 1.5 m. Este cuerpo de agua es eutréfico ya que recibe efluentes de
desechos domésticos y horticolas. La temperatura ambiental varia de 12 a 20°C,
con lluvias de mayo a septiembre. Este es un cuerpo de agua creado para
competencias de remo y canotaje, se abastece con agua que proviene de la
planta de tratamiento de agua “Cerro de la Estrella” en la Alcaldia de Iztapalapa
(Ciudad de México) (Gayosso-Morales et al, 2017).

Figura 2. Ubicacion geografica de la pista olimpica de remo y canotaje “Virgilio Uribe”




VIII. Materiales y M ¢todos

8.1. Preparacion del material biologico

El cladécero Simocephalus vetulus se colectd y se aisld de las aguas de la pista
de remo y canotaje de Xochimilco con el objetivo de establecer cultivos
monoclonales a partir de una hembra partenogenética. Para la identificacion y
confirmacién de este organismo se utilizd la clave del género Simocephalus
(Dumont, 1983a) y la ayuda del Dr. Marcelo Silva Briano de manera presencial.
Para el mantenimiento de los organismos, se utilizé agua moderadamente dura
(medio EPA) que se prepard disolviendo 0.095 g de NaHCO;, 0.06 g de CaSO,,
0.06 g MgSO4y 0.02 g de KCl en 1 L de agua (Weber, 1993), el cual tuvo cambios
del medio cada tercer dia con la finalidad de evitar la acumulacion de pellets de
material organico y residuos alimenticios. Los cultivos se mantuvieron en el
laboratorio de Zoologia Acuatica de la FES Iztacala durante la fase experimental
a 18°y 25°C.

Para la alimentacion de S. vetulus, se le ofrecié como dieta exclusiva el alga verde

Scenedesmus acutus a una concentracién de 0.5x108 cel mL™". El alga fue cultivada

en botellas transparentes de 2 L con medio estandar Bold, agregandose 0.5 g de
NaHCO; cada 3 dias (Borowitzka y Borowitzka, 1988); se mantuvo con constante
aireacién para evitar la sedimentacién e iluminacion fija (24 h) proporcionada por
ldmparas de luz blanca de 70 watts. El alga fue cosechada después de una
semana, ya que en este tiempo alcanza su mayor densidad celular. Una vez que
el alga fue cosechada, esta se decanté con el fin de eliminar la mayor cantidad
de agua. Posteriormente para conocer la concentracion celular de cada botella,
se tomd una alicuota del alga ya decantada y fue cuantificada mediante una

camara de Neubauer.




8.2. Identificacion y preparacion de extractos crudos de cianobacterias y células
individuales

La muestra de cianobacterias se obtuvo en el periodo de secas-calidas
correspondiente al mes de marzo del 2019. Se colecté directamente un total de
2 L de agua de la pista de remo y canotaje para poder obtener una muestra
significativa de la floracion. Esta muestra se fij6 con formol al 4%, se almacend y
se transportd en un medio frio con hielo hacia el laboratorio en la FES Iztacala,
con la finalidad de cuantificar el niUmero de colonias y células que se encontraron
en la muestra y poder realizar la identificacion correspondiente con ayuda de las

claves de Komarek-Anagnostidis (1998).

Una vez realizada la identificacion y cuantificacion, la muestra se sonico en el
ultrasonicador (Cole Palmer Instruments Co., USA) a 20 kHz y 0.4 Watts durante
5 min con el objetivo de separar las colonias de M. aeruginosa, enseguida se
filtrd6 con una malla de 20 um obteniendo Unicamente células separadas.

Posteriormente se contaron las células de cianobacterias con una camara

Neubauer, para ajustar la concentracion a 0.5 x 10° cel mL" adicionada con medio

EPA para los tratamientos.

Para la elaboracion del extracto crudo se tomd un total del 10 L (sin filtrar) de
agua de la pista de remo y canotaje para poder obtener una muestra significativa
de la floraciéon. Para la extraccion, se llevd a cabo segun lo propuesto por Pietsch
y colaboradores (2001) y modificado por Zamora-Barrios y colaboradores (2015).
Se tomd la muestra de cianobacterias y se colocd en un recipiente cerrado para
ser congelado a -20°C durante 72 h, posteriormente se dejé descongelar 24 h,
posterior al tiempo la muestra se sonicé a 20 kHz y 50 Watts durante 10 min;
por ultimo, esta se volvié a congelar. Este ciclo de congelacion/descongelacion
se repitid durante 5 veces, con la finalidad de provocar lisis celular, y asegurar la

extraccion de las microcistinas.




8.3. Cuantificacion de equivalentes de microcistinas

Para la cuantificacion de la concentracién equivalentes de microcistinas LR en los
extractos crudos, se usé el kit de ELISA "QuantiPlate for Microcytins de
EnviroLogix™" (Portland, EUA) siguiendo las instrucciones de uso del fabricante.
El kit es un ensayo competitivo entre la microcistina-LR en la muestra y la
microcistina-LR marcada con una enzima (peroxidasa) por los sitios de reaccion.
Después de un simple paso de lavado, el resultado de la competencia se visualiza
con un paso de desarrollo de color. La concentracién en ug L' es reportada como

equivalentes de microcistinas LR (Zamora-Barrios et al, 2015).

8.4. Experimentos de toxicidad aguda

8.4.1. Concentracion letal media (CLso)

La sensibilidad de S. vetulus, se evalub mediante ensayos de concentracion letal
media en los que se buscd la concentracion del extracto crudo de las
cianobacterias, el cual reduce la poblacién un 50% en un periodo de tiempo,
dependiendo del organismo a utilizar. Para esto, se tomaron 10 organismos por
separado, en etapa de neonatos de menos de 24 h y en estado 6ptimo, se
colocaron dentro de recipientes de vidrio con volimenes de 25 mLy 2 mL de
medio. Se sometieron a disoluciones O, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15, 16, 20, 50 y 100%

del extracto crudo (el rango de concentracion de equivalentes de microcistinas

para estas disoluciones fue de 0 a 14.96 ug L") con cinco repeticiones para cada

uno. Los tratamientos fueron colocados en la incubadora a 18 y 25°C con
iluminacién difusa. Después de 24 h se contaron los organismos de cada una de
las disoluciones de extracto crudo y se determinaron los valores de ClLso con
ayuda del método de Probit (Finney, 1971). Finalmente, con los valores obtenidos
del CLsgp para cada temperatura, se ajustaron las concentraciones subletales a cada
uno de los tratamientos del trabajo con el fin de mantener a los organismos vivos

durante todo el experimento.




Experimentos de toxicidad aguda 18°C

Concentracion letal media (CL5)
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Figura 3. Disefio de los ensayos para obtener la concentracion letal media (CLso) con diferentes porcentajes del
extracto crudo de M. aeruginosa, evaluado a 18 y 25°C. Cinco tratamientos + control. Cinco repeticiones por
tratamiento

8.4.2. Concentracion efectiva media (CEsp)

Otra prueba que se realizd para evaluar la sensibilidad fue un ensayo de
concentracion efectiva media, con esta prueba se buscé la concentracién a la cual

se produce un determinado efecto en el 50% de los organismos de este
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experimento. Para esta prueba se evalud el nimero de pulsaciones del corazén
por minuto a 1, 2, 8 y 24 h de exposicion, con ayuda de videograbaciones
reproducidas a 120 cuadros/segundos. Para esto, se tomaron 10 organismos por
separado, en etapa de neonatos de menos de 24 h en estado 6ptimo y se
colocaron dentro de recipientes de vidrio con un volumen de 25 mLy 20 mL de
medio. Se sometieron a disoluciones de 0, 4, 8, 12 y 16% del extracto crudo (el
rango de concentracién de equivalentes de microcistinas para estas disoluciones
son de 0 a 2.4 ug L") con cinco repeticiones para cada uno. Los tratamientos

fueron colocados en la incubadora a 18 y 25°C con iluminacion difusa.

Una vez obtenido el nimero de las palpitaciones cardiacas de S. vetulus los datos
fueron sometidos a regresiones lineales, entre el nimero de palpitaciones y
concentracién de equivalentes de microcistinas del extracto crudo. Con ayuda de
la regresién lineal se observo el valor de la concentracion efectiva media para
cada uno de los diferentes tiempos donde se midieron las palpitaciones cardiacas

a diferentes temperaturas.

Experimentos de toxicidad aguda 18°C Experimentos de toxicidad aguda 25°C

Concentracion efectiva media (CEs5) Concentracion efectiva media (CEs)

\ \
[V V¥ \/ \% \/ [V \/ \%

Control 4% 8% 12% Control 4% 8% 12%

Figura 4. Disefio del ensayo de concentracion efectiva media (CEsg) con diferentes porcentajes del extracto
crudo de M. aeruginosa, evaluado a 18 y 25°C. Cuatro tratamientos + control. Cinco repeticiones por tratamiento




8.5. Experimentos de toxicidad crénica

Una vez obtenido el valor de ClLsy de cada temperatura se determinaron las
concentraciones subletales a partir de dichos valores, los cuales fueron 1.13% y
0.565% para 25°C (0.17 y 0.084 ug L respectivamente), mientras que para 18°C
fueron 1.37% y 0.68% (0.21 y 0.1 ug L 'respectivamente). Para estas pruebas se

escogieron experimentos de crecimiento poblacional y tabla de vida de S. vetulus.

8.5.1. Crecimiento poblacional

En el caso del crecimiento poblacional, se utilizaron las concentraciones subletales
determinadas a partir del valor del CLso. Se colocaron 10 individuos de S. vetulus
por separado, de menos de 24 h y en estado 6ptimo, dentro de recipientes de
vidrio con un volumen de 25 mL y 20 mL de medio, con cinco repeticiones para
cada uno de los tratamientos. Los tratamientos utilizados fueron diluciones de
1.13% y 0.565% para 25°C (0.17 y 0.084 ug L' respectivamente), mientras que
para 18°C se usaron 1.37 %y 0.68% (0.21 y 0.1 ug L 'respectivamente) de extracto

crudo en medio EPA con S. acutus como alimento a 0.5 x 10% cel mL™’

Los tratamientos de ambas temperaturas se contabilizaron cada 24 h con el fin
de tener un registro de los cambios en la densidad de individuos de la poblacion
con ayuda de un microscopio estereoscopio. Este procedimiento se realizd hasta
que la poblacion alcanzé un crecimiento exponencial maximo y posteriormente

un decremento poblacional.

Ademas, de la misma manera se realizd otro experimento de crecimiento

poblacional, pero sin la presencia de extractos crudos y presentando como

alimento células de M. aeruginosa a una concentracion de 0.5 x 10° cel mL™" El

tratamiento junto con el grupo control, el cual contenia Unicamente medio EPA
con S. acutus como alimento a 0.5 x 10% cel mL" fueron colocados en una
incubadora a 25°C, con iluminacién difusa. De igual manera que los tratamientos

con extracto crudo se contabilizaron cada 24 h con el fin de tener un registro de
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los cambios en la densidad de individuos de la poblacion con ayuda de un
microscopio estereoscopio. Este procedimiento se realizo hasta que la poblacion
alcanz6 un crecimiento exponencial maximo y posteriormente existio un

decremento poblacional.

Con los datos obtenidos se realizd la grafica de crecimiento poblacional y un
grafico exponencial de los datos, que posteriormente con ayuda de una regresion

lineal se calculo de la tasa de crecimiento de la poblacion:

_InN,—InN,
B t

r

Donde:
No: Densidad inicial de la poblacion
N Densidad de poblaciéon después un tiempo

t: Tiempo en dias

8.5.2. Tablade vida

En el caso de la tabla de vida, se utilizaron las mismas concentraciones subletales
del crecimiento poblacional, determinadas a partir del valor del CLso. Se colocaron
10 individuos de menos de 24 h de nacidos por separado de S. vetulus en estado
optimo, dentro de recipientes de vidrio con volimenes de 25 mL y 20 mL de
medio, con cinco repeticiones para cada uno de los tratamientos. Los
tratamientos utilizados fueron diluciones de 1.13% y 0.565% (0.17 y 0.084 ug L™

respectivamente) para 25°C, mientras que para 18°C se usaron 1.37 % y 0.68%

(0.21 y 0.1 ug L' respectivamente) de extracto crudo en medio EPA con S. acutus

como alimento a 0.5 x 10 cel mL™".

Los tratamientos de ambas temperaturas se contabilizaron cada 24 h con el fin

de tener un registro sobre el nUmero de individuos que sobrevivia de la cohorte




original por cada dia y el numero de individuos que nacian por dia, esto para
calcular la fecundidad (estos ultimos eran contabilizados y extraidos del
experimento, Unicamente para ver el comportamiento de la cohorte original). El
experimento terminé cuando los todos los individuos de la cohorte original
morian, tanto en tratamientos experimentales como en el control. Estos conteos

y observaciones se realizaron con ayuda de un microscopio estereoscopio.

Ademas, de la misma manera se realizd otro experimento de tabla de vida, pero

sin la presencia de extractos crudos y presentando como alimento las células de

M. aeruginosa a una concentraciéon de 0.5 x 10° cel mL. El tratamiento, junto

con el grupo control el cual contenia Unicamente medio EPA con S. acutus como
alimento a 0.5 x 10° cel mL" fueron colocados en una incubadora a una
temperatura de 25°C, con iluminacion difusa. De igual manera que los
tratamientos con extracto crudo se contabilizaron cada 24 h con el fin de tener
un registro de los cambios en la densidad de individuos de la poblaciéon con
ayuda de un microscopio estereoscopio. Este procedimiento se realizd hasta que
la poblacién alcanzé un crecimiento exponencial maximo y posteriormente existio
un decremento poblacional. Con estas pruebas se midieron los parametros de la
tabla de vida, tales como supervivencia y los relacionados con la fecundidad,

esperanza de vida, etc. Utilizando las siguientes férmulas (Krebs,1985):




Supervivencia

nx

Ix = —— ——
N° inicial de individuos

Fecundidad

N° de neonatos producidos

mx =
nx

Tasa bruta de reproduccion

o0

Z mx

0

Tasa neta de reproduccion

o0
Ry = Z Ix -mx
0

Dénde:

Esperanza de vida
T

Ny

Tasa intrinseca de crecimiento

n

Z eTilx-mx=1

r=w

Tiempo Generacional

_Xx-lx-mx

T =
Yolx-mx

Ix: Probabilidad de supervivencia.
nx: Numero de individuos de la edad X.
mx: Fecundidad (NUumero de neonatos por hembra).

ex: Esperanza de vida

Tx: Tiempo que le queda de vida a la edad X




Experimentos de toxicidad crénica 18°C

Tabla de vida Crecimiento poblacional

A
V [ Vv ¥ v

Control 1.376% 0.688%

Figura 5. Disefio experimental de las pruebas de toxicidad cronica (tabla de vida y crecimiento
poblacional) con extracto crudo de M. aeruginosa, evaluadas a 18°C. Dos tratamientos + control. Cinco
repeticiones por tratamiento

Experimentos de toxicidad cronica 25°C

Tabla de vida Crecimiento poblacional

A A
[V \% v o \% V v

Control 1.13% 0.565% M. aeruginosa 1.13% 0.565% M. aeruginosa

Figura 6. Disefio experimental de las pruebas de toxicidad crénica (tabla de vida y crecimiento
poblacional) con extracto crudo y células individuales de M. aeruginosa, evaluadas a 25°C. Dos
tratamientos + control. Cinco repeticiones por tratamiento




8.6. Medicién de los organismos

Para la medicién de los organismos se escogieron un total de cinco neonatos y

adultos del experimento de crecimiento poblacional por cada repeticion de los

tratamientos teniendo en total 25 individuos por tratamiento a 18 y 25°C. Las
mediciones se realizaron en organismos antes de iniciar el experimento y al
concluir el experimento, una vez ya expuestos a los tratamientos y no expuestos
(controles), se realizaron mediciones del largo y ancho del cuerpo, asi como de

intestino de los organismos con ayuda del programa Motic 2.0.

Intestino

Figura 7. Puntos de medicién de S. vetulus: ancho del cuerpo, largo del cuerpo, largo del intestino.




8.7. Anédlisis estadisticos

Posteriormente de realizados los experimentos y obtenidos los datos, mediante

el programa SigmaPlot version 11.0 se evalu6 cada grupo de datos para obtener

un analisis de las varianzas (ANDEVA) de una via y de dos vias dependiendo de
las variables a analizar en cada experimento, esto con el fin de encontrar
diferencias significativas en las variables de tabla de vida para 18 y 25°C, para las
densidades poblacionales y las tasas de crecimiento, como también para
encontrar diferencias en el tamafo de los organismos y las pulsaciones por
minuto del corazén. Obteniendo también los resultados estadisticos que
permitieran realizar comparaciones multiples entre las medias, aplicando las
pruebas de rango post hoc (Tukey). Ademas, para cada analisis de varianza, con
apoyo del mismo programa se calcularon los supuestos (normalidad, semejanza

de varianza) de este andlisis con el fin de tener resultados confiables.




IX. ResuLTADOS

9.1. Identificacién y cuantificacion de cianobacterias

Segun la revision de las muestras de la pista olimpica de remo y canotaje “Virgilio
Uribe”, la especie dominante de cianobacterias fue M. aeruginosa, como se puede
observar en la figura 8.

Figura 8. M. aeruginosa Colonias (A), dellmltaC|on deI mucﬂago con tinta chlna (B) y células individuales (C)

En la tabla 3, se puede observar el tamafo de las células y las colonias de la
especie M. aeruginosa proveniente de la pista olimpica de remo y canotaje. El
didametro promedio fue de 4.78 uym, mientras que, para las colonias al tener una
forma irregular se obtuvieron promedios de 397.8 um de largo y 476.4 ym de
ancho. De igual manera se obtuvo el nimero aproximado de células y de las

colonias por litro.

Tabla 3. Tamafio y nimero de colonias y células por litro de M. aeruginosa
Especie Tamafo de Tamafio de N. de cel/L  N. de col/L
célula (pm) colonia(pum)
Microcystis 4.78 397.8 de 19,664x10° 1113
aeruginosa largo y 476.4
de ancho




9.2. Concentracion de equivalentes microcistinas

La tabla 4, muestra las concentraciones de equivalentes de microcistinas de cada
porcentaje de extracto crudo que fue utilizado en este trabajo. La concentracion
de equivalentes de microcistinas total del extracto crudo tuvo un total de 14.96

ug L. Por otro lado, la concentracién para el agua de la pista de remo y canotaje

fue de 3.78 ug L' de equivalentes de microcistinas. Para el caso de los porcentajes

utilizados en las pruebas agudas la concentracion oscilé en un rango de 0.60 a
240 pg L', y para los porcentajes de las pruebas crénicas las concentraciones

estuvieron en un rango de 0.084 a 0.21 ug L' de equivalentes de microcistinas.

Tabla 4. Concentracion de los equivalentes de microcistinas LR en pg L calculada para
cada tratamiento de todo el experimento.

Tratamientos Concentracion de
equivalentes de
microcistinas pg L

Extracto 100% 14.96
Extracto (Pruebas agudas) 50% 7.1

Extracto (Pruebas agudas) 20% 1.80
Extracto (Pruebas agudas) 16% 2.85
Extracto (Pruebas agudas) 15% 2.24
Extracto (Pruebas agudas) 12% 1.79
Extracto (Pruebas agudas) 10% 1.47
Extracto (Pruebas agudas) 8% 1.19
Extracto (Pruebas agudas) 6% 0.74
e Extracto (Pruebas agudas) 4% 0.59
e Extracto (Pruebas agudas) 2% 0.24
Extracto (Valor de CLsp 25°C) 11.32% 1.69
Extracto (Valor de CLsp 18°C) 13.76% 2.05




Extracto (Pruebas cronicas 25°C) 1.13%
Extracto (Pruebas cronicas 25°C) 0.56%
Extracto (Pruebas cronicas 18°C) 1.37%
Extracto (Pruebas cronicas 18°C) 0.68%
e Valor del CEso 25°C con 1h (2.46%)
e Valor del CEso 25°C con 2 h (3.09%)
e Valor del CEso 25°C con 8 h (3.75%)
e Valor del CEso 25°C con 24 h (3.57%)
e Valor del CEso 18°C con 1h (3.11%)
e Valor del CEso 18°C con 2 h (3.17%)
o Valor del CEso 18°C con 8 h (3.96%)
e Valor del CEso 18°C con 24 h (3.95%)
Agua de la Pista olimpica de remo y

canotaje

9.3. Experimentos de toxicidad aguda
9.3.1. Concentracion letal media (CLso)

En la figura 9, se muestra la representacion grafica los puntos de los valores de
la pruebaprobit contra el logaritmo de la concentracion de equivalentes de
microcistinas contenidas en el extracto crudo, para 18 y 25°C. Desde una
perspectiva general, se observa una tendencia que indica que a menor
temperatura en comparacion con una temperatura mas alta se necesita mayor

cantidad de extracto crudo para poder apreciar un efecto.

Para este caso el calculo de la concentracion se realizd con el método de probit,
para cada temperatura, los valores de Clso fueron a 25°C, 11.32%, lo que

corresponde a 1.69 ug L' de equivalente de microcistinas, y a 18°C el valor de

fue de 13.76% lo que corresponde por su parte a 2.05 ug L' de equivalente de
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microcistinas. Sin embargo con ayuda de la figura 9, se podria calcular con el

despeje de la variable “x" y la sustitucién de “y” con valores probit, de la ecuacion

de la recta, la cual se obtiene de la regresion lineal aplicada a los valores de

probit y el logaritmo de la concentracion.

y= 2.8622x + 1.9122; r* = 0.9718; CL,,: 2.05 mgL-1" (2.01 mgL-1"%) \

18°C

Valores Probit

-0.8 -06 -04 -02 00 0.2 0.4 0.6

Log (MC’s) mgL ™t

y=2.8698x + 2.2034; r* = 0.9612; CL,: 1.69 mgL-1"1 (1.54 mgL-1"Y)

25°C

Valores Probit

-0.8 -06 -04 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4
L . -1
og (MC’s) mgL

Figura 9. Representacion grafica de las unidades Probit, contra el logaritmo de la concentraciéon de
equivalentes de microcistinas contenidas en el extracto crudo, utilizados para obtener el valor de la
concentracion letal media (CLso) en S. vetulus. 18°C y 25°C. Mediante una regresion lineal. R?: Coeficiente
de determinacién. C.V: Coeficiente de variacion. Once tratamientos. Cinco repeticiones por tratamiento
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9.3.2. Palpitaciones del corazon

En la figura 10 se puede observar el efecto que tiene la temperatura sobre la
respuesta fisioldgica cardiaca (palpitaciones por minuto) de S. vetulus, cuando se
expone a diferentes porcentajes de extracto crudo. Se puede observar en ambas
temperaturas que conforme aumenta el porcentaje de extracto crudo, existe una
reducciéon significativa de las palpitaciones cardiacas (ANDEVA: F= 1,271.667%
p<0.001; tabla 5). De igual forma se observa una disminucion significativa de las
palpitaciones con el aumento del tiempo de exposicidn al extracto (ANDEVA: F=
5,062.216* p<0.001; tabla 5).

Referente al tiempo de exposicion, se observa que a menor tiempo (1 y 2 h) de
exposicién los tratamientos con las mayores concentraciones de equivalentes de
microcistinas, reducen las palpitaciones en un 11% para 18°Cy un 21% para 25°C.

Mientras que después de 24 h de exposicién la reduccion de las palpitaciones es

de 34% para 18°C y 54% para 25°C mostrando una mayor diferencia significativa
(ANDEVA: F=1,162.354*; p<0.001; tabla 5) con respecto a 1y 2 h, lo que indica

un mayor efecto con mayor tiempo de exposicion.

Por otro lado, haciendo una comparacion en las palpitaciones (Fig. 10) con
respecto a las temperaturas, se puede observar una diferencia significativa en el
nimero de palpitaciones por minuto, obteniendo promedios de 454
palpitaciones/min  para los tratamientos controles de 25°C y 314
palpitaciones/min para los controles de 18°C, disminuyendo significativamente
este promedio para cada temperatura (ANDEVA: F= 10,4056.06; P<0.001*, tabla
5), conforme aumenta el porcentaje de extracto crudo y el tiempo de exposicion.
Se enfatiza que la temperatura tiene el mayor efecto sobre el nimero de

palpitaciones/min.




Palpitaciones cardiacas a 18°C Palpitaciones cardiacas a 25°C
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horas de exposicion 24 horas de exposicion

5

Control 0.5984 1.1968 1.7952 2.3936 Control 0.5984 1.1968 1.7952 2.3936
Concentracion de microcistina (ug/L) Concentracion de microcistina (ug/L)

Figura 10. Representacion grafica a 18 y 25°C de las palpitaciones cardiacas de S. vetulus con relacién al tiempo|
de exposicidon y a la concentracién de equivalentes de microcistinas. Media obtenida de cinco repeticiones * error
estandar. Letras representan diferencias significativas entre tratamientos (Tukey p<0.05).
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Tabla 5. Analisis de varianza de tres vias (ANDEVA). Para determinar si existen diferencias
significativas entre la concentracion de extracto crudo y el tiempo de exposicion, sobre las
pulsaciones cardiaacas de S. vetulus. Donde, DF: Grados de Libertad, SS: Suma de Cuadrados,
MS: Media de cuadrados, #Prueba de Fisher, p: Valor P. * indica que el valor es significativo con
0.001, ns = no significativo
Pulsaciones del corazén a 18°y 25°C

Fuente de variacién DF SS MS F p
Concentracién 4 585813.072 146453.27 15033.697 <0.001*
Hora de Exposicién 3 147943.275 49314.425 5062.216 <0.001*
Temperatura 1 1013679.469 1013679.5 104056.06 <0.001*
Concentracion x Temperatura 4 49552.628 12388.157 1271.667  <0.001*
Hora de Exposicion x Temperatura 3 33969.808 11323.269 1162.354 <0.001*
Concentracion x Hora de Exposicion 12 34354.706  2862.892 293.881 <0.001*

Residual 320 3117.333 9.742
Total 359 1920863.531 5350.595

9.3.3. Concentracion efectiva media (CEsp)

En la figura 11 se muestran las regresiones lineales con la cuales se obtuvo el

valor de la concentraciéon efectiva media para cada hora de exposicion vy

temperatura. Los CEsy para 18°C, estuvieron en un rango de 1.71 a 2.01 ug L'y
a 25°C de 0.40 a 1.56 pg L. Con estos rangos, se observa una tendencia que
indica que, a menor temperatura en comparacion con una temperatura mas alta,

se necesita mayor cantidad de extracto crudo para poder observar un efecto.




Palpitaciones por minuto del corazén

Palpitaciones por minuto del corazén

=
S
N
=
St
=]
<@
—
D
L]
)
£
=
=
|
g
St
3
2,
@
D
=
=3
2
<9
<
S
s
2
]
a~

Palpitaciones por minuto del corazén

18°C

1 hora de exposicion

25°C

1 hora de exposicion

y =-105.50x + 288,34

2
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y =-101.87x + 406.40

2
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2
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y = -68.45x + 259.18

2
(r"): 0.935
C.V.10.05
CE,,: 1.97

y =-131.03x + 393.71

2
(r):0.919
C.V.8.90
CE50: 0.55

8 horas de exposicion

24 horas de exposicion

y =-149.58x +368.56

(rz): 0.9487
C.V.6.47
CE,,: 0.70

y =-70.15x + 247.06

2
(r):0.9723
C.V.20.99
CE,,: 2.01

24 horas de exposicion

0.5984 1.1968 1.7952 2.3936
Concentracion de microcistina (ng/L)

y =-269.85x +328.60

2
(r ): 0.9940
C.V. 20.90
CE50: 1.56

0.5984 1.1968 1.7952 2.3936

Concentracion de microcistina (ug/L)

Figura 11. Representacion gréafica de la concentracion efectiva media (CEsp) a diferentes tiempos con respecto
a los porcentajes de extracto crudo y a la variacién de las palpitaciones cardiacas en S. vetulus a una temperatura
de 18° y 25°C. Mediante una regresion lineal. R?: Coeficiente de determinacién. C.V: Coeficiente de variacion.
Obtenido de cuatro tratamientos. Cinco repeticiones por tratamiento.
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9.4. Experimentos de toxicidad crdnica (Células de M. aeruginosa)
9.4.1. Supervivencia (Ix), Fecundidad (my) y Densidad poblacional.

Las curvas de supervivencia de S. vetulus en el tratamiento con células de M.
aeruginosa, muestra que la capacidad de la poblacion de sobrevivir es inferior
con un total de 25 dias de supervivencia en comparacién con el grupo control

que obtuvo un total de 31 dias (Fig. 12).

En el caso de la fecundidad se puede observar una tendencia dénde la
reproduccién en el tratamiento control, comenzé a partir del dia 8 obteniendo
un primer pico maximo de reproduccién en el dia 24 y un segundo pico en el
dia 30, concluyendo su ciclo de reproduccién en el dia 38. Realizando la
comparativa correspondiente con el tratamiento donde M. aeruginosa fue
proporcionada como unico alimento, la reproduccién comenzé a partir del dia 4,
presentando dos picos maximos de reproduccién en los dias 12 y 16

respectivamente y finalizando su ciclo reproductivo el dia 22 (Fig. 12).

Por ultimo, para la curva de crecimiento poblacional de S. vetulus en ausencia de

células de M. aeruginosa se obtuvo un promedio de 108 ind mL™" (Fig. 12). Es

notable apreciar una diferencia significativa en la densidad de individuos con el
tratamiento con M. aeruginosa como alimento. Siendo la densidad del

tratamiento de 29 ind mL™".
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Control Control
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Densidad poblacional( ind. mL

40

Zom
0

10 20 30 0 10 20 30

Tiempo (Dias)

Figura 12. Supervivencia (lx), Fecundidad (mx) y Densidad poblacional de S. vetulus con células individuales
de M. aeruginosa como dieta. Media obtenida de cinco repeticiones + error estandar.

9.4.2. Parametros demograficos (tabla de vida y crecimiento poblacional)

El tratamiento control de S. vetulus mostrd los valores de mayor tamafio en la
variable promedio de vida, alcanzando un total de 16 dias (Fig. 13). Los resultados
obtenidos demuestran que estos organismos al estar en contacto y consumir M.
aeruginosa en comparacion con el control reducen su promedio de vida con
diferencias significativa entre ellos, alcanzado 6 dias respectivamente (ANDEVA:
F=21.227;P<0.001* tabla 6).

Los datos obtenidos para la esperanza de vida, resultaron seguir la misma

tendencia de los datos del promedio de vida, el valor mas alto obtenido (12 dias)

fue para el control, que contenia medio EPAy S. acutus a 0.5 x 10° cel mL"" como

alimento, decreciendo para el caso del tratamiento de M. aeruginosa como
alimento, la esperanza de vida fue de 5 dias (Fig.13), con diferencia significativas
(ANDEVA: F= 20.703; P<0.001*, tabla 6) con respecto al control.

El tiempo generacional para el control, se encontro alrededor de los 20 dias,

siendo significativamente mayor en comparacién con el tratamiento de M.
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aeruginosa, el cual disminuyo hasta los 15 dias (ANDEVA: F=29.1; P<0.001*, tabla
6),

En cuanto a la evaluacion de las variables reproductivas, la tasa de reproduccion
bruta demostré tener una mayor reproduccién en el grupo control alcanzado
valores en promedio de mas de 48 neonatos por dia (Fig. 13) en comparacién
con el tratamiento de M. aeruginosa como alimento, que fue significativamente
menor, observando una reduccion en su reproduccién, con menos de 40
neonatos por dia aunque no existen diferencias estadisticas significativas entre
los tratamientos(ANDEVA: F= 1.686; P 0.242, tabla 6).

Por otro lado, la tasa reproductiva neta mostré una tendencia similar existiendo
un mayor nimero de neonatos sobrevivientes en el tratamiento control con un
promedio de 18 neonatos por dia. Se obtuvo una diferencia significativa en
comparacién con el tratamiento de M. aeruginosa (ANDEVA: F=27.721; P<0.001%,

tabla 6) el cual obtuvo en promedio un total de 10 neonatos por dia (fFg. 13).

Por ultimo, la tasa de crecimiento poblacional (r) de S. vetulus para el caso de la
tabla de vida, muestra la misma tendencia observada con anterioridad, siendo el
grupo control el que tuvo una mayor tasa de crecimiento de la poblacion con
0.12 ind d' (Fig. 13), presentando diferencia significativa (ANDEVA: F= 9.29; P
0.023, tabla 6) con el tratamiento de M. aeruginosa que obtuvo un promedio de
0.10 ind d™' (Fig. 13).

Finalmente, es posible observar que la tasa de crecimiento en el crecimiento
poblacional presentd la misma tendencia que su contraparte de la tabla de vida
con un total de 0.09 d™' para el grupo control (Fig. 13). Por otro lado, se aprecia

que el tratamiento de M. aeruginosa como alimento tuvo un mayor impacto

sobre el crecimiento alcanzando una tasa de crecimiento promedio de 0.04 d-'
presentando diferencias significativas (ANDEVA: F= 124.442; P<0.001*, tabla 6)

respecto al tratamiento control.
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Figura 13. Variables demogréficas de S. vetulus, con células individuales de M. aeruginosa. Media obtenida de
cinco repeticiones + error estandar. Letras representan diferencias significativas entre tratamientos.

Ademas, cabe resaltar que las tasas de crecimiento de la tabla de vida y del
crecimiento poblacional resultaron ser diferentes entre si, con respecto a los
individuos por dia, lo que podria indicar por la naturaleza de cada prueba que se

estan presentado interacciones entre las especiesi, como la competencia
intraespecifica.




Tabla 6. Analisis de varianza una via (ANDEVA). Para determinar si existen diferencias
significativas entre el tratamiento con una dieta de M. aeruginosa a concentracion de 0.5 x 106
cel mL 1Y el tratamiento testigo con una dieta de S. acutus a concentracion de 0.5 x 106 cel mLs
1 sobre las variables demograficas de S. vetulus. Donde, DF: Grados de Libertad, SS: Suma de
Cuadrados, MS: Media de cuadrados, #* Prueba de Fisher, P: Valor P. * indica que el valor es
significativo con 0.001, ns = no significativo.

Promedio de vida
Fuente de variacion SS MS F P
Entre grupos 140.74 140.74  21.227 <0.001*
Residual 39.781 6.63
Total 180.521
Esperanza de vida
Entre grupos 111.751 111.751 20.703 <0.001*
Residual 32.388 5.398
Total 144.139
Tasa bruta de reproduccion
Entre grupos 1 288.5 288.5 1.686
Residual 6 1026.798 171.133
Total 7 1315.298
Tasa neta de reproduccién
Entre grupos 147.981 147.981 27.721 <0.001*
Residual 32.029 5.338
Total 180.011
Tiempo generacional
Entre grupos 62.824 62.824 29.1
Residual 41.42 6.903
Total 104.244
Tasa de crecimiento (Tabla de vida)
Entre grupos 1 0.00859 0.00859 9.29 0.023 ns
Residual 6 0.00555 0.000925
Total 7 0.0141
Tasa de crecimiento (Crecimiento poblacional)
Entre grupos 1 0.00289 0.00145 124.442 <0.001*
Residual 9 0.000105 0.0000116
Total 11 0.003




9.5. Experimentos de toxicidad crénica (Extracto crudo y temperatura)
9.5.1. Supervivencia (Ix) y Fecundidad (my)

Las curvas de supervivencia de S. vetulus obtenidas a temperaturas diferentes
muestran situaciones en comun, como el hecho de que a mayor porcentaje del
extracto crudo, es  mayor la concentracion de equivalentes de microcistinas y
a su vez sera menor la capacidad de la poblacion para sobrevivir. Por otro lado,
se observa que a 25°C en el caso del tratamiento control la supervivencia alcanzé
un maximo de 32 dias a comparacion con los 41 dias de supervivencia a 18 °C,

lo que nos indica que a menor temperatura la supervivencia es mayor (Fig. 14).

Ademas, en presencia del extracto crudo existe una tendencia hacia la reduccién
de la supervivencia, la cual es mayor cuando la temperatura es alta (25°C), lo que
indicaria una sinergia entre la concentracién de equivalentes de microcistinas del

extracto crudo y la temperatura.

Por otro lado, de manera mas detallada, la supervivencia de S. vetulus en los
tratamientos controles a 18°C fue de 41 dias, presentando diferencias
significativas con su contraparte de 25°C (ANDEVA: F= 147; P<0.001*, tabla 7), el
cual tuvo una supervivencia de 31 dias. En presencia del extracto crudo los

tratamientos que tenian una concentracion de equivalentes de microcistinas de

0.10 pg L' para 18°C y 0.084 ug L' para 25°C (concentraciones bajas), la

supervivencia fue de 39 y 26 dias respectivamente presentando diferencias
significativas entre si (ANDEVA: F= 49.148; P<0.001*, tabla 7) pero no con sus
respectivos tratamientos controles. Por ultimo, en presencia del extracto crudo
con concentraciones de 021 pg L' para 18°C y 0.17 ug L' para 25°C
(concentraciones altas), la supervivencia disminuyé a 33 y 18 dias
respectivamente, con diferencias significativas entre si y con los tratamientos
controles (P<0.001 ANDEVA: F=49.148; P<0.001%*, tabla 7).




Tabla 7. Anélisis de varianza de dos vias (ANDEVA). Para determinar si existen diferencias
significativas entre la concentracion de equivalentes de microcistinas del extracto crudo y la
temperatura de exposicion, sobre la supervivencia de S. vetulus. Donde, DF: Grados de Libertad,
SS: Suma de Cuadrados, MS: Media de cuadrados, F* Prueba de Fisher, P: Valor P. * indica que
el valor es significativo con 0.001, ns = no significativo

Fuente de variacion
Temperatura
Concentracion
Temperatura x Concentracion
Residual
Total

DF SS MS F P

1 661.5 661.5 147 <0.001*
2 442333 221.167 49.148 <0.001*
2 7 3.5 0.778 0.474 ns
18 81 4.5

23 1191.833 51.819
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Figura 14. Supervivencia (Ix) de S. vetulus en tratamientos de extracto crudo con diferentes
concentraciones de equivalentes de microcistinas a 18 y 25°C. Media obtenida de cinco repeticiones *
error estandar.




Por otro lado, para el caso de la fecundidad se pueden observar patrones
diferentes con respecto a la temperatura. En todos los tratamientos, se observa
en primera instancia que los picos de reproduccion son mayores a 25°C en
comparacion con 18°C y el tiempo de reproduccion fue menor a 25°C en

presencia del extracto crudo en comparacion a los 18°C (Fig. 15).

Por otra parte, con respecto al inicio y término de la reproduccién para el caso
de los tratamientos controles (25°C y 18°C), la reproduccion comenzo a partir del
dia 8 y dia 9 respectivamente. Se obtuvieron picos maximos de reproduccién en
el dia 24 y un segundo pico en el dia 30 en 25°C. Para el caso de 18°C los picos
de maxima reproduccion los tuvo los dias 22 y 26. Los ciclos de reproduccion
concluyeron los dias 29 y 38 respectivamente. De igual manera se observa que a
18°C la reproduccion con respecto al nimero de crias por dia es menor que a
25°C.

Para los tratamientos con concentraciones bajas de equivalentes de microcistinas
(0.10 ug L' para 18°C y 0.084 ug L' para 25°C), la reproduccién comenzé los
dias 10 y 6 respectivamente (Fig. 15), obteniendo el primer pico de reproduccién
los dias 11 y 7 respectivamente. Posteriormente, se registro para ambos casos un
segundo pico de reproduccion que resultaban ser mayores al primero los dias 28
y 17. Cabe resaltar que, respecto al tratamiento de concentracion baja a 18°C el
tiempo de reproduccion fue mayor en comparacion con su grupo control, lo que
indicaria un efecto de hormesis (respuesta bifasica a un agente ambiental
caracterizada por una estimulacion de dosis baja o efecto beneficioso y un efecto
inhibidor o toxico de dosis alta (Calabrese y Brain, 2005). Sin embargo, este efecto

Unicamente se observa a bajas temperaturas. Por otro lado, en comparacion con

los controles y las concentraciones altas (0.21 pg L' para 18°C y 0.17 ug L para

25°C), los tratamientos con concentraciones bajas de equivalentes de
microcistinas, fueron los que mostraron los picos con mayor reproduccién para
25y 18°C.




Por ultimo, para los tratamientos con concentraciones altas (0.21 ug L' para 18°C
y 0.17 pg L para 25°C) la reproduccion comenzo los dias 11 y 7, obteniendo
para el caso de 25°C solamente un pico de reproduccién en el dia 12,
concluyendo el ciclo reproductivo el dia 20 (Fig. 15). Para el tratamiento a 18°C
los picos maximos de reproducciéon se registraron los dias 22 y 27, concluyendo

el ciclo reproductivo a los 29 dias del comienzo.

Control 18°C Control 25°C

Pt

Extracto 0.68%

Extracto 0.56%

)
S
o
=
<
15
o
o
(%]
S
©
o
o
£

=

@
=
©
c
>
O
[¢5]
Lo

Extracto 1.37% ] Extracto 1.13%

2
Dias
Figura 15. Fecundidad (my) de S. vetulus con diferentes concentraciones de equivalentes de microcistinas en

el extracto crudo a 18 y 25°C. Media obtenida de cuatro repeticiones + error estandar.
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9.5.2. Edad de la primera reproduccion

En la figura 16, se muestran los dias de las primeras reproducciones basadas en
la prueba de fecundidad para los tratamientos controles concentraciones bajas y
altas de 18 y 25°C. Se puede observar que a alta temperatura (25°C), el dia de la
primera reproduccion fue el mismo para el tratamiento control y los tratamientos
experimentales (dia 7), mientras que, para 18°C los dias de la primera
reproduccién fueron para el tratamiento control el dia 9, para el tratamiento de
concentracion baja el dia 10 y para el tratamiento de concentracién alta fue el
dia 11. Estas tendencias en ambas temperaturas nos podria indicar un estrés que
esta dado por las altas temperaturas, independientemente de la concentracién
de equivalentes de microcistinas del extracto crudo. Ademas, se observa que
existen diferencias significativas entre las dos temperaturas con respecto a los
dias de la primera reproducciéon (ANDEVA: F=121; P<0.001*, tabla 8).
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Figura 16. Dias de la primera reproduccién de S. vetulus en tratamientos con concentraciones de
equivalentes de microcistinas (ug L) a 18 y 25°C. Media obtenida de cinco repeticiones +* error estandar.
Letras representan diferencias significativas entre tratamientos (Tukey p<0.05).




Tabla 8. Anélisis de varianza de dos vias (ANDEVA). Para determinar si existen diferencias
significativas en la edad de la primera reproduccién con la influencia de la temperatura (18 y
25°C) sobre el efecto del extracto crudo de M. aeruginosa. Donde, DF: Grados de Libertad, SS:
Suma de Cuadrados, MS: Media de cuadrados, /' Prueba de Fisher, P: Valor P. * indica que el
valor es significativo con 0.001, ns = no significativo.

Edad de la primera reproduccion
Fuente de variacion DF SS MS F P
Temperatura 1 45.375 45.375 121 <0.001*

Concentracion 2 0.583 0.292 0.778 0.474 ns

Temperatura x Concentracion 2 525 2.625 7 0.006 *
Residual 18 6.75 0.375
Total 23 57.958 2.52

9.5.3. Pardmetros demogréficos (tabla de vida)

En la figura 17, se observan las diferentes variables demograficas medidas para
este experimento. En el caso del promedio de vida se observa la tendencia, donde
a mayor temperatura menor es el promedio de vida, presentando diferencias
significativas (ANDEVA: F= 143.831; P<0.001* tabla 9) en comparacion con la
baja temperatura, sin importar las concentraciones de equivalentes de
microcistinas. Por otro lado, con respecto a la concentracion de equivalentes de
microcistinas en el extracto crudo, se observa una tendencia hacia la disminucién
del promedio de vida conforme aumenta la concentracion de estas sin importar
la temperatura a la que se encuentre, pero remarcando que un efecto combinado
de temperatura-toxina; el tratamiento de concentracion alta a 25°C fue el
tratamiento mas afectado por estas variables presentando diferencias
significativas con el resto de los tratamientos (ANDEVA: F= 34.572; P<0.001%,
tabla 9).

Los datos obtenidos en la esperanza de vida resultaron seguir la misma tendencia
que los datos del promedio vida, los valores mas altos obtenidos fueron en los

controles (27 dias para 18°C y 12 dias para 25°C), que contenian medio EPA y S

acutus a 05 x 10° cel mL' como alimento, disminuyé consecuentemente

conforme aumenté la concentracion de equivalentes de microcistinas vy

remarcando una mayor supervivencia a temperaturas bajas. Nuevamente, es claro
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observar que existe un efecto combinado de temperatura-toxina con un mayor
impacto en los tratamientos a 25°C, presentando diferencias significativas con el
resto de los tratamientos a 18°C (ANDEVA: F= 33.375; P<0.001%*, tabla 9).

En cuanto a la evaluacion de las variables reproductivas, la tasa de reproduccion
bruta demostrd tener una mayor reproduccion en el control, alcanzado valores
en promedio de mas de 48 neonatos por dia a 25°C (Fig. 17). Mientras que, a
18°C el tratamiento control con 25 neonatos por dia fue significativamente menor
(ANDEVA: F=13.292; P<0.001%*, tabla 9) con su contraparte. Cabe resaltar que en
las variables reproductivas a una baja temperatura (18°C) y a una baja
concentraciéon de equivalentes de microcistinas (0.10 ug L") el nimero de
neonatos por dia es significativamente mayor (Tukey p<0.05) en comparacién
con el tratamiento control, lo que indicaria que existe un estimulo por las bajas
concentraciones de las toxinas (hormesis). Sin embargo, este efecto de estimulo
no se observa a 25°C, por lo que en este caso el nimero de neonatos por dia
disminuye de manera significativa (ANDEVA: F= 5.061; P 0.018 tabla 9) con el

aumento de la concentracion.

La tasa reproductiva neta mostro una tendencia similar a la tasa de reproduccién
bruta, existiendo una mayor reproduccién en el tratamiento control a 25°C en
comparacion con los neonatos por dia del grupo control a 18°C. Por otro lado, a

baja temperatura (18°C) se observa que en los tratamientos de baja concentraciéon

de equivalentes de microcistinas (0.10 pg L") al igual que en la tasa de

reproducciéon bruta, el nimero de neonatos por dia es significativamente mayor
(ANDEVA: F= 57.278; P<0.001* tabla 9) en comparacion con el tratamiento
control, lo que indicaria que existe un estimulo por parte de las bajas

concentraciones de las toxinas (hormesis) (Fig. 17).

El tiempo generacional para los tratamientos controles (18 y 25°C) fueron de
alrededor de 22 y 20 dias respectivamente, mostrando diferencias significativas

con respecto a sus respectivos tratamientos experimentales (ANDEVA: F=27.722;
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P<0.001* tabla 8). Cada uno de los tratamientos disminuyd significativamente
(ANDEVA: F=27.722; P<0.001*, tabla 8) su tiempo de generacion con el aumento
de la concentracion de equivalentes de microcistinas, esto sin tener un efecto

claro de la temperatura (Fig. 17).

La tasa de crecimiento poblacional (r) de S. vetulus muestra una tendencia en la
cual existe mayor crecimiento en el experimento de 25°C en comparaciéon con
18°C, presentando en esta ocasion un efecto de estimulo por parte del
tratamiento de concentracién baja. Para el caso de los controles, se obtuvieron
tasas de crecimiento de 0.08 d' para 18°C y 0.12 d'" para 25°C con diferencias
significativas entre ellos (ANDEVA: F= 122.075; P<0.001*, tabla 9). Cabe resaltar
que en ambas temperaturas las tasas de crecimiento en los tratamientos con
concentraciones bajas de equivalentes de microcistinas fueron significativamente
mayores (ANDEVA: F=19.147; P<0.001%*, tabla 9) en comparacion con el control,

lo que indicaria el efecto antes mencionado (hormesis). Por ultimo, en los

tratamientos con concentraciones de 0.21 ug L' para 18°Cy 0.17 ug L' para 25°C

(concentraciones altas), es notable observar los valores de la tasa de reproduccién
para cada uno de sus respectivos casos, ya que fueron los que tuvieron menor
tasa de crecimiento con 0.04 d'y 0.1 d" respectivamente sin presentar diferencia
significativa para cada tratamiento (ANDEVA: F= 0.767; P 0.469, tabla 9). (Fig. 17).
Ademas, entre estos dos tratamientos es notorio observar que existe una
diferencia significativa con respecto a la temperatura (ANDEVA: F= 122.075;
P<0.001* tabla 9).
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Figura 17. Variables demogréaficas de S. vetulus en tratamientos de extracto crudo a 18 y 25°C. Media
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Tabla 9. An4lisis de varianza de dos vias (ANDEVA). Para determinar si existen diferencias
significativas de la influencia de la temperatura (18 y 25°C) sobre el efecto del extracto crudo
de M. aeruginosa, en las variables demograficas de S. vetulus. Donde, DF: Grados de Libertad,
SS: Suma de Cuadrados, MS: Media de cuadrados, F* Prueba de Fisher, P: Valor P. * indica que
el valor es significativo con 0.001, ns = no significativo.
Promedio de vida
Fuente de variacion DF SS MS F P
Temperatura 1 618.119 618.119 143.831 <0.001*
Concentracién 2 987.952 493.976 114.944 <0.001*
Temperatura x Concentracion 2 313.639 156.819 36.49 <0.001*
Residual 18 77.356 4.298
Total 23 1997.065 86.829
Esperanza de vida
Temperatura 1 1213.393 1213.393 300.337 <0.001*
Concentracion 2 279.346 139.673 34.572 <0.001*
Temperatura x Concentracion 2 27.271 13.636 33.375 <0.001*
Residual 18 72.722 4.04
Total 23 1592.732  69.249
Tasa bruta de reproduccién
Temperatura 1 845.778 845.778 <0.001*
Concentracion 2 644.026 322.013 0.018 *
Temperatura x Concentracion 2 515.277  257.638 0.035*
Residual 18 1145.38 63.632
Total 23 3150.462 136.977
Tasa neta de reproduccion
Temperatura 1 170.268 170.268 <0.001*
Concentracion 2 296.693  148.346 <0.001*
Temperatura x Concentracion 2 188.308 94.154 <0.001*
Residual 18 53.508 2.973
Total 23 708.777 30.816
Tiempo generacional
Temperatura 1 212.703 212.703 <0.001*
Concentracion 2 161.433 80.717 <0.001*
Temperatura x Concentracion 2 40.58 20.29 0.006 *
Residual 18 52.409 2.912
Total 23 467.125 20.31
Tasa de crecimiento
Temperatura 1 0.0525 0.0525 122.075 <0.001*
Concentracién 2 0.000661 0.00033 0.767 0.479 ns
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Temperatura x Concentracion 2 0.0165 0.00824  19.147 <0.001*
Residual 18 0.00775  0.00043
Total 23 0.0774 0.00337

9.5.4. Pardmetros demograficos (crecimiento poblacional)

Las curvas de crecimiento poblacional de S. vetulus a diferentes temperaturas
para los tratamientos control muestran en promedio 105 ind mL™" para 25°C y 65
ind mL" para 18°C. Cabe sefalar que, para ambas temperaturas en todos los
tratamientos incluyendo el tratamiento control se tiene la presencia de dos picos
de crecimiento, situacion que a 18°C se presentan con menor intensidad.
Comparando los promedios de los tratamientos controles con sus respectivos
tratamientos a concentraciones bajas de equivalentes de microcistinas (0.10 pg
L' para 18°C y 0.084 ug L' para 25°C) se observa que existe un mayor promedio
de crecimiento (97 ind mL™") para 18°C que para 25°C (91 ind mL"). Remarcando
un mayor crecimiento para el tratamiento de concentracién baja a 18°C, como
ya se ha venido observado en este trabajo. Para el caso de los tratamientos con
concentraciones de 0.21 ug L' para 18°Cy 0.17 ug L™ para 25°C (concentraciones
altas), se puede observar que al aumentar la cantidad de extracto crudo
disminuye la densidad poblacional alcanzando valores de 86 y 60 ind mL" para

25 y 18°C respectivamente (Fig. 18).

Por su lado, las tasas de crecimiento poblacional de S. vetulus a diferentes
temperaturas (Fig. 19) no presentan diferencias significativas los controles en
comparacion con los tratamientos con concentraciones bajas de equivalentes de
microcistinas (0.10 ug L para 18°C y 0.084 ug L' para 25°C), obteniendo 0.08
individuos d' para 25°C y 0.04 individuos d' para 18°C, en el caso de los
controles, mientras que, para los tratamientos se obtuvieron 0.11 individuos d-’

para 25°C y 0.05 ind d' para 18°C. Por Ultimo, es notable observar que los

tratamientos con concentraciones de 0.21 ug L' para 18°Cy 0.17 ug L para 25°C

(concentraciones altas) muestran tasas de crecimiento mas bajas con 0.07
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individuos d™! para 25°C y 0.03 individuos d' para 18°C, mostrando diferencias
significativas con el resto de los tratamientos (ANDEVA: F=9.971; P<0.001*, tabla
11).
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Figura 18. Crecimiento poblacional de S. vetulus en tratamientos de extracto crudo y células individuales de
M. aeruginosa. Media obtenida de cinco repeticiones * error estandar
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Figura 19. Tasa de crecimiento de S. vetulus en tratamientos de extracto crudo a 18 y 25°C. Media
obtenida de cinco repeticiones + error estandar. Las letras representan diferencias significativas entre
tratamientos (Tukey p<0.05).

Tabla 10. Analisis de varianza de dos vias (ANDEVA). Para determinar si existen diferencias
significativas de la influencia de la temperatura (18 y 25°C) sobre el efecto del extracto crudo de
M. aeruginosa, en las variables demograficas de S. vetulus. Donde, DF: Grados de Libertad, SS:
Suma de Cuadrados, MS: Media de cuadrados, F: Prueba de Fisher, P: Valor P. * indica que el
valor es significativo con 0.001, ns = no significativo

Promedio de vida
Fuente de variacion DF SS MS F P
Temperatura 1 0.127 0.127 8.213 <0.001*
Concentracion 2 0.0116 0.00579 0.376 0.692 ns
Temperatura x Concentracion 2 0.0299 0.015 9.971 <0.001*
Residual 18 0.277 0.0154
Total 23 0.446 0.0194




9.5.5. Inicio del crecimiento poblacional

En la figura 20, se muestran los dias donde inicio el crecimiento exponencial de
S. vetulus. Se puede observar que a mayor temperatura, los dias del inicio del

crecimiento disminuyen en comparacion con 18°C y en este caso el extracto

crudo provoca efecto significativo en conjunto con la temperatura sobre los dias

iniciales del crecimiento (ANDEVA: F= 32.78; P<0.001*, tabla 9). Por otro lado,
existe una relacion entre los dias en que inicid el crecimiento y las tasas de
crecimiento de la poblacién, observado en general que a 25°C los dias de
crecimiento disminuyen y las tasas de crecimiento incrementan, lo mismo ocurre

con 18°C pero de forma inversa.
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Figura 20. Dias del inicio del crecimiento exponencial de S. vetulus en tratamientos de extracto crudo a 18 y
25°C. Media obtenida de cinco repeticiones * error estandar. Letras representan diferencias significativas entre
tratamientos (Tukey p<0.05).




Tabla 11. Anélisis de varianza de dos vias (ANDEVA). Para determinar si existen diferencias
significativas en la edad del crecimiento exponencial con la influencia de la temperatura (18 y
25°C) sobre el efecto del extracto crudo de M. aeruginosa, Donde, DF: Grados de Libertad, SS:
Suma de Cuadrados, MS: Media de cuadrados, #* Prueba de Fisher, P: Valor P. * indica que el

valor es significativo con 0.001, ns = no significativo.
Edad del inicio del crecimiento
Fuente de variaciéon DF SS MS F P

Temperatura 1 155.042 155.042 272.268 <0.001*
Concentracion 2 31 15.5 27.22 <0.001*
Temperatura x Concentracion 2 37.333 18.667 32.78 <0.001*

Residual 18 10.25 0.569

Total 23 233.625 10.158

9.6. Mediciones de los organismos

En la tabla 12 se puede observar el promedio de las mediciones en adultos del
largo y ancho del cuerpo de S. vetulus asi como de su intestino. Las mediciones
de los individuos al final del experimento de crecimiento poblacional muestran
una disminucion significativa en cada parte medida (ANDEVA: F=32.72; P<0.001%,
tabla 14), sobre todo justo al final del experimento y cuando la concentracién de
equivalentes de microcistinas aumenta. Para el caso de la temperatura, se observé
que esta presenta diferencias significativas (tabla 13) en las respuestas del

tamafio. Sin embargo, cabe sefialar que a menor temperatura los organismos

tanto adultos como neonatos fueron ligeramente mas grandes.

Por otro lado, en el tratamiento de M. aeruginosa como alimento, se observa que
los tamafos fueron los mas afectados al finalizar el experimento siendo
significativamente diferentes (ANDEVA: F= 32.72; P<0.001*, tabla 14) tanto para

adultos como neonatos.

En la tabla 13, se puede observar el promedio de las mediciones en neonatos del

largo y ancho del cuerpo de S. vetulus asi como de su intestino. Siguiendo la
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misma tendencia que los adultos, las medidas de los individuos al final del

experimento de crecimiento poblacional muestran una disminucion significativa

en cada parte medida (ANDEVA: F=32.72; P<0.001*, tabla 14), sobre todo justo
al final del experimento y cuando la concentracion de equivalentes de
microcistinas aumenta. Para el caso de la temperatura, se observd que esta, no
presenta un efecto que provoque diferencias significativas (tabla 14) en las
respuestas del tamafio. Sin embargo, cabe sefialar que a menor temperatura los

organismos tanto adultos como neonatos fueron ligeramente mas grandes.

Tabla 12. Tamarfio (Largo, ancho e intestino) de adultos de .S. vetulus antes y después de ser expuestos a diferentes
concentraciones de equivalentes de microcistinas en el extracto crudo a 18 y 25°C y células individuales de
Microcystis aeruginosa. Media obtenida de cinco repeticiones + error estandar.

Adultos
Temporada  Medida Control Olpg L™ 0.084 ug L™ 021ugL* 0.17ug L™ M. aeruginosa
18°C 25°C 18°C 25°C 18°C 25°C 25°C

Largo 1363.18 1361.42 1362.88 1360.48 1364.86 1361.42 1358.9

Inicio Ancho 852.12 860.68 864.66 873.24 864.96 869.52 857.3
Intestino 1285.04 1286.04 1275.64 1268.7 1272.75 1274.14 1284.08

Largo 1362.26 1359.42 1344.1 1338.54 1331.52 1327.52 1325.69

Ancho 848.8 858.36 837.78 820.92 817.86 812.46 810.25

Intestino 1280.78 1281.14 1253.16 1230.16 1225.32 1222.32 1219.78

Tabla 13. Tamario (Largo, ancho e intestino) de neonatos de S. vetulus antes y después de ser expuestos a diferentes
concentraciones de equivalentes de microcistinas en el extracto crudo a 18 t 25°C y células individuales de
Microcystis aeruginosa. Media obtenida de cinco repeticiones + error estandar.

Neonatos
Temporada Medida Control 01pgL* 0.084 g L™ 021pglL™*  017pg Lt M. aeruginosa
18°C 25°C 18°C 25°C 18°C 25°C 25°C

Largo 610.4 609.56 612.68 611.66 611.92 610.32 610.34

Inicio Ancho 350.02 350.36 359.1 361.4 361.18 360.18 350.36
Intestino 462.84 461.66 468.66 465.06 469.3 467.5 461.66

Largo 612.36 611.986 605.86 603.54 602.12 600.58 492.78

Ancho 353.84 346.88 351.22 352.98 341.175 339.24 339.24

Intestino 463.5 463.88 441.8 438.34 429.98 427.62 427.62




Tabla 14. An4lisis de varianza de tres vias (ANDEVA). Para determinar si existen diferencias
significativas, cuando se ofrece una dieta de M. aeruginosay en influencia de la temperatura (18
y 25°C) sobre el efecto del extracto crudo de M. aeruginosa, en el tamano de diferentes secciones
de S. vetulus. Donde, DF: Grados de Libertad, SS: Suma de Cuadrados, MS: Media de cuadrados,
F: Prueba de Fisher, P: Valor P. * indica que el valor es significativo con 0.001, ns = no
significativo.
Largo de neonatos
Fuente de variacion DF SS MS F P
Temperatura 1 1.482 1.482 0.158 0.693 ns
Tiempo 1 259.459 259.459 27.694 <0.001*
Concentracién 2 181.678 90.839 9.696 <0.001*
Temperatura x Tiempo 1 19.074 19.074 2.036 0.16 ns
Temperatura x Concentracion 2 13.507 6.753 0.721 0.492 ns
Tiempo x Concentracion 2 318.612 159.306 17.004 <0.001*
Temperatura x Tiempo x Concent. 2 32.409 16.205 1.73 0.188 ns
Residual 48  449.696 9.369
Total 59 1275.917 21.626
Ancho de neonatos
Temperatura 1 3.553 3.553 0.0563 0.813 ns
Tiempo 1438.641 1438.641 22.812 <0.001*
Concentracién 525.624 262.812 24.167 <0.001*
Temperatura x Tiempo 24.067 24.067 0.382 0.54 ns

Tiempo x Concentracion 760.972 380.486 26.033 <0.001*
Temperatura x Tiempo x Concent. 318.832 159.416 2.528 0.09 ns

Residual 48 3027.108 63.065

Total 59 6102.569 103.433

Intestino de neonatos

Temperatura 1 52.641 52.641 0.418 ns
Tiempo 1 6767.064 6767.064 <0.001*
Concentracion 2 2126.905 1063.453 <0.001*
Temperatura x Tiempo 1 8.817 8.817 0.74 ns
Temperatura x Concentracién 2 20.769 10.385 0.877 ns
2
2

1
2
1
Temperatura x Concentracion 2 3.772 1.886 0.029 0.971 ns
2
2

Tiempo x Concentracion 4164.784 2082.392 <0.001*
Temperatura x Tiempo x Concent 1.937 0.969 0.988 ns
Residual 48 3789.98 78.958
Total 59 16932.897 286.998
Largo de adultos
Temperatura 1 98.817 98.817 . 0.198 ns
Tiempo 1 4671.073 4671.073 <0.001*
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Concentracion
Temperatura x Tiempo
Temperatura x Concentracion
Tiempo x Concentracion

Temperatura x Tiempo x Concent.

Residual
Total

Temperatura

Tiempo
Concentracién

Temperatura x Tiempo
Temperatura x Concentracion
Tiempo x Concentracion
Temperatura x Tiempo x Concent
Residual
Total

Temperatura

Tiempo
Concentracion

Temperatura x Tiempo
Temperatura x Concentraciéon
Tiempo x Concentracion
Temperatura x Tiempo x Concent
Residual
Total

2 2107.289 1053.645
1 0.0167 0.0167
2 16.917 8.459
2 2254505 1127.253
2 38.565 19.283
48 2789.46 58.114
59 11976.643 202.994
Ancho de adultos
1 397.838 397.838
1 10770.92 10770.92
2 3539.56 1769.78
1 15.913 15.913
2 861.043 430.521
2 3594.894 1797.447
2 1382977 691.489
48 5856.076  122.002
59 26419.222 447.783
Intestino de adultos
1 32.708 32.708
15827.504 15827.504
9548.953 4774.477
927.48 927.48

6184.626 3092.313
842.144 421.072
48 34017.92  708.707
59 67847.817 1149.963

1
2
1
2 466.48 233.24
2
2

18.131
0.00287
0.146
19.397
0.332

<0.001*
0.987 ns
0.865 ns
<0.001*
0.719 ns

0.077 ns
<0.001*
<0.001*
0.72 ns
0.037
<0.001*
0.006 *

0.831 ns
<0.001*
<0.001*
0.258 ns
0.721 ns
<0.001*
0.556 ns




X. Discusi(')n

El género de cianobacterias Microcystis es el mas frecuente formador de
floraciones en los cuerpos de agua continentales (Komarek y Komarkova-
Legnerova, 2002), especialmente la especie como M. aeruginosa la cual es capaz
de producir hepatotoxinas. En este trabajo se encontrd que la especie dominante
del florecimiento cianobacterial en la Pista olimpica de remo y canotaje “Virgilio
Uribe” fue M. aeruginosa, con tallas promedio de las colonias de 397 ym de largo
y 476 pym de ancho. El tamafo promedio de las células fue de 4.78 um. Estas
medidas concuerdan con las reportadas por Vidal y Pérez en 2009, los cuales
encontraron que las formas de las colonias son irregulares y que pueden medir
352 ym en promedio de largo (min: 55,0; max: 650) y 402 ym de ancho (min:
55,0; max: 725) y las células presentan tamafios promedio de 4,9 ym (min: 3,0;
max: 7,0), luego de la division celular. Debido a este gran tamafio de las colonias,
los organismos como los claddceros que se alimentan de manera generalista no

pueden consumirlas (De Bernardi y Giussani, 1990).

La especie M. aeruginosa es capaz de producir una serie de metabolitos
secundarios, denominados como cianotoxinas, dentro de las cuales se encuentran
las microcistinas. Estas ultimas son responsables de mas del 60 % de los casos
de intoxicacion en todo el mundo (Ohtake et a/, 1989), provocan efectos agudos
y cronicos que pueden causar la inhibicion de la proteina fosfatasa (PP1 y PPA2)
y promover la hiperfosforilacion de la proteina intracelular resultante, también
conducen a la alteracion de los filamentos intermedios que forman el
citoesqueleto (Carmichael, 1992). Se han establecido limites permisibles de esta
sustancia que permiten tener un marco de control alrededor del mundo. La World

Health Organization (WHO) en 1998 establecio la concentracion permisible para

agua potable de 1 ug L' de microcistinas disueltas. Mientras que en relacién con

los niveles permisibles de microcistinas para lagos de recreacion, Chorus y
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Bartram (1999) mencionan que estos deben tener un maximo de 20 ug L' cuando
Microcystis es dominante. La concentracion de esta toxina de la pista de remo y
canotaje de Xochimilco fue de 3.78 ug L-', lo que nos indica que estamos dentro
del limite permisible. La pista de remo y canotaje anteriormente ha presentado
concentraciones de microcistinas de 3.42 y 3.55 ug L' (Arzarte-Cardenas et al,
2010) y 277 pg L' (Pineda-Mendoza et al, 2012). Esto indica, que las
concentraciones de microcistinas en los ultimos 10 afios se han mantenido

estables en un rango acorde al tipo uso que se la da a la pista de remo y canotaje.

Sin embargo, para 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
presentar cuadros clinicos con sintomas subletales, caracterizados por desérdenes
gastrointestinales, alergias, irritaciones en la piel y dafios en los ojos de nadadores
y bafistas (NRA, 1990).

Por otro lado, para el caso de las células de Microcystis, en este trabajo se logré
cuantificar un total de 196,600 cel mL" lo que indica que es un florecimiento
catalogado como alto, esto de acuerdo a los niveles de referencia manejado por
la WHO (2003) y modificados por Churro y colaboradores (2012) donde este

Ultimo hace mencion de la presencia de espuma sobre el florecimiento cuando

hay concentraciones de células superiores a 100,000 cel mL". Como la pista de

remo y canotaje sobrepasa las 100,000 cel mL', se recomienda que se
implementen acciones que nos permitan prevenir el contacto con el florecimiento
y la espuma, ya que, para presentar una intoxicacion aguda con Microcystis en
promedio se tendrian que consumir 3 litros de agua con una poblacion de unas
200,000 cel ml" (Reynolds, 1991). Y aunque no esté comprobado el consumo de
agua de manera directa o accidental en la pista de remo y canotaje, el nUmero
de células por mililitro que se registraron fue similar a la reportadas para adquirir

una intoxicacion aguda.




En diferentes investigaciones, se menciona que las mediciones de alteraciones
fisioldgicas o conductuales pueden dar una sefial de advertencia antes de que el
dafio sea irreversible. Varios estudios indicaron que el comportamiento de
natacion y los parametros fisioldgicos de individuos de la familia Daphnidae,
pueden verse alterados por una serie de xenobidticos y toxinas tales como toxinas
bacterianas (Herrera et al, 2014; Bownik y Pawlik-Skowronfska, 2019) y
medicamentos (Campbell et al/, 2004). En el presente trabajo los parametros
evaluados por el efecto de extractos crudos fueron, la fisiologia cardiaca con el
numero de palpitaciones por minuto y el crecimiento somatico de Simocephalus,
aportando datos para las proximas evaluaciones con referente al efecto de

cianobacterias.

Para poder evaluar las respuestas de organismos a las cianobacterias y
cianotoxinas se utilizaron pruebas ecotoxicolégicas que se basan en el
reconocimiento de la respuesta de los organismos ante la presencia de agentes
toxicos, y dependen del nivel de exposicion para evaluar la respuesta al agente.
Para ello, las pruebas de toxicidad que se utilizaron en este trabajo describen una
relacion de concentracion-respuesta a corto (CEsg y Clso) o largo plazo (tabla de
vida y crecimiento poblacional) (Hoffman et a/, 2002). En el presente trabajo para
poder evaluar la relacién de concentracién-respuesta a corto plazo y el efecto de
la temperatura sobre esta relacion, se utilizaron pruebas de CLsy (concentracion
letal media) y CEso (concentracion efectiva media). Estas pruebas resultan ser de
tipo agudas, ya que se puede percibir un efecto letal u otro producido por un
agente toxico (cianotoxinas) en un tiempo relativamente corto, aproximadamente

de 1 a 2 dias (APHA, 1992). Los valores de CLsg que se presentaron en este trabajo

fueron 1.69 ug L' para 25°C y 2.05 pyg L' para 18°C, estos valores son

comparables con lo reportado por Sierostawska y Rymuszka (2013), quienes
reportan 2.78 ug L' como valor de Clsg para la microcistina-LR a 20°C. La
disminucion de la concentracién cuando aumenta la temperatura, indica que el

incremento en la temperatura enaltece los efectos inhibitorios de las
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cianobacterias toxicas sobre los daphnidos (Claska y Gilbert, 1998). Por otro lado,
el aumento de la temperatura provoca un incremento en la actividad metabdlica
(Lamkemeyer et al, 2003), por lo que, al tener incrementos de la temperatura los
cladéceros incrementan su actividad, lo que ocasiona que se ingirieran y asimilen
mas rapido las diferentes sustancias (Skadovskiy, 1955; Smirnov, 2017). En este
trabajo se observé que, al aumentar la temperatura a 25°C el efecto del extracto
crudo sobre la mitad de la poblacion es evidente con menor concentracién y

viceversa, esto en un periodo de tiempo definido (24h).

Por otro lado, los valores de CEsy después de 24 h de exposicion a extractos

crudos con equivalentes de microcistinas fueron de 0.589 ug L para 18°C y 0.53

ug L' para 25°C. Se han reportado que el CEso después de 24 h en presencia de
microcistina-LR purificada fue de 0.97 ug L' para Daphnia magna (Sierostawska,
2013) Ademas, se ha demostrado que un aumento en la temperatura provoca
una disminucion en la CEsp, en presencia de extractos de cianobacterias (Hietala
et al, 1997), lo que indica que la temperatura regula la respuesta fisiologica de
este organismo ante extractos de cianobacterias (Lamkemeyer et a/, 2003). Cabe
sefalar que el CEsp es la concentracion calculada estadisticamente de una
sustancia en el medio, que se espera que produzca un determinado efecto en el
50% de los organismos de experimentacién de una poblacion dada (Duffus,
1993). En este caso el efecto evaluado fue la respuesta de la fisiologia cardiaca
(palpitaciones cardiacas), las cuales se redujeron con el aumento de la
concentracion de equivalentes de microcistinas. Se ha demostrado que existe la
reduccion en la frecuencia cardiaca de Daphnia cuando se exponen a extractos
crudos de cianobacterias, lo que podria reflejar una intoxicacién por microcistinas,
aumentando con el paso del tiempo (Herrera et a/, 2014). Tomando en cuenta
este Ultimo punto, los latidos disminuyeron con el aumento en el tiempo de
exposicion a la toxina, esto es comparable con la diminucién de los latidos
cardiacos cuando existe el aumento del tiempo de exposicion y la ingestion de
células de Microcystis observada en Daphnia galeata (Rohrlack et a/, 2005). Por

otro lado, Mishra y colaboradores (2016) reportaron para S. vetulus que los latidos
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cardiacos disminuyen cuando incrementa el tiempo de exposicion a metales

pesados.

La temperatura en este caso juega un papel crucial, ya que la frecuencia cardiaca
aumenta con el incremento de la temperatura (Smirnov, 2017, y segun los
resultados en esta investigacion las palpitaciones cardiacas aumentan con las
altas temperaturas, obteniendo 454 palpitaciones/minuto para 25°C y 314
palpitaciones/minuto para 18°C. Esta misma caracteristica se ha reportado en
otros individuos de la familia Daphnidae, en los cuales existe un promedio de
300 palpitaciones/minuto a 20°C y estas disminuyen a 195 palpitaciones/minuto
con 10°C (Campbell et al, 2004).

En el otro extremo tenemos las pruebas cronicas en la que se pueden observar
efectos a largo plazo y pueden estar relacionados con cambios en el crecimiento,
metabolismo, reproduccion, posibles mutaciones y hasta la muerte de los
organismos (APHA, 1992). El zooplancton frecuentemente suele ser sujeto de
diferentes niveles de estrés durante todo su ciclo de vida; entre los factores
responsables del estrés esta la presencia de cianobacterias. Los estudios
ecotoxicologicos a largo plazo sobre zooplancton comenzaron entre 1960-1970
(Cairns Jr. y Dickson 1971; Halbach, 1974). El estudio sobre el efecto de los
extractos crudos de cianobacterias sobre el zooplancton comenzd tiempo
después (Okumura et al, 2006; Zamora-Barrios et al, 2015). En el presente
trabajo, el estrés en organismos zooplacténicos (S. vetulus), fue evaluado

mediante estudios de crecimiento poblacional y observaciones en tablas 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,
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1985). En este estudio fue posible observar la presion que ejerce la presencia de
las equivalentes de microcistinas ya sea en forma de extracto crudo o células
individuales sobre las variables demograficas de S. vetulus, donde se vieron
alteraciones en la demografia y su crecimiento poblacional (Fig. 12, 13, 14, 15,
17).

La supervivencia de S. vetulus con una dieta exclusiva de células de M. aeruginosa
se redujo un 20%, mientras que la fecundidad en términos de tiempo se redujo
un 42% comparado con el control. Estudios anteriores han reportado la reduccion
del 50% de la supervivencia y la fecundidad de S. vetulus, teniendo como dieta
a M. aeruginosa (Fernandez et al, 2012), lo cual nos sirve como referencia al

momento de establecer comparaciones dentro del mismo género.

Por otro lado, las variables demograficas (promedio de vida, esperanza de vida,

tiempo generacional, tasa de reproduccion bruta y neta y tasa de crecimiento)

mostraron una disminucién promedio del 40% en comparacion con el control
que contenia S. acutus como dieta exclusiva. Anteriormente, para cladoceros
como Daphnia laevis se habian reportado la disminuciéon de estas variables en
un 30% cuando D. /aevis fue alimentada con M. aeruginosa (Nandini et a/, 2000).
Mientras que para Moina micrura, se ha observado la diminucion del 50% de
estas variables cuando crece utilizando como alimento M. aeruginosa (Nandini et
al, 2017). Estos porcentajes de disminucion son comparables con los del presente
estudio y la disminucién de estas variables es significativa con respecto a los

tratamientos testigos, aun tratdndose de diferentes claddceros.

Para el caso del crecimiento poblacional, la densidad poblacional que fue
alimentada con M. aeruginosa disminuy6 en promedio un 80% comparada con
el control. Se han reportado diminuciones de las densidades poblacionales de S.
vetulus (Nandini y Rao, 1998), Daphnia pulex (Alva-Martinez et al, 2007),
Ceriodaphnia dubia'y Moina macrocopa (Alva-Martinez et al, 2007) cuando son

alimentados con M. aeruginosa.




Finalmente, en relacion al uso de células de M. aeruginosa se logra observar que

las tasas de crecimiento de la tabla de vida (0.10 ind d") y el crecimiento

poblacional (0.04 ind d') son diferentes en sus respectivos valores, esto es debido

a que en el caso de la tabla de vida se contabilizan los neonatos que nacen de
la cohorte original y posteriormente son retirados. Sin embargo, en el crecimiento
poblacional, los neonatos Unicamente son contados y permanecen dentro el
experimento, lo que conlleva, a que exista una interaccion como la competencia
intraespecifica por espacio y el alimento proporcionado (Knillmann et a/, 2012) a
diferencia de la tabla de vida. Se sabe que la disponibilidad limitada de alimentos
(Chandini, 1988; Antunes et a/, 2004) y en combinacion con la falta de espacio
(Beklioglu et al, 2010) tienen una influencia negativa en la respuesta de los
organismos acuaticos a los toxicos, tal y como lo reportd (Knillmann et a/, 2012),
donde la competencia intraespecifica aumenté 11 dias después de la
contaminacién con esfenvalerato. Este conocimiento sobre la interaccion entre la
competencia y la respuesta a los tdxicos es importante para evaluar los efectos

de estos factores en condiciones de campo.

Por otra parte, usar extractos crudos de cianobacterias en la actualidad sirve para
representar los eventos que podrian ocurrir de manera natural cuando se rompen
las células y se liberan toxinas al medio. Sin embargo, debe tomarse en cuenta
que no hay certeza de que el efecto s6lo sea por microcistinas, sino que también
puede ser por la interaccion de otros metabolitos con caracteristicas toxicas
(Nandini et a/, 2019; Arzate-Cardenas et a/, 2010).

Los resultados del presente trabajo demuestran que la temperatura juega un
papel importante sobre el zooplancton y las cianobacterias. De manera general
en este estudio, se observd la disminucién significativa del crecimiento somatico
y el nimero de latidos cardiacos, que representan la fisiologia cardiaca. En
diversos estudios se ha demostrado que la mancuerna temperatura-cianobacteria,

modifica la estructura somatica, controlando aspectos importantes como la
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ecologia y fisiologia (Moore et al, 1996; Jeppesen et al, 2010). Existen registros
previos sobre los cambios en la actividad metabdlica de estos organismos debido
al cambio de temperatura, lo cual se ve reflejado en la supervivencia y fecundidad
(Goss y Bunting, 1983; Moore et a/, 1996). Esta ultima aseveracion, se logro ver
reflejada en este estudio, ya que se encontrd que a mayor temperatura los efectos
adversos sobre las variables demograficas (supervivencia y fecundidad) de los
extractos crudos son mas agudos. Por ultimo, se ha reportado que el cambio en
la temperatura altera el efecto que tienen las cianotoxinas sobre el zooplancton
(Gilbert, 1996; Xiang et a/, 2017), este cambio se puede observar en la pruebas
agudas y cronicas de este trabajo, en donde se presenta una disminucién de las

variables cuando la temperatura fue de 25°C en comparacion con la de 18°C.

La supervivencia de S. vetulus en presencia de extractos crudos en este estudio
se realizaron bajo dos temperaturas (18 y 25°C). Los resultados arrojaron que a
25°C la supervivencia fue en promedio 25% menor que con 18°C de temperatura,
esto en ausencia del extracto crudo. Lo que indica que el aumento de la
temperatura por si sola modifica el parametro de supervivencia de forma
considerable (Moore et al, 1996) confirmando dicha disminucién con parametros
como el promedio de vida y esperanza de vida (Fig. 14). Esto se puede explicar,
asumiendo el hecho del incremento en la actividad metabdlica con el aumento
de la temperatura (Skadovskiy, 1955; Lamkemeyer et a/, 2003), lo que provoca
que el ciclo de vida de los organismos se lleve a cabo en un corto periodo de

tiempo a mayor temperatura.

En los tratamientos con extracto crudo, el mayor efecto se registré cuando la

temperatura fue mayor, lo que indica un efecto combinado de la temperatura y

el extracto crudo, que provoca un estrés en el organismo disminuyendo su
supervivencia aproximadamente en un 45% en las concentraciones mas altas,
mientras que a 18°C se puede observar que el efecto del extracto crudo provocd
la disminucion de la supervivencia un 24%, y en ausencia de este la supervivencia

fue mayor comparado con su contraparte de 25°C. Zamora-Barrios vy
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colaboradores (2015) demostraron que la supervivencia de Ceriodaphnia cornuta
en ausencia de extractos crudos fue mayor en comparacion a cualquier
concentracion a la que fue expuesto este organismo. De la misma forma Okumura
y colaboradores (2006) observaron que las microcistinas pueden causar efectos
negativos sobre la supervivencia de diferentes especies cladéceros incluyendo a
Ceriodaphnia dubia y Ceriodaphnia silvestrii ante concentraciones bajas de

cianotoxinas.

Para el caso de la fecundidad y las variables relacionadas con este parametro, se
logré observar un comportamiento en el cual existe una disminucion en el tiempo
de reproduccién cuando la proporcion de extracto crudo aumenta y, por lo tanto,
la concentracién de equivalentes de microcistinas. Sin embargo, haciendo énfasis
en cada una de las temperaturas, iniciando por 25°C la diminucién del tiempo de
reproduccién y la supervivencia a causa de la relacién de la temperatura y
extracto crudo, se ve reflejada en el aumento del nimero de neonatos por
hembra que tenemos cada dia, que es posible observar para cada tratamiento a
25°C. Esta situacion descrita podria ser un cambio en la estrategia reproductiva
generada por la presencia de los extractos crudos, conocido comiUnmente como
compromiso “Trade-off”, donde existe un incremento en algun rasgo como
consecuencia de las situaciones ecolégicas o ambientales (Stearns, 1989). Cuando

las condiciones son adversas, la respuesta mas comun es el aumento de la

fecundidad, lo que provoca un acortamiento en la natalidad de los progenitores,

de tal forma que la esperanza de vida se ve reducida (McArthur, 1972).

La anterior situacion, podria indicar que S. vefulus tiene la capacidad de
reproducirse constantemente al estar en contacto con M. aeruginosa y
microcistinas a costa de reducir su tiempo de vida con temperaturas por encima
de 20°C. Nandini y Rao en 1998 reportaron para S. vetulus un incremento en su
crecimiento poblacional cuando era alimentado con M. aeruginosa a una
temperatura de 30°C, lo que podria indicar una adaptacién para el género

Simocephalus. Sin embargo, se ha reportado una situacién contraria al tener
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disminucion del tiempo y la fecundidad de manera significativa en otros géneros

como Ceriodaphnia y Moina (Zamora-Barrios et al, 2015; Nandini et al, 2017).

En temperaturas de 18°C, el efecto que observamos es completamente distinto
que a 25°C, ya que el tiempo de reproduccion uUnicamente disminuyo en el
tratamiento con alta concentracion, asi como el nimero de neonatos por dia.
Claska y Gilbert (1998) reportaron que el cladocero Daphnia pulex disminuyo su
fecundidad cuando fue expuesto a extractos crudos de Anabaena flos-aquae. Sin
embargo, el tratamiento de baja concentracibn no causé disminucion
considerable en el tiempo de reproduccion y el nimero de neonatos por dia, si
no que estos incrementaron en vez de disminuir. Esta situacion no podria indicar
un efecto de "hormesis”, que esta definido por ser una respuesta dependiente de

la dosis de manera bifasica, en donde un agente ambiental es caracterizado por

generar una estimulacion de dosis baja o efecto beneficioso y un efecto inhibidor

o toxico de dosis alta (Mattson, 2007). Existen diferentes trabajos con claddceros
donde se ha logrado observar dicho efecto haciendo pruebas con diferentes
sustancias como el acido cafeico de polifenol, probado en M. macrocopa (Pietsch
et al, 2010), o el efecto del carbofurano sobre Ceriodaphnia silvestrii (Mansano
et al, 2016), asi como de metales pesados en M. macrocopa, C. dubiay D. pulex
(Nandini et a/, 2007; Sanchez-Ortiz et a/, 2010).

Por ultimo, con referente a la tabla de vida, la disminucién en el tiempo
generacional en ambas temperaturas se pude explicar desde el punto de vista
del estrés. Al aumentar el estrés, la energia necesaria para mantenerse en el
sistema aumenta forzando a las poblaciones a hacer compromisos para que el
cambio no afecte tanto, uno de los compromisos es la disminucién en el tamafio
de madurez disminuyendo a su vez el tiempo que tardan en madurar los
organismos, lo que provoca una disminucion en el tiempo generacional (Nandini
et al, 2019).




El crecimiento de la poblaciéon permite la cuantificacion no solo de las tasas de
crecimiento sino también de los niveles de abundancia (Alva-Martinez et al,
2007). En este trabajo se logro observar que el crecimiento de S. vetulus en
presencia de M. aeruginosa se obtuvieron densidades promedio de 22 ind mL",
este valor se puede comparar con las densidades reportadas para S. vetulus por

Nandini y Rao (1998), con un promedio de 20 ind ml-! para 20°C y y un promedio

de 110 ind ml" para 30°C. Por otro lado, en los tratamientos con extracto crudo

tanto, las tasas de crecimiento poblacional como el crecimiento de la poblacion
fueron significativamente mayores respecto al tratamiento con M. aeruginosa,
estas densidades en comparaciéon con las reportadas por Zamora-Barrios y
colaboradores (2015) para C. cornuta son significativamente mayores en nimero
de individuos. Sélo unos pocos estudios han analizado el papel de la temperatura

en la utilizacién de cianobacterias por zooplancton.

Referente a las medidas del cuerpo de S. vetulus, 1a disminucién de largo y ancho,
asi como del intestino después de ser expuestos al extracto crudo y células de
M. aeruginosa, concuerdan con las medidas de S. vetulus después de ser expuesto
a células de M. aeruginosa a 20°C (Nandini y Rao, 1998). En este trabajo se
observd que en todos los tratamientos con extracto crudo y con células M.

aeruginosa el tamano de cada seccion medida disminuy6 en promedio 5%.

Desde una perspectiva mas amplia, a baja temperatura (18°C) tanto los adultos
como los neonatos son mas grandes en comparacion con los mismos individuos
a 25°C. Esto es debido a que los individuos en ambientes mas frios crecen mas
lentamente, pero son mas grandes como adultos. Este patron generalizado se
materializa en dos reglas bien establecidas: la regla de Bergmann, que describe
la asociacion entre la temperatura y el tamafo corporal en entornos naturales.
En el caso de los organismos ectotermos, ya sean invertebrados o vertebrados,
se han propuesto varias hipotesis sobre la variacion del tamafio corporal que
reflejan la evidencia de los invertebrados siguen reglas como la de Bergmann,

donde algunos muestran patrones reciprocos o compuestos y otros no muestran
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ningun patréon en absoluto en la modificacién de su tamafo (los cambios
bergmannianos son mucho mas frecuentes en ectotermos que en endotermos)
(Blanckenhorn y Demont 2004), por otro lado, la regla del tamafo corporal que
describe las normas de reaccion que relacionan a la temperatura con el tamafo
corporal en experimentos de laboratorio (McNab, 1971; Meiri y Dayan, 2003). La
teoria predice que los organismos deberian crecer hasta ser mas grandes en
ambientes mas frios cuando la eficiencia del crecimiento disminuye con el
aumento de la temperatura ambiental (Angilletta y Dunham, 2003).

La disminucion del tamafo del intestino podria deberse a la mancuerna de
temperatura-cianotoxinas ya que, después de la digestion en general y por
consecuente la digestion de las células cianobacterianas existe un alto grado de
exposicién a toxinas al igual que cuando se utilizan extractos crudos, las toxinas
se acumulan en el intestino medio y luego se transportan directamente al torrente
sanguineo a través de la absorcién por el epitelio intestinal, siendo este érgano
la principal fuente de absorcidn de nutriente para el cuerpo (Nogueira et a/, 2006;

Herrera et al/, 2015). Por lo tanto, el intestino al tener la funcién de

almacenamiento y absorcion, es muy probable que su tamafio se vea alterado al

estar en constante contacto con las toxinas del extracto crudo y las células de
cianobacterias, siendo mas notorio este efecto a 25°C por el hecho de que la
temperatura elevada tiene a acelerar los procesos en organismos ectotérmos
(Lamkemeyer et al, 2003). Por otro lado, la regla del tamafo corporal, al
establecer que a menor temperatura los organismos crecen con mayor tamafo y
viceversa (Angilletta y Dunham, 2003) podria ser otra posible explicacion del
porque el intestino resultd ser de mayor tamafo a menor temperatura, ademas
de una posible diminucion en la actividad metabdlica lo que implicaria un efecto

menor o retardado por parte de las toxinas.

El presente estudio, apoya la nocién de que los animales criados a temperaturas
mas bajas crecen a un tamafo corporal mas grande. Ademas, en el presente caso,
la mancuerna de cianobacteria-temperatura, provocé que los organismos

expuestos al extracto crudo con alta temperatura, tienden a iniciar su crecimiento
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con mayor rapidez, lo que nos indica una situacion de estrés en comparacion con
la baja temperatura, en la cual se muestra que S. vetulus crece con lentitud. De
hecho, las revisiones recientes indican que este patron se observa en un grupo
diverso de organismos incluidos animales, plantas, protozoos y bacterias.
Atkinson en 1994 y 1995, estimo6 que el 180% de las especies ectotérmicas (como
los claddceros) estudiadas en laboratorios exhibieron un crecimiento mas rapido
pero un tamafo mas pequefo del cuerpo adulto a temperaturas de crianza altas.
Esta tendencia denominada la regla del tamafio es un caso especial de la regla
de Bergmann en la que la relacién entre la temperatura ambiental y el tamafio

corporal es producto de la plasticidad fenotipica (Atkinson, 1996).

El hecho de que el efecto del extracto crudo tenga un efecto menor sobre S
vetulus a menor temperatura, podria relacionarse con cambios en la estrategia
generada por la presencia de los extractos crudos y cambios de temperatura
(“trade-off”), donde sacrifican el nimero de individuos que puedan generar
dentro de una poblacion por un crecimiento somatico e individual mas grande y
fuerte (Stearns, 1989).

En general, el extracto crudo y M. aeruginosa tuvieron un efecto negativo sobre

S. vetulus. Se ha demostrado que diferentes especies de cianobacterias tienen un

efecto y toxicidad diferente sobre la respuesta demografica del zooplancton
(Claska y Gilbert, 1998; Okumura et al/, 2006). Esta respuesta se debe

principalmente a que cada género puede producir metabolitos secundarios
(Carmichael et a/, 1990). Aunque, gran parte del zooplancton se alimenta de algas
verdes, existe evidencia de que al haber baja densidad de este tipo de alimento
consumen cianobacterias. Por lo que es importante conocer el efecto que tienen
las cianobacterias sobre el zooplancton, ya que aparte de la produccién de
metabolitos secundarios téxicos tienen otras caracteristicas que afectan a esta
comunidad (Ger et al, 2014) como bajo valor nutricional, realizan formacion de
mucilago y de grandes colonias o filamentos (Ferrdo-Filho y Azevedo,2003; Liang
et al, 2017).




Aunque, los extractos crudos sean unos de los factores que afectan las variables
de este experimento; se ha reportado que la temperatura es un factor que afecta
diferentes procesos como la muda en cladéceros (Hessen et a/, 2000), lo que
provoca una mayor demanda de nutrientes y energia. El cambio térmico se ha
visto que altera el efecto toxico de distintas sustancias (Ashforth y Yan, 2008). A
pesar de eso, se ha estudiado muy poco sobre el papel que juega la temperatura
en la interaccion zooplancton-cianobacterias, ya que, cominmente los estudios
realizados son a una temperatura (Ferrdo-Filho y Azevedo, 2003; Okumura et al,
2006), ademas de otras caracteristicas que ayudan a la dominancia de las
cianobacterias, es importante el estudio de la temperatura porque el aumento de

esta variable ya sea por la temporalidad o el cambio climatico, promueve la

dominancia de cianobacterias y una mayor interaccion entre este grupo y el

zooplancton.




XI . Conclusi(’)n

La temperatura es un factor determinante sobre la fisiologia y las respuestas de
organismos ectotérmicos como el zooplancton a diversos compuestos que se
encuentran en el ambiente. Tiene gran influencia en el crecimiento de organismos
como las cianobacterias. Y en este trabajo se logro evaluar el efecto de la
temperatura en la respuesta de S. vetulus ante cianotoxinas provenientes de un
florecimiento cianobacterial. Se encontré que las toxinas por si solas a
temperatura ambiente tienen un efecto negativo sobre la demografia de S
vetulus, ya sea en su forma de célula o extracto crudo. Sin embargo, se encontrd
que con el extracto crudo los efectos negativos fueron mayores sobre S. vetulus.
Dicha situacién es de suma importancia, ya que es lo que se esperaria cuando
existe la senescencia de las floraciones y sus compuestos queda libres en medio
y los organismos entran en contacto con ellos. Con respecto a la influencia de la

temperatura en el trabajo, se encontré que el incremento de este factor, logro

agudizar la respuesta de S. vetulus a el extracto crudo, tanto para su demografia,

crecimiento y fisiologia cardiaca, debido a que el aumento de la temperatura en
organismos ectotérmicos provoca el aumento del metabolismo, lo que da como
resultado que se asimilen en menor periodo de tiempo las sustancias, y por lo
tanto, los efectos se presentaron de manera mas rapida y las concentraciones
efectivas disminuyeron con el aumento de la temperatura, ya que se necesita

menor cantidad de extracto para provocar un efecto.
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