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Resumen

Mundialmente, como consecuencia del aumento en la produccion de plasticos y la
inminente fragmentacion de materiales mayores, los microplasticos se han
convertido en un contaminante que afecta a los sistemas acuaticos
epicontinentales. Esto supone un problema a todos los grupos de organismos que
habitan en estos ecosistemas como lo es el zooplancton. Las recientes
investigaciones demuestran que este grupo se ve afectado por el tamano de los
microplasticos (< 5mm) ya que pueden interferir en el proceso de alimentacion hasta
ser ingeridos lo cual tiene un efecto en la demografia ante una exposicion cronica.
Ademas, este contaminante tiene la capacidad de adsorber otras sustancias que se
encuentran en el medio como metales pesados (cadmio). Sin embargo, son pocas
las investigaciones que muestren el efecto de los microplasticos en un nivel tréfico
superior como Asplanchna. El objetivo de este trabajo fue evaluar la demografia de
A. sieboldii alimentado con P. patulus expuesto a cadmio y microplasticos. Se
utilizaron tres densidades de presa (1, 2 y 4 ind. mL"), dos concentraciones
subletales de cadmio (0.009 y 0.018 mg L") y una concentracién de microplasticos
(5 mg L") que se seleccionaron tras haber evaluado como estos contaminantes,
mezclados y separados, afectaron el proceso de alimentacion de la presa y
depredador, y bajo exposicion a una concentracion aguda. Los resultados
mostraron que la combinacién de contaminantes presenta un efecto sinérgico,
afectan la alimentacion de la presa, el comportamiento alimentario de A. sieboldii y
disminuyen la tasa de reproduccién y supervivencia del depredador. El dafo
mecanico de los MPs, asi como las afectaciones en la fisiologia de los depredadores
tras haber ingerido presas contaminadas con MPs y Cd son la principal causa por
la que se presentd un cambio en la alimentacién de los organismos y la demografia

del depredador.



Abstract

As a consequence of the increase in the production of plastics, microplastics have
become a pollutant that affects epicontinental aquatic systems all over the world.
This poses a threat to all groups of organisms that inhabit these ecosystems, such
as zooplankton. Recent research shows that zooplankton is affected by the size of
microplastics (<bmm) since they can interfere with the feeding process until they are
ingested. This has an effect on the demography of zooplankton up on chronic
exposure. In addition, microplastics have the ability to adsorb other substances such
as heavy metals (cadmium) present in the environment. However, few investigations
show the effect of microplastics at higher trophic level such as the effect on the
carnivorous species including Asplanchna. The objective of this work was to
evaluate the demography of Asplanchna sieboldii fed the herbivorous rotifer prey
Plationus patulus previously exposed to cadmium and microplastics. Three prey
densities were used (1, 2 and 4 ind. ML), two sublethal concentrations of cadmium
(0.009 and 0.018 mg L") and one concentration of microplastics (5 mg L") that were
selected based on preliminary evaluations. The results showed that these
contaminants, separately and together, affected the feeding process of both prey
and predator when exposed to acute toxicity. The study also showed that the
combination of contaminants had a synergistic effect, affecting the prey feeding rates
and the feeding behaviour of the predator. There was a significant decrease in the
reproduction and survival rates of the predator. The mechanical damage caused by
the microplastics as well as the effects on the physiology of the predators after
having ingested prey contaminated with microplastics and Cd are the main cause
for the observed changes in the feeding behaviour and the demography of the

predator.



Capitulo I.

Introduccion general

Contaminacion acuética

En general, los sistemas acuaticos cubren el 71% de la superficie terrestre y
se clasifican como sistemas acuaticos marinos, salobres y epicontinentales. Dada
su importancia en el desarrollo de las actividades y desarrollo humano, estos
ecosistemas resienten una contaminacion permanente de origen antropogénico
(Bashir et al. 2020). Como consecuencia de las actividades humanas, una gran
variedad de contaminantes organicos e inorganicos son vertidos en los ecosistemas
acuaticos que actuan como receptores de quimicos y/o contaminantes sodlidos
(Bonilla-Lemus et al. 2014; Hampel et al. 2015).

En particular, los sistemas epicontinentales se encuentran mas expuestos a
los contaminantes, en comparacion con otros medios naturales ya que su agua es
utilizada en varias actividades industriales y urbanas, misma que regresa a los
cuerpos de agua con una gran variedad de desechos (Demirak et al. 2006). Ademas
de esta via directa de contaminacién a la que estan sometidos los sistemas
epicontinentales, otra seria la escorrentia en temporada de lluvias o el riego en
ciertas zonas que pueden transportar e indirectamente afectar los sistemas
acuaticos a partir de los contaminantes que se encuentran en el suelo, sistemas
subterraneos y/o en la atmésfera (Mushtaq et al. 2019).

Aunque los sistemas acuaticos tienen la capacidad de asimilar
contaminantes en la medida que puedan ser peligrosos para la abundancia,
diversidad y estructura de la biota, término que se conoce como capacidad
asimilativa, la gran mayoria de los sistemas epicontinentales estan sometidos a una
alta carga de contaminantes donde la conversién de sustancias organicas a
inorganicas y las mismas sustancias inorganicas que se vierten, crean condiciones
de demanda biolégica de oxigeno, eutrofizacion y/o interferencia en las
interacciones bioldgicas (Beeby, 1993). De las incontables actividades
antropogénicas que generan diversos contaminantes, llegan directa y/o

indirectamente hacia los sistemas acuaticos como los que provienen de la
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agricultura, ganaderia, mineria, plantas de tratamiento y refinerias que amenazan y
danan la biota y la calidad del medio, dejando los cuerpos de agua inhabitables para
los organismos acuaticos e inutilizables para los humanos (Ekubo y Sikoki 2011).
Entre los contaminantes que contribuyen a los problemas de contaminacion
acuatica que amenazan la salud de los seres vivos y la calidad del medio se
encuentran, detergentes, microfibras, fertilizantes, insecticidas, plasticos y metales

pesados entre otros (Abowel y Sikoki, 2005).

Microplasticos

Mundialmente la produccion de plastico se distribuye en diversas formas y
colores, se presenta en cinco tipos: el polietileno, polipropileno, policloruro de vinilo,
teraftalato de polietileno y poliestireno (GESAMP, 2015). De todos estos, su
produccion se ha incrementado exponencialmente desde 1960; en el 2015 se
produjeron 381 millones de toneladas, resultando en un acumulado de 6,300
millones de toneladas de desechos plasticos producidos mundialmente, de este
total, alrededor del 9% fueron reciclados, 12% incinerados y 79% se depositaron en
vertederos o directamente en el ambiente (PlasticsEurope, 2016; Greyer et al.
2017).

El poliestireno es uno de los principales compuestos y tiene altos volumenes
de produccion, y como consecuencia del poco manejo que se tiene de los desechos
plasticos, estos pueden ser transportados por el viento o por la corriente de agua
llegando inevitablemente a sistemas acuaticos, en donde se acumulan en lagos y
rios llegando hasta las costas y al mar abierto (Dris et al. 2015). Estos
contaminantes se depositan en los ecosistemas acuaticos como plasticos de gran
tamano y también como microplasticos (Eerkes-Medrano et al. 2015).

Los microplasticos son pequefas particulas y fibras de polimeros sintéticos
cuyo diametro es inferior a 5 mm, esta clasificacién abarca hasta las nanoparticulas
que constituyen fragmentos de menos de 100 nandmetros (FAO, 2017). Este
contaminante emergente que se encuentra en los ecosistemas acuaticos se
clasifica como microplasticos primarios, es decir, particulas que originalmente son

producidas en ese tamafo y que se adiciona a productos de cuidado personal,



cosmeéticos, resina plastica, pellets para chorro de aire industrial, asi como su
utilizacién para producir otros plasticos, entre otros (Mato et al. 2001; Fendall y
Sewell, 2009). Los microplasticos secundarios son resultado de la degradacion de
macroplasticos por efecto de la radiacion UV, abrasidn mecanica durante el
transporte tanto por el viento como por agua, degradacion bioldgica y/o
desintegracion (Andrady, 2011; Cole et al. 2011).

Las investigaciones realizadas con microplasticos, en campo y laboratorio,
se han centrado principalmente sobre organismos de sistemas marinos (Carpenter
etal. 1972; Browne et al. 2011; Barnes et al. 2009). Como resultado de degradacion
pueden tener un tamafo pequeio, se ha observado que pueden ser ingeridos por
animales de diferente nivel tréfico como el zooplancton (Desforges et al. 2015),
peces (Lusher et al. 2013), corales (Hall et al. 2015) o ballenas (Lusher et al. 2015).
Su presencia al interior de los organismos activa los procesos inflamatorios, estrés
oxidativo, agotamiento energético, reduccion en la alimentacidon, disminucion de
supervivencia y reproduccion.

A diferencia de la gran cantidad de literatura que describe cémo los
organismos, componentes del medio marino son afectados al ingerir microplasticos,
las investigaciones en los sistemas epicontinentales son escasas a pesar de que se
ha demostrado la presencia de estos contaminantes en los sedimentos, superficie
y dentro de columna de agua en algunos lagos, humedales y rios (Zbyszewski y
Corcoran, 2011; Eriksen et al. 2013). Ademas, algunas investigaciones que se han
realizado sobre peces y ciertos organismos pertenecientes a la comunidad
zooplanctonica como son los claddceros, al igual que en las especies del medio
marino de diferentes niveles tréficos, se les reportaron efectos negativos en su
eficacia biologica (Peters y Bratton, 2016; Rist et al. 2017; Ziajahromi et al. 2017).

Un impacto adicional de los microplasticos sobre la fauna acuatica, es que
tienen la capacidad de adsorber sustancias quimicas organicas y/o inorganicas que
estan frecuentemente en los sistemas acuaticos como los metales pesados (Bakir
et al. 2014; Bayo et al. 2017; Llorca et al. 2018).



Cadmio

En los ecosistemas epicontinentales, son diversos los contaminantes que se
pueden encontrar, destacan los metales pesados ya que han ido aumentando su
ocurrencia en las ultimas 5 décadas (Osuna, 2012). Esto debido al aumento de las
actividades antropogénicas como las actividades industriales, urbanas y mineras
que vierten directa o indirectamente sus desechos sobre los sistemas acuaticos
(Gomez et al. 2001). Dichas actividades humanas, incluida la deposicion
atmosférica y el flujo de aguas subterraneas propician un aumento en los niveles de
metales pesados que eventualmente, junto con los microplasticos, tienen un efecto
sobre la estructura de los ecosistemas y la salud humana (Duffus, 2002).

Los metales pesados son un grupo de elementos metalicos que tienen
densidades relativamente altas > 5 g cm-3 comparadas con el agua. El cobre (Cu),
mercurio (Hg), plomo (Pb), arsénico (As) y cadmio (Cd) son parte de este grupo de
contaminantes y son de gran importancia para la toxicologia por su uso extensivo y
toxicidad a pesar de estar en bajas concentraciones (Pan y Wang, 2012).

Hace unos afos se registraron altos niveles de metales pesados en los
ecosistemas acuaticos epicontinentales mexicanos, en los que destacan el cobre,
mercurio y cadmio (Cervantes y Moreno-Sanchez, 1999). Actualmente, se han
realizado algunas investigaciones en las cuales se ha estudiado el efecto del cadmio
sobre animales acuaticos vertebrados e invertebrados, habiendo mayor énfasis
sobre estos ultimos, reportandose que este metal causa una reduccion en la
reproduccion y supervivencia en concentraciones de 6 ug L' a ciertos organismos
invertebrados microscopicos, lo que representa una amenaza sobre la salud
humana y las comunidades acuaticas (Nandini et al. 2007; Juarez-Franco et al.
2007).

El cadmio (Cd) es uno de los metales pesados mas toxicos que comunmente
se encuentran en el ambiente (Cabrera et al. 1998; Yang et al. 2018). Al no tener un
rol bioldgico conocido, induce toxicidad y estrés sobre los seres vivos. A pesar de
ello, este contaminante es vertido en aguas superficiales tras ser utilizado en la
produccion de aleaciones, galvanizacion, pigmentos, baterias y plasticos (Wright y
Welbourn, 2002).



Ecotoxicologia en rotiferos.

La ecotoxicologia estudia los efectos de las sustancias toxicas sobre los
organismos terrestres y acuaticos en el ecosistema, en la cual queda incluida
también la perspectiva quimica y ecolégica (Van Leeuwen y Vermeire, 2007). Hay
dos razones principales para medir los efectos de las sustancias toxicas. Primero,
para evaluar los cambios que se estan llevando a cabo en los sistemas ecoldgicos
bajo la influencia de los téxicos vertidos. Segundo, para entender y tratar de
anticipar como es que los toxicos impactan niveles especificos y posteriormente
sistemas complejos. Esta ultima perspectiva de las pruebas se aplica sobre los
contaminantes que ya se han vertido pero que se desconocen sus efectos en campo
(Calow, 2009).

Una manera de comprender la manera en que los téxicos como el cadmio y
microplasticos pueden interferir y afectar en los sistemas acuaticos, es evaluando
sus efectos directamente en organismos mediante pruebas de toxicidad (Snell y
Janssen, 1995; Moreno, 2003). Estas pruebas de toxicidad se usan para identificar
como los agentes quimicos pueden tener efectos adversos sobre los organismos;
aportando datos para posteriormente evaluar los riesgos asociados a los escenarios
donde el agente quimico, el organismo y las condiciones estan definidos. De tal
manera que una prueba de toxicidad se usa para medir el grado de respuesta
producido por un estimulo en un nivel especifico (Rand y Petrocelli, 1985).

En las ultimas décadas, se han utilizado las pruebas de toxicidad cronica que
evaluan los efectos de concentraciones subletales de contaminantes en el
comportamiento y la dinamica poblacional de organismos acuaticos en tiempos
relativamente cortos, de esta manera se pueden comparar varios criterios de
valoracion como pueden ser: comportamiento (tasa de ingesta y filtracion e
interacciones depredador-presa), parametros de crecimiento (supervivencia, tiempo
generacional, fecundidad, tasa de crecimiento poblacional, tiempo generacional,
esperanza de vida y mortalidad), y bioacumulacion (Krebs, 1985; Wallace et al.
2006).

Desde la década de los 80’s se han estudiado los mecanismos de
alimentacién, demografia y natacion de la comunidad zooplanctoénica,

particularmente los rotiferos (Ramirez-Garcia et al. 2002). El filo Rotifera tiene
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alrededor de 120 géneros y 2100 especies de rotiferos en el mundo (Fontaneto y
De Smet, 2015). Por su amplia distribucioén, diversidad e importancia dentro la
comunidad zooplanctoénica al ser determinantes en el flujo de energia hacia niveles
troficos superiores, estos organismos son utilizados para investigar principios
ecologicos y demograficos en sistemas acuaticos ya que se tiene bien estudiada su
historia de vida y su sensibilidad a los téxicos (Guo et al. 2012; Rico-Martinez et al.
2016). Ademas, tienen un facil manejo y cultivo en laboratorio que permite tener
muchos individuos en poco volumen resultado de su alta tasa metabdlica con
tiempos generacionales cortos, y por su reproduccién haploide partenogenética en
donde la fase dominante las hembras amicticas producen huevos diploides por
meiosis (Figura 1), esto permite obtener rapidamente resultados con significancia
estadistica (Sarma, 2000).

Figura 1. Ciclo de vida generalizado de rotiferos monogonontos (Tomado de King y Snell, 1977).

Estos organismos son metazoos, pseudocelomados, eutélicos con simetria
bilateral cuyo tamano oscila entre 50 — 2500 um, tienen un par de caracteristicas
diacriticas: el mastax que es un érgano faringeo de masticacion, se compone de 7
piezas quitinosas que en conjunto reciben el nombre de trophi (estructura
determinante en la identificacion taxonémica), y una corona que es una estructura
ciliar anterior que es utilizada para locomocion y alimentacién mediante la creacidn
de microcorrientes (Nogrady et al. 1993; Wallace y Snell, 2001; Wallace et al. 2006).

De forma general, su morfologia se puede dividir en tres regiones: cabeza que es
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en donde se localiza la corona ciliar, una porcion mas gruesa que aloja la mayoria
de los 6rganos que es el tronco y el pie ubicado en la parte posterior y puede incluir
0 no a los dedos (Segers, 2002).

A pesar de la diversidad, abundancia y facilidades de los rotiferos para
realizar estudios ecotoxicologicos, la mayoria de las investigaciones se han
realizado con dos especies, Brachionus calyciflorus para sistemas dulceacuicolas y
Brachionus plicatilis para sistemas marinos y salobres (Snell y Janssen, 1995; Won
et al. 2017). Los criterios de seleccion para organismos de prueba son: a)
considerar que sean especies abundantes y facilmente disponibles. b) el utilizar
especies nativas o representativas del ecosistema. c) las especies deben tener
importancia econdmica y/o ecoldgica. d) disponibilidad de las especies para
mantener una rutina en el laboratorio. €) contar con los datos de informacion de su
biologia basica para poder interpretar los datos de prueba faciimente (Rand y
Petrocelli, 1985). Hay otras especies como Asplanchna sieboldii (Leydig), uno de
los rotiferos depredadores mas voraces en los sistemas lacustres mexicanos que
es capaz de alimentarse de casi todos los braquionidos (Gilbert, 2016) y Plationus
patulus, rotifero herbivoro de sistemas epicontinentales cumplen dichos criterios;
ademas, coexisten en diversos sistemas acuaticos epicontinentales mexicanos que
en su mayoria estan contaminados; por ejemplo, el Lago de Xochimilco, México
(Nandini et al. 2005).

Por ello, un estudio del efecto de P. patulus, rotifero herbivoro en sistemas
epicontinentales, expuesto a cadmio ante la presencia de microplasticos sobre la
dinamica poblacional de un rotifero depredador como A. sieboldii, revelaria
informacion adicional de los cambios en la demografia de un depredador que son
mas sensibles a toxicos; asi como la posible bioacumulacién y transferencia de
dichos contaminantes que no se podria obtener al analizar por separado a las
especies presa o depredador (Gama-Flores et al. 2007). Considerando también la
tasa de alimentacion de la presa (P. patulus) y el comportamiento alimentario del
depredador se tiene un panorama mas amplio de cdmo estos contaminantes afectan

a los rotiferos en su demografia y alimentacion.



Asplanchna sieboldii

Pertenece a la familia Asplanchnidae que comprende de 15 especies de tres
géneros: Harringia, organismos litorales con pie desarrollado, Asplachnopus,
organismos semilitorales con pie reducido y Asplanchna (Walsh et al. 2005). Al igual
que sus congéneres es completamente planctonico; ademas de esta especie, en
México se han reportado otras 5, es decir, 6 de las 9 especies que comprenden al
género Asplanchna las cuales se distribuyen desde zonas templadas hasta regiones
tropicales (Segers, 2007; Sarma, 1999).

Para poder identificar a estos asplacnidos, debido a que es muy similar su
morfologia con sus congéneres se requiere la extraccion y observacion del trophi
(Ruttner-Kolisko, 1974; Wallace et al. 2006). Esta labor requiere tiempo y
experiencia dado que las caracteristicas que lo diferencian se basan en criterios
particulares (Altindag et al. 2009; Chang et al 2010). En general, estos rotiferos
presentan un trophi incudado que es caracteristico de la familia, el unci y los
manubria estan reducidos, fulcrum corto y rami largo, curvado, en forma de pinzas
que permiten capturar a la presa para después introducirla a la boca y
posteriormente al estdbmago (Segers, 1992; Wallace et al. 2006). Las caracteristicas
del trophi que diferencian a A. sieboldii son la presencia de dientes muy gruesos en
el margen interno de los ramus, una alula en la parte apical, apdfisis y subapofisis
(Figura 2).
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Figura 2. Trophi de 5 especies del género Asplanchna. a) A. girodi Sin dientes en el margen interno
de los ramus y ausencia de apdfisis, presenta subapdfisis b) A. brightwellii Presenta dientes en el
margen interno de los ramus, ademas de apdfisis y subapdfisis bien desarrolladas. ¢) A. sieboldii
Presencia de dientes en el margen interno de los ramus muy robustas, alula en la parte apical, asi
como apdfisis y subapdfisis. d) A. silvestrii Presencia de dientes en el margen interno de los ramus,
apofisis y subapdfisis, destaca la presencia de dos alulas semicirculares en la parte apical. €) A. cf.
tropica Sin dientes en el margen interno de los ramus en su lugar tiene prolongaciones de los ramus,
pequefas apdfisis y subapdfisis. ALU = alula semicircular, A = apdfisis, DMIR = Diente en el Margen

Interno del Ramus, y SA = Subapdfisis. (Tomado de Jiménez-Contreras, 2015).

El trophi ademas de ser relevante en la identificacion taxondmica de estos
organismos, también lo es en aspectos fisioldgicos y ecoldgicos, particularmente en
la alimentacion (dieta) de los asplacnidos, ya que las caracteristicas particulares
que diferencian a cada una de las 9 especies del género Asplanchna son
determinantes en los habitos alimentarios de los asplacnidos (Salt et al. 1978;
Hampton y Starkweather, 1998). Asplanchna sieboldii, al tener estructuras del trophi
gruesas, es una especie capaz de manipular y consumir rotiferos, pequefios
cladéceros e incluso nauplios de copépodo por lo que se le considera depredador
(Koste, 1978; Williamson, 1983). En el Capitulo Il “Alimentacién”, se habla de la
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estrategia de este depredador al alimentarse, asi como su comportamiento
alimentario ante presas contaminadas.

Asplanchna sieboldii es una especie representada por hembras solitarias de
nado libre con cuerpo translucido en forma de saco cuya talla varia entre 400 y 2500
pm (Wallace et al. 1989). Su reproduccion es principalmente partenogenética a
partir de hembras ovoviviparas diploides, es decir, que la gran mayoria son clones
y se forman a partir de huevos que se desarrollan dentro de la hembra, una vez
desarrollado el neonato es expulsado para iniciar su alimentaciéon fuera e
independiente de la madre (lyer, 1989).

Las hembras de A. sieboldii presentan cambios fenotipicos (ciclomorfosis) en
generaciones sucesivas las cuales se asocian con su alimentacion (Gilbert, 1968).
Las presas con altos niveles de a-tocoferol (vitamina E), tienen un efecto en el

polimorfismo de este rotifero al cual se le reconocen tres morfotipos (Figura 3):

500 um

Figura 3. Morfotipos de Asplanchna sieboldii. a) Saquiforme b) Cruciforme c) Campaniforme o

campanulado.

Saquiforme, hembras de talla pequefia que emergen de las estructuras de
resistencia, su reproduccion es partenogenética. Cruciforme, son hembras de talla
intermedia que poseen 4 prolongaciones o jorobas en el cuerpo, dos laterales, una
posterior y una posterodorsal como resultado de la ingesta de presas con altas
concentraciones de a-tocoferol y la presién por canibalismo, este morfotipo es mas
probable que se reproduzca sexualmente, aunque también lo puede hacer

partenogenéticamente. Campaniforme o campanulado, hembras de mayor talla con

reproduccion sexual y partenogenética adaptadas a ingerir presas de mayor tamano
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incluyendo individuos de su propia especie (Gilbert, 1980). Ademas de la
concentracion de a-tocoferol y el canibalismo, estos organismos expresan sus
morfotipos, cruciforme principalmente, cuando hay presencia de contaminantes en
su dieta, tema que se discute en el Capitulo Il “Demografia”.

Aunado a lo anterior y dada la importancia que tiene la depredacion en la
estructuracion de las comunidades, en la literatura se menciona mas a los
copépodos como controladores de las poblaciones de sus presas (Stemberger y
Gilbert, 1987); sin embargo, hay lagos donde gracias a la gran diversidad de
organismos que puede ingerir A. sieboldii, este rotifero depredador voraz, incapaz
de regular su consumo, puede controlar las poblaciones de sus presas,
principalmente de rotiferos herbivoros (Arndt, 1993; Conde-Porcuna y Declerck,
1998).

Dadas sus caracteristicas morfologicas e importancia ecoldgica, esta especie
se ha estudiado desde principios de los afios setentas (Gilbert, 1971). Por su
facilidad de cultivo y manejo, continta el estudio de su ecologia en el laboratorio
donde se ha mostrado su potencial para ser utilizado como organismo de bioensayo,
ya que este depredador es sensible cuando es expuesto directamente a metales
pesados (Santos-Medrano y Rico-Martinez, 2013), cambia su demografia cuando
se le ofrecen presas con diferentes defensas estructurales (Nandini et al. 2003), y
cuando indirectamente es expuesto a partir de su presa que es cultivada en
diferentes dietas (Sarma et al. 2002) y/o expuesta a contaminantes (Sarma et al.
1998).
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Justificacion

Las actividades antropogénicas producen muchos tipos de desechos
quimicos que interactuan entre si, por lo tanto, esta la posibilidad de que se aumente
la toxicidad de estos contaminantes en los sistemas acuaticos en donde son
vertidos. Hasta ahora, la mayoria de los trabajos evaluan solo un contaminante a la
vez, los microplasticos pueden adsorber sustancias, como los metales pesados que
se encuentran en los sistemas naturales y tener un efecto sinérgico sobre el
zooplancton. Otro aspecto importante en la ecotoxicologia, que se ha abordado muy
poco, es determinar el efecto a través de una cadena tréfica con al menos dos
contaminantes. No es posible tener una amplia perspectiva y entender lo que ocurre
en los sistemas acuaticos, si solo se prueba el efecto de ciertas sustancias toxicas
en un nivel tréfico, por ejemplo, herbivoros. Estos organismos que son capaces de
resistir toxicos, pueden bioacumularlos y transferirlos a los zooplanctivoros, el
siguiente nivel tréfico en donde se encuentran los rotiferos depredadores que
pueden ser mas sensibles a téxicos. Esta relacidn rara vez estudiada, sera
abordada en mi trabajo evaluando la dinamica poblacional de un rotifero
depredador, expuesto a los contaminantes a través de su presa. De esta manera,
también se podra evidenciar la posible transferencia y el efecto sobre la depredacion

de estos contaminantes.
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Capitulo 11

Alimentacion

Introduccion

Para que un individuo pueda tener una buena eficacia biolégica, primero debe

sobrevivir y posteriormente reproducirse para aportar al acervo genético de la
poblacion. Para tener éxito reproductivo, el individuo debe evitar o superar factores
como la depredacion, las enfermedades y la competencia; para ello, el organismo
debe obtener energia a partir de los recursos que requiere (Gliwicz, 2003).
De acuerdo con Tillman (1982), un recurso es cualquier sustancia o factor que
puede propiciar un incremento del crecimiento poblacional conforme aumenta su
disponibilidad, y que es consumido por los individuos. Para los organismos
heterotrofos, su alimento, que implica consumir otros organismos, es un recurso
critico que requieren para mantener su metabolismo basal, sobrevivir y reproducirse
ya que es la unica manera en que estos individuos obtienen su energia y nutrientes
(Salt, 1987).

Desde la década de los 80’s se han estudiado los mecanismos de
alimentacién del zooplancton, particularmente en rotiferos, la mayoria obtienen su
alimento filtrando el medio (Bogdan et al. 1980). En general, para el filo Rotifera su
alimentacién depende de la estructura y funcién de dos 6rganos que son diacriticos
para el filo: Corona ciliar, es la estructura encargada de producir microcorrientes
para locomocién y para acercar las particulas de alimento a la boca donde
previamente seran seleccionadas por cerdas sensoriales y después al mastax, el
cual es un aparato de masticacién cuya funcién es triturar las particulas de alimento,
estd compuesto de musculos y un complejo set de estructuras esclerotizadas
denominadas trophi las cuales son estructural y funcionalmente complejas en
funcion del tipo de alimento y comportamiento alimentario (Segers, 2004).

Para los rotiferos herbivoros como Plationus patulus, el proceso de

alimentacion consiste de dos fases: fase de ingesta, las microcorrientes van hacia

la boca y acercan el alimento y fase de rechazo, las microcorrientes fluyen a la

inversa dispersando el alimento restante (Monakov, 2003). En ésta ultima fase, el

rechazo del alimento puede deberse a que el tamano de la particula no es el
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adecuado para la boca o por el “mal sabor” que es detectado por las cerdas
sensoriales. Cuantitativamente lo anterior se ha estudiado por la ingestién de las
particulas filtradas, asi como el volumen del medio filtrado, tasa de ingestién y
filtracion respectivamente, desde un punto de vista ecologico (Peters, 1984); por
ello, algun cambio en los patrones de la tasa de aclaramiento e ingestién implica
posibles cambios en la historia de vida en estos animales (Starkwather, 1980).

Dentro del zooplancton, ademas de los consumidores primarios hay diversos
consumidores secundarios, es decir, depredadores invertebrados como copépodos
y rotiferos como Asplanchna sieboldii, éstos ultimos carnivoros voraces (Wetzel,
2001). Dado que estos depredadores zooplanctonicos no son depredadores
visuales, ni tienen la capacidad para detectar turbulencias producidas por sus
posibles presas, son incapaces de ubicarlas a distancia. Entonces, para poder
alimentarse su presa debe tocar la corona y asi es que estos organismos tienen la
opciodn de iniciar un ataque a partir de contactos fortuitos (encuentros). Una vez que
encuentran a su posible presa, la boca del depredador se abre, atrae a la presa con
la musculatura del mastax que se contrae, en ese momento eyecta el trophi (ataque)
y sujeta al individuo para jalarlo al eséfago (captura) y de ahi al estomago (ingesta)
(Gilbert, 1980; lyer y Rao, 1996).

Ese es el comportamiento alimenticio de un depredador que en esencia es
una funcion de las relaciones entre el numero de ataques, capturas e ingestas que
siguen tras los encuentros aleatorios con las presas. Aunque se menciona que A.
sieboldii no es un depredador selectivo, el éxito de captura e ingestion dependen de
variables como el tamafno de la presa que debe oscilar entre 50 y 400 um, sus
posibles defensas corporales, velocidad de natacion y patrones de desplazamiento
de la presa, asi como, su “sabor” cuando su medio o la presa esta contaminada es
detectado por sus quimiorreceptores que se encuentran alrededor de la corona ciliar
y cerca de la boca (lyer, 1989).

Desde la perspectiva ecolégica, el conocer los cambios en las tasas de
ingesta y aclaramiento de rotiferos herbivoros como P. patulus, asi como en el
comportamiento alimentario de un depredador como A. sieboldii, a corto plazo, dan
un indicio de lo que puede ocurrir demograficamente con estos organismos a los

que se les ofrece alimento contaminado con cadmio y/o microplasticos.
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Antecedentes

Gilbert (1980) a partir de métodos de observacion directa desarrolld, clasifico
y cuantificé de manera detallada el conjunto de acciones que se desencadenan una
vez que A. sieboldii se encuentra con sus presas.
Day y Kaushik (1987) expusieron a diversos organismos componentes del
zooplancton a fenvalerato y evaluaron su efecto sobre la tasa de asimilacién del
alga, asi como en la tasa de ingesta y filtracion. De las concentraciones subletales
seleccionadas (0.005, 0.01, 0.05, 0.1 y 0.5 yg L"), conforme iba aumentando la
concentracion del toxico, la tasa de ingesta y filtracion de las especies fueron
disminuyendo. En cuanto a la tasa de asimilacién, los cambios significativos se
presentaron cuando la concentracion del insecticida era letal para los organismos.

Nandini et al. (2003) evaluaron el efecto de la densidad (cuatro densidades
1, 2, 4 y 8 ind. mL") y la morfologia de las presas sobre el comportamiento
alimentario y crecimiento poblacional de Asplanchna sieboldii ofreciendo 5 especies
de braquionidos (P. patulus, B. havanaensis, B. macracanthus, B. rubens y B.
calyciflorus) como alimento. El maximo numero de presas consumidas dependi6 del
tamano del cuerpo y la longitud de las espinas, siendo P. patulus la presa con mayor
tasa de encuentros y por ende ataques, capturas e ingestiones.

Fernandez-Casalderrey et al. (1993) realizaron un estudio donde expusieron
a Brachionus calyciflorus a concentraciones subletales de metil paratién para
determinar su efecto sobre la tasa de filtracion e ingesta. Concluyeron que, ante un
incremento en la concentracion del pesticida, el proceso de alimentacion del rotifero
se vio disminuido hasta un 50% por las afecciones en el movimiento de los cilios;
ademas, demostraron como los cambios en la tasa de alimentacion pueden ser
usados como herramientas sensibles para monitorear el efecto de concentraciones
subletales de los toxicos.

Chang et al. (2010) a partir de estudios en campo y haciendo énfasis en las
estructuras del trophi, determinaron la preferencia alimentaria de los asplacnidos
reportando a estos organismos como omnivoros, por la presencia de rotiferos,

protozoos y algunas algas en su tracto digestivo, al ser poco probable que subsistan
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a base de una dieta herbivora su presencia se explica a partir de los ataques

fortuitos que no concluian con la captura de rotiferos.

Hipotesis

1. Si la alimentacion del zooplancton, particularmente de rotiferos, puede
verse influida por la toxicidad y concentracion de los contaminantes que hay en el
medio, asi como también los microplasticos que son capaces de interferir
mecanicamente hasta ser ingeridos. Entonces, se esperaria una disminucion en la
tasa de ingesta y filtracion de P. patulus a mayores concentraciones de cadmio en
presencia de microplasticos.

2. Si los quimio y mecanorreceptores de A. sieboldii son determinantes en el
proceso de alimentacion del depredador. Entonces, las presas expuestas a cadmio

y microplasticos seran menos capturadas.

Objetivos
Objetivo General
e Evaluar el efecto del cadmio y microplasticos en la alimentacion de Plationus

patulus y el comportamiento alimentario de Asplanchna sieboldii.

Objetivos Particulares
o Determinar la CLso del cadmio en P. patulus

o Determinar la CLso de microplasticos en P. patulus.

Materiales y Métodos
Aislamiento y cultivo de organismos

La presa Plationus patulus es de una cepa que tiene mas de un afio siendo
cultivada en el laboratorio, fue aislada del Lago de Xochimilco, México. El cultivo
monoclonal se establecié a partir de una hembra partenogenética usando el alga
unicelular, Chlorella vulgaris como alimento a una densidad de 1x108 cel. mL" y

agua moderadamente dura como medio (medio EPA). El medio EPA se preparé
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disolviendo 1.9 g de NaHCQO3, 1.2 g de CaS04, 1.2 de MgS0O4 y 0.04 g de KCl en
20 L de agua destilada (Weber, 1993). Chlorella vulgaris fue cultivada en reactores
transparentes de 2 L usando medio basal Bold (Borowitzka y Borowitzka, 1988)
suplementado con 0.5 g L-' de NaHCO3 cada tres dias (Barrios et al. 2017). Cuando
el alga estuvo en fase logaritmica (7 dias después de haber sido cultivada) se
cosechd, centrifugd a 3000 rpm y posteriormente fue resuspendida con agua
destilada. Para mantener las condiciones favorables de los cultivos de P. patulus,
se cambiaron cada 2 dias y se mantuvieron a un pH 7 — 7.5, temperatura 2511 °C
e iluminacion continua y difusa. El rotifero depredador Asplanchna sieboldii fue
aislado del Lago de Xochimilco, México y del cual se establecid un cultivo
monoclonal iniciando con una hembra partenogenética proporcionandole una dieta
mixta de rotiferos braquidénidos como alimento. Para evitar la reproduccion sexual
de A. sieboldii, se mantuvo a bajas densidades en medio EPA que se cambi6 cada
dos dias, manteniendo una temperatura de 25+1 °C y pH 7 — 7.5 e iluminacion
continua y difusa.

Microesferas de poliestireno (PS)

Se utilizaron microparticulas de poliestireno (PS) con 30 um de diametro
(Sigma-Aldrich). Del vial con las microparticulas de PS se tomd 1 uL y se hicieron
diluciones 1:100,000 para estimar la cantidad total de perlas, para hacer dicho
conteo se utilizé una camara de Sedgewick-Rafter. Una vez determinado el total
de perlas, a partir de la densidad referida en la hoja de seguridad de Sigma-Aldrich

se calculd el peso de una perla y del total de perlas considerando las siguientes

férmulas:
V=0C/pmed) m = (p)(V)
Donde: Donde:
V: volumen m:. masa
r: radio p: densidad
V: volumen

A partir de la masa calculada se preparé una solucién stock de 40 mg L.
Previo a ser utilizada, la solucion stock se sonicé a una frecuencia de 20 kHz 10
watts durante 3 minutos para ser homogeneizada, este procedimiento se llevo a

cabo cada que la solucion iba a ser utilizada para los estudios realizados.
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Solucioén stock de cadmio (Cd)

Se prepard una solucion stock de 1 g L' de CdCl2 « 2.5 H20 (Fermont, Lote:
80702, pureza 99.7%) en un matraz aforado de 100 mL con agua destilada de tal
modo que cada mL de la solucién contenia 1 mg de Cd. Previamente, toda la
cristaleria utilizada en los ensayos paso por el siguiente procedimiento de limpieza
(Moody y Lindstrom,1977):

1. Se sumergio en una solucidn de acido clorhidrico (HCI) 2 N durante
24 horas.

2. Se enjuagd con agua de la llave.

3. Se sumergié en una solucién de acido nitrico (HNO3) 2 N durante 24
horas.

4. Se enjuagod con agua destilada.
*Una vez que la cristaleria fue utilizada, para reutilizarla se le dio
nuevamente un bafio de 12 horas con acido nitrico (HNO3) y se

enjuago con agua destilada.

Pruebas de Concentracion Letal Media (CLso).

Basado en la literatura (Sarma et al. 2001), se seleccionaron 6
concentraciones nominales de Cd (18.125, 36.25, 72.5, 145, 290 y 580 pg L") para
determinar la Concentracién Letal Media (24 h - CLsp). Cada unidad experimental
tuvo 20 neonatos (< 7 h) de P. patulus en viales de vidrio de borosilicato con 20 mL
de medio EPA, 0.1x10°%cél. mL-'de C. vulgaris como alimento y se pusieron en una
incubadora a una temperatura de 251 °C. En total, se utilizaron 40 viales (2
controles (positivo y negativo) x 6 concentraciones de Cd x 5 repeticiones). Una vez
pasadas las 24 horas, se contabilizé el numero de organismos muertos en cada una
de las repeticiones.

Se realizé otra prueba considerando lo reportado por Chang-Bum et al.
(2016) y Eltemsah y Bohn (2019), se seleccionaron 7 concentraciones nominales
de microplasticos (40, 20, 10, 5, 2.5, 1.25 y 0.625 mg L") para determinar la
Concentracion Letal Media (24 h - CLso) de este contaminante. Las concentraciones

seleccionadas se obtuvieron a partir de diluciones seriadas de la solucion stock de
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40 mg L™'. Cada unidad experimental tenia 10 hembras adultas sin huevo (> 12 h)
de P. patulus en viales de borosilicato con 5 mL de medio EPA y 0.1x10% cél. mL""’
de C. vulgaris como alimento, estas pruebas se realizaron a una temperatura de
2511 °C. En total, se utilizaron 112 viales (2 controles (positivo y negativo) x 7
concentraciones de Cd x 5 repeticiones). Pasadas las 24 horas, se contabilizo el
numero de organismos muertos en cada una de las repeticiones.

Una vez determinada la 24 h - CLso del cadmio, se realizaron las pruebas de
toxicidad aguda con 2 concentraciones subletales de cadmio (10 y 20%) junto con
7 concentraciones de microplasticos (40, 20, 10, 5, 2.5, 1.25y 0.625 mg L"). Cada
unidad experimental tenia 10 hembras adultas sin huevo (> 12 h) de P. patulus en
viales de borosilicato con 5 mL de medio EPA, 0.1x10%cél. mL-'de C. vulgaris como
alimento y una de las siete concentraciones seleccionadas de microplasticos con 10
0 20% de Cd, estas pruebas se realizaron a la misma temperatura que las
anteriores. En total, se utilizaron 112 viales (2 controles (positivo y negativo) x 7
concentraciones de MPs + 10% o0 20% Cd x 5 repeticiones). Al finalizar el tiempo
establecido, se contabilizé6 el numero de organismos muertos en cada una de las
repeticiones mediante un microscopio estereoscoépico.

Para obtener el valor de la 24 h - CLso de las tres pruebas realizadas, se
analizaron los datos con una hoja de calculo (Microsoft Excel 2013) para calcular
las regresiones lineales a partir de las cuales se estimo la concentracién letal media.
También, se utilizé el método Probit para determinar este valor con un limite de

confianza de los datos al 95% (Finney, 1971).

Tasa de alimentacion de P. patulus.

La tasa de ingesta de P. patulus se evalud considerando dos concentraciones
subletales de cadmio de acuerdo a la CLso obtenida (10 y 20% mg L' de Cd), siete
concentraciones de microplasticos (40, 20, 10, 5, 2.5, 1.25 y 0.625 mg L"), la
combinacion de ambos contaminantes, un control y un blanco por tratamiento. En
total, fueron 6860 viales de vidrio de borosilicato con 20mL de capacidad (2
concentraciones subletales de Cd x 7 concentraciones de MPs x 7 MPs + 10%Cd x
7 MPs + 20%Cd x 2 control/blanco x 5 repeticiones). Cada vial contenia 5 mL de

medio EPA con 2 ind. mL" de P. patulus, 5x10° cél. mL" de C. vulgaris, una
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determinada concentracion de cadmio y/o una concentracién de microplasticos
seleccionada (mg L"). Los organismos que se utilizaron para estas pruebas fueron
hembras adultas sin huevo que previamente estuvieron expuestas 24 h a su
concentracion subletal de Cd seleccionada; ademas, antes iniciar los experimentos
se dejaron a los rotiferos en inanicion durante 20 minutos. Posteriormente, el tiempo
de alimentacion fue de 20 minutos y el alga que no fue ingerida fue contada con una
camara de Neubauer. De los datos registrados se obtuvo la tasa de alimentacion y
tasa de filtracion a partir de las siguientes formulas (Rigler, 1971):
_ v(C, — Cr)

 t N
En donde f: Tasa de alimentacion, v: Volumen del medio, Co: Concentracion

de células inicial, Ct: Concentracion final, t: Tiempo de alimentacion (min) y N:

NuUmero de individuos.

F ((lnCO—lnCt)W)
t N

En donde F: Tasa de filtracion, InCo: Logaritmo natural de la concentracion
de células inicial, InCt: Logaritmo natural de la concentracion final, W: volumen del
medio t: Tiempo de alimentacion (min) y N: Numero de individuos.
Para cuantificar las diferencias estadisticamente significativas de las tasas de
alimentacion y filtracion entre los tratamientos, los datos fueron analizados mediante
ANDEVA de una via y una prueba post-hoc de Tukey con ayuda del programa

Sigma Plot version 11.

Comportamiento alimentario de A. sieboldii

El comportamiento alimentario de Asplanchna sieboldii se evalué usando una
densidad de 7 ind. mL-" de P. patulus en cajas petri con 3 mL de medio EPA, 1x10°
cel. mL" de C. vulgaris como alimento y un depredador adulto de morfotipo
campaniforme que previamente fue dejado 3 h en inanicién. Antes de inocular las
presas, éstas fueron expuestas 1 hora a alguna de las concentraciones subletales
de Cd (10 y 20%) y 5 mg L' de microplasticos. De cada tratamiento hubo 5
repeticiones con observaciones durante 10 minutos donde se consideraron los
siguientes parametros: encuentro, cuando hay contacto entre depredador-presa;

ataque, cuando el depredador intente capturar a la presa; captura, cuando el
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depredador tenga a la presa dentro de su boca; ingesta, cuando el depredador ha
consumido la presa (Snell, 1980).

El numero de interacciones entre depredador-presa se evaluo
estadisticamente con un ANDEVA de una via con una prueba post-hoc de Tukey

con ayuda del programa SigmaPlot versién 11.

Resultados
Concentracion Letal Media

El valor de la Concentracion Letal Media para P. patulus expuesto a los
diferentes contaminantes por separado fue de 90 ug L' con cadmio y 0.2 mg L' con
microplasticos. En la Figura 4, se muestran dichos resultados junto con los datos
obtenidos de la combinacion de ambos contaminantes (10 y 20% Cd + 40, 20, 10,
5,2.5,1.25y 0.625 mg L' MPs), de estas pruebas el valor de la CLso fue de 0.01y
0.03 mgL-" para la combinacion de 10 y 20%Cd con microplasticos respectivamente.
Se puede observar que el cadmio es un contaminante que conforme va aumentando
su concentracién aumenta la mortalidad de los organismos, a diferencia de los
microplasticos que a menores concentraciones afecta a un mayor numero de
organismos sin llegar a afectar a la mitad de la poblacién. Cuando se agrega alguna
de las dos concentraciones subletales de cadmio a las mismas concentraciones de
microplasticos, solo se observa un aumento de la mortalidad en las menores
concentraciones (0.625, 1.25, 25 y 5 mg L), mientras que en las demas
concentraciones fue menor o igual la cantidad de organismos fallecidos comparado
con la prueba de microplasticos limpios. En todos los controles (positivo y negativo)

de cada prueba realizada, la supervivencia oscildé de 98 a 100%.
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Figura 4. Mortalidad de P. patulus expuesto a diferentes concentraciones nominales de 2
contaminantes (Cd: cadmio y MPs: microplasticos) y la combinaciéon de ambos. Se muestran los
valores y limites de confianza (95%) de la CLso de cada prueba.

Tasas de alimentacion

La tasa de ingesta (media + ES) de Plationus patulus cuando fue expuesto a
alguna de las dos concentraciones subletales de cadmio, aumentd, llegando a
incrementar significativamente con el 20% de Cd (p < 0.05, ANDEVA una via). Al
contrario de lo encontrado con puro cadmio, una vez que se expuso a este rotifero
herbivoro a los microplasticos limpios, su tasa de ingesta fue disminuyendo
conforme iba aumentando la concentracién del contaminante, y a partir de la
concentracion de 5 a 40 mg L' hubo un cambio significativo en el proceso de
alimentacién de hasta un 60% (p < 0.05, ANDEVA una via). Asimismo, el incremento
en la tasa de alimentacién de P. patulus cuando se expuso al cadmio, no cambio el

hecho de que la combinacion de este contaminante con microplasticos disminuyera
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la tasa de ingesta significativamente conforme aumentaba su concentracion a partir

de los 5 mg L' (p < 0.05, ANDEVA una via). Lo anterior se observa en la Figura 5.
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Figura 5. Tasas de ingesta vy filtracion de P. patulus expuesto a cadmio (0.009 y 0.018 mg L),
microplasticos (40, 20, 10, 5, 2.5, 1.25 y 0.625 mg L") y la combinaciéon de ambos contaminantes.
Se muestra el promedio de 5 repeticiones con su * error estandar. Los * indican diferencias
significativas (p < 0.05 ANDEVA una via).

Comportamiento alimentario de A. sieboldii

Los datos de los parametros evaluados (media = ES), Encuentro, Ataque,

Captura e Ingesta que se encuentran en la Figura 6, muestran que los encuentros

del rotifero depredador A. sieboldii con su presa P. patulus expuesta previamente

una hora a uno o la combinacion de contaminantes no se ve afectada y se mantiene

al igual que los ataques.
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Figura 6. Comportamiento alimentario de A. sieboldii con P. patulus expuesto previamente a cadmio
(0.009 y 0.018 mg L"), microplasticos (5 mg L") y la combinacién de ambos contaminantes. Se
muestra el promedio de 5 repeticiones con su * error estandar. Los * indican diferencias significativas
(p < 0.05 ANDEVA una via).

Sin embargo, la captura disminuy® significativamente (p < 0.05, ANDEVA una
via; Tabla 1) con las presas expuestas a las concentraciones subletales de cadmio
y microplasticos. Cuando las presas fueron expuestas a ambos contaminantes, se
obtuvieron los valores mas bajos de captura e ingesta, en estos parametros hubo
una disminucién del 71 y 61% respectivamente comparados con el control. Esto
muestra que A. sieboldii tiene una respuesta en la depredacion ante P. patulus

contaminado con la combinacion de microplasticos y cadmio.

Tabla 1. Analisis de varianza de una via (ANDEVA) sobre el comportamiento alimentario de A.
sieboldii alimentado con P. patulus expuesto previamente a concentraciones subletales de cadmio,
microplasticos y la combinacién de ambos contaminantes. GL: Grados de Libertad; SC: Suma de
Cuadrados; MC: Media de Cuadrados (0=0.05). Tratamientos con asterisco (*) representa
diferencias significativas.

Fuente de

variacion GL SC MC F P
Encuentro

Entre grupos 5 12.967 2.593 0.985 0.447
Error 24 63.2 2.633

Ataque

Entre grupos 5 26.7 5.34 4.005 0.009*
Error 24 32 1.333
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Captura

Entre grupos 5 41.467 8.293 8.293 <0.001*
Error 24 24 1
Ingesta
Entre grupos 5 16 3.2 3.2 0.024*
Error 24 24 1

Discusion

Durante los ultimos afios, la mayoria de los estudios ecotoxicoldgicos se han
centrado en ciertas especies del complejo B. plicatilis en el caso de sistemas
marinos o salobres, y B. calyciflorus para los ambientes epicontinentales (Snell y
Janssen, 1995; Won et al. 2017). Ahora bien, si se consideran los trabajos donde
se realicen estudios que evaluen la toxicidad de los microplasticos, la literatura se
ha centrado en investigaciones con microorganismos invertebrados marinos de
otros grupos o pocas especies epicontinentales que son exdticas para México (Cole
et al. 2013; Coppock et al. 2019; Schrank et al. 2019). En este trabajo se comparé
la sensibilidad de P. patulus y A. sieboldii, ambos rotiferos, uno herbivoro y el otro
carnivoro, coexisten en diversos sistemas acuaticos epicontinentales mexicanos
que en su mayoria estan contaminados (Nandini et al. 2005), lo que facilité su
obtencion para pruebas de laboratorio.

De la prueba de 24 h - CLso con cadmio utilizando a P. patulus se obtuvo el
mismo valor al igual que lo reportado por Sarma et al. (2006) en donde llevaron a
cabo sus pruebas a una temperatura de 24 °C, este es el segundo trabajo donde se
reporta la Concentracion Letal Media para esta especie en presencia de cadmio.
Comparando la CLso obtenida con la de otras especies pertenecientes la familia
Brachionidae, P. patulus es mas sensible a este metal pesado comparado con B.
calyciflorus, B. rubens, B. havanaensis y B. macracanthus (Snell y Persoone, 1989;
Snell et al. 1991; Juarez-Franco et al. 2007). Por su sensibilidad a toxicos, tamafio
pequefio, estabilidad taxonémica, reproduccion partenogenética y altas tasas de
reproduccion, P. patulus es considerado como un organismo estandar de
bioensayos por la Asociacion Americana de la Salud (APHA) y la Sociedad
Americana para Pruebas y Materiales (ASTM) (ASTM, 2012; Rice et al. 2017).
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A pesar de que P. patulus esta categorizado como organismo para
bioensayos, y que para las pruebas donde se utilizaron microplasticos se emplearon
condiciones ambientales relevantes, es decir, concentraciones de microplasticos
que se pueden encontrar en sistemas naturales epicontinentales (Dris et al. 2015;
Mendoza y Balcer, 2019). Este es de los primeros reportes del efecto de los
microplasticos para esta especie y para rotiferos epicontinentales en general. De la
CLso con microplasticos de P. patulus se esperaba que, a mayor concentracion,
aumentara la mortalidad de los organismos como ocurre con el rotifero de sistemas
marinos B. plicatilis que fue expuesto a microesferas de polietileno con tamano de
25 ym (Beber y Yurtsever, 2018); sin embargo, con P. patulus la mortalidad fue
mayor con algunas concentraciones bajas y disminuyé conforme disminuian o
aumentaban las concentraciones de microplasticos. Este hallazgo coincide con lo
reportado por Kaposi et al. (2013), Cole et al. (2015) y Vroom et al. (2017) ya que
expusieron a diferentes organismos componentes del zooplancton marino a
pruebas de toxicidad aguda y ningun modelo biologico estudiado tuvo una
mortalidad significativa ante la presencia de microplasticos de diferente tamafo.

Pese a que los microplasticos tienen la capacidad de adsorber una amplia
gama de contaminantes, incluido el cadmio, y que se les ha reportado como
vectores hacia organismos acuaticos a través de su ingestion (Wang et al. 2019;
Wang et al. 2020). En este trabajo se muestra que no hay un mayor efecto ante una
exposicion aguda, ya que cuando se expuso a P. patulus a microplasticos con la
concentracion subletal de cadmio, la letalidad fue muy parecida a cuando se
expusieron estos organismos con microplasticos solos. Beiras et al. (2018) cuando
expusieron en pruebas de toxicidad aguda a B. plicatilis y otros modelos biolégicos
marinos con microplasticos de dos tamanos diferentes contaminados con BP-3, al
igual que en esta investigacion no hubo una mayor mortalidad comparado con el
tratamiento de microplasticos solos. Aunque con P. patulus no se encontré un valor
de la ClLso en las pruebas de toxicidad aguda con microplasticos solos o
contaminados, hay otros parametros que se pueden evaluar a los que se les ha
reportado un efecto adverso, dichas pruebas se han realizado con crustaceos
dulceacuicolas pero de igual manera se pueden estudiar en rotiferos, éstos son los

criterios de valoracién conductuales relacionados con la motilidad e ingestién que
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pueden ser herramientas para evaluar el efecto de la contaminacion por
microplasticos en los microorganismos invertebrados acuaticos (Cole et al. 2015;
Gambardella et al. 2017).

Considerando que el proceso de alimentacion del zooplancton es una funcion
fisiolégica que puede cambiar ante la exposicion a téxicos, los efectos de los
contaminantes seleccionados observados en las tasas de alimentacion de P.
patulus son un posible cambio en la historia de vida de este rotifero herbivoro, ya
que este es el proceso a partir del cual se obtiene energia para su sobrevivencia y
reproduccion (Moreira et al. 2016). Al contrario de lo que se esperaba, hubo un
incremento en este comportamiento cuando los rotiferos fueron expuestos al
cadmio, estas bajas concentraciones del toxico potenciaron la obtencion de
alimento. Esto se conoce como efecto hérmesis, que es un tipo de estimulo para
compensar el estrés producido por el metal pesado que en principio se ve reflejado
en la produccion de la descendencia (Mattson et al. 2008). Gama-Flores et al. (2007)
cuando expusieron a un organismo componente del zooplancton a bajas
concentraciones de cadmio, reportaron un incremento en su metabolismo y como
resultado de ello, un mayor numero descendientes. Este efecto también se presenta
con otros contaminantes como insecticidas (Lv et al. 2010; Guo y Chen, 2015),
fungicidas (Alvarado-Flores et al. 2015) y medicamentos (Tian et al. 2017). Sin
embargo, ante la presencia de solo microplasticos ocurre lo contrario, y cuando se
combina el cadmio con los microplasticos la tasa de alimentacién de P. patulus se
ve afectada aun mas, evidenciando que el incremento en la tasa de alimentacion de
este organismo expuesto a bajas concentraciones de cadmio no cambia el hecho
de que los microplasticos interfieren mecanicamente lo cual puede deformar la
corona ciliar y el funcionamiento de los cilios de estos organismos que desde
neonatos filtran el medio para obtener su alimento (Sun et al. 2019). Esta
disminucién en la alimentacién también ocurrié con Brachionus manjavacas cuando
Snell y Hicks (2011) expusieron a estos organismos a microplasticos solos, y al igual
que en esta investigacion, hubo una mayor disminucién en la alimentacién cuando
fueron expuestos a altas concentraciones de microplasticos. Cuando los
microplasticos tienen el tamafo adecuado, no solo interfieren en el proceso de

alimentacién de los rotiferos herbivoros. También, pueden ser ingeridos vy
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acumularse en el tracto digestivo de los organismos hasta 48 h después de haber
sido ingeridos (Jeong et al. 2016). Esto deja abierta la posibilidad de que los
microplasticos que interfieren en la alimentacion de P. patulus pueden ser ingeridos
y bioacumulados tras adsorber el cadmio, y llegar a niveles troficos superiores.
Respecto a las interacciones de A. sieboldii y su presa contaminada, hay
modelos que consideran cinco variables que determinan el comportamiento del
depredador: 1) la tasa de movimiento de la comida, 2) el tamafo de la presa, 3) la
velocidad de movimiento del depredador, 4) densidad del alimento y 5) el campo
receptivo del organismo (Salt, 1987). Al no haber una diferencia en los encuentros
entre el depredador y su presa que fue expuesta a diferentes contaminantes, esto
implica que no hubo algun cambio en la natacion de P. patulus que de igual manera
mantuvo su tamafo. En cuanto a la velocidad de movimiento del depredador, todos
los individuos eran del morfotipo campaniforme y no fueron expuestos directamente
a los contaminantes. Entonces, los cambios en el numero de ataques, capturas e
ingesta recaen sobre el campo receptivo del depredador, para Asplanchna que es
un depredador no visual, su campo receptivo es corto y depende de los érganos
sensoriales que detectan su alimento, estos quimio y mecanorreceptores que se
encuentran alrededor de la corona ciliar, en el centro y cerca de la boca
seleccionaron el alimento disminuyendo significativamente las capturas e ingestas
ante las presas contaminadas con cadmio y microplasticos (Joanidopoulos vy
Marwan, 1998). Otra investigacion en la cual se evidencio la selectividad de A.
sieboldii, fue la reportada por Gilbert (1977) y (1980) donde este depredador no
capturd a sus clones y congéneres a pesar de encontrarlos constantemente. Sin
embargo, esta es de las primeras investigaciones donde se evidencia la posible
acciéon de estos quimio y mecanorreceptores ante presas limpias y contaminadas

con dos contaminantes juntos o separados.

Conclusiones
e La exposicion aguda a cadmio tuvo efectos toxicos sobre P. patulus,
encontrandose en 24h la CLso con un valor igual al reportado en la literatura.
Sin embargo, cuando P. patulus se expone a microplasticos solos y

contaminados con cadmio, no se observaron efectos en la mortalidad.
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Los contaminantes evaluados tuvieron un efecto sobre la tasa de filtracion e
ingesta de P. patulus. A diferencia de las concentraciones subletales de
cadmio que incrementaron la tasa de ingesta, los microplasticos la
disminuyeron. Cuando los contaminantes se combinaron, a mayor
concentracion de microplasticos, la tasa de alimentacion se veia mas
afectada.

El comportamiento alimentario de A. sieboldii presenté cambios ante la
presencia de los contaminantes. Con cada contaminante las capturas se
vieron afectadas, y cuando se combinaron los contaminantes los ataques,
capturas e ingestas disminuyeron significativamente.

Es evidente que hay un efecto de los microplasticos y cadmio, separados y
juntos, en la alimentacion de organismos filtradores como P. patulus, y en la

selecciéon de presas en depredadores como A. sieboldii.
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Capitulo I11-

Demografia

Introduccion

El cadmio (Cd), es uno de los elementos quimicos que se encuentra enlistado
como contaminante prioritario por la Agencia de Proteccion Ambiental de los
Estados Unidos (por siglas en inglés USEPA), esto debido a su alta toxicidad en
casi todos los niveles de organizacién biolégica llegando a ser un peligro en
diferentes ambientes (Burger, 2008). Es uno de los elementos mas abundantes que
se pueden encontrar comunmente en los sistemas acuaticos mexicanos, incluso
mas que el mercurio (Cervantes y Moreno, 1999). Este contaminante no tiene un rol
biolégico conocido e induce estrés oxidativo y altera la homeostasis del Ca?;
ademas, los iones de Cd provocan una amplia gama de respuestas celulares que
modulan las caracteristicas del ciclo de vida en los organismos acuaticos lo cual
resulta en un dafio severo a muchos sistemas, tejidos y membranas por la induccién
de la apoptosis (Méndez-Armenta y Rios, 2007). Ante la constante contaminacién
de los ecosistemas acuaticos por este tipo de metales pesados que son
descargados por actividades domésticas, industriales y otras actividades
antropogénicas, la biota acuatica, especificamente el zooplancton, se desarrolla en
condiciones estresantes que restringen sus respuestas fisioldgicas lo cual afecta su
supervivencia y fecundidad (Livingstone, 2001). En los ultimos afios se han discutido
los efectos adversos del Cd en las funciones fisiolégicas y dinamica poblacional del
zooplancton, asi como su efecto en la red trofica acuatica (Koivisto et al. 1997;
Pempkowiak et al. 2006; Gama-Flores et al. 2017).

En la naturaleza existe una gran variedad de contaminantes, el plastico y
particularmente los microplasticos que son pequenas particulas y fibras de
polimeros sintéticos cuyo diametro es inferior a 5 mm y llegar hasta 100 nm (FAO,
2017), esto se ha incrementado debido al mal manejo y la alta demanda de las
actividades antropogénicas. Por ejemplo, de 1960 a la fecha la produccién mundial
de plastico ha incrementado exponencialmente hasta tener un acumulado de 6,300
millones de toneladas de desechos plasticos; de este total, Unicamente 9% fueron

reciclados (PlasticsEurope, 2016; Greyer et al. 2017). En diversos sistemas
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acuaticos mexicanos que son impactados por el desarrollo urbano e industrial
(Andrade et al. 2015), se pueden encontrar una gran abundancia y diversidad de
microplasticos (Shruti et al. 2019; Sanchez-Hernandez et al. 2021). La evaluacién
de los efectos que pueden tener los microplasticos sobre la biota acuatica marina
han mostrado que propician inflamacién, estrés oxidativo, agotamiento energético,
reduccion en la alimentacion, disminucién de supervivencia y reproducciéon (Yu et
al. 2018); sin embargo, son pocas las investigaciones que se realizan con
organismos epicontinentales. Ademas, son pocos los estudios que han analizado
los efectos de dos contaminantes como son el cadmio y los microplasticos en
rotiferos, a pesar de que se ha reportado que estos ultimos actuan como vectores
de metales pesados (Selvam et al. 2021).

La interaccidon entre contaminantes puede intensificar la toxicidad
(sinergismo), reducirla (antagonismo) o no producir ningun efecto (aditivo) (Liess et
al. 2020). El caso mas conocido de antagonismo entre contaminantes es el
descubierto a finales de los 80’s, donde el selenio, un metal esencial reduce la
toxicidad del mercurio, el cual es un metal pesado altamente téxico (Khan y Wang,
2009). No todas las interacciones entre contaminantes producen un efecto
antagonico, en la mayoria de los casos se produce un efecto sinérgico como el de
los microplasticos contaminados con BP-3 (Na et al. 2020). Aunque existen
excepciones donde los microplasticos contaminados con otro contaminante tienen
un efecto aditivo, es decir, no hay ningun cambio en el efecto que tienen estos
contaminantes combinados sobre ciertos invertebrados acuaticos (Beiras et al.
2018).

Son evidentes los efectos del cadmio y los microplasticos en microrganismos
invertebrados herbivoros del medio marino (Kang et al. 2019; Beber y Yurtsever,
2018); ademas, se ha demostrado que ambos contaminantes juntos o por separado
tienen efecto sobre la alimentacion del zooplancton epicontinental (Capitulo II
Alimentacion) y de igual manera podrian influir significativamente en la
supervivencia y fecundidad en un nivel trofico superior, es decir, un depredador
como A. sieboldii, un enfoque poco estudiado que se abordara en este capitulo.

Asplanchna sieboldii, es una especie representada por hembras con cuerpo

translucido cuya talla varia entre 400 — 2500 um (Wallace et al. 1989). Este rotifero
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depredador voraz presenta cambios fenotipicos (ciclomorfosis) que van asociados
en gran medida a su dieta, si ingiere organismos cuyos niveles de a-tocoferol
(vitamina E) son variables, en las generaciones sucesivas se iran presentando
alguno de los tres morfotipos que se le reconocen a esta especie: campaniforme o
campanulada, saquiforme y cruciforme (Gilbert, 1968). Este ultimo morfotipo
(cruciforme), cuya presencia implica mayores probabilidades de que haya
reproduccion sexual es muy caracteristico porque presenta 4 prolongaciones o
jorobas en el cuerpo, dos laterales, una posterior y una posterodorsal, y se expresa
por tres factores: 1) ingesta de presas con altas concentraciones de a-tocoferol, 2)
presién por canibalismo y 3) presencia de contaminantes en el medio o dieta
(Gilbert, 1980).

Para analizar los cambios numéricos de una poblacién y la expresion de
morfotipos de A. sieboldii expuesto a microplasticos, cadmio y la combinacion de
ambos contaminantes, hay un par de instrumentos que permiten visualizar estos
cambios a través del tiempo. El primero es el crecimiento poblacional, que permite
calcular la relaciéon de nacimientos a partir de una densidad inicial a través del
tiempo considerando diferentes generaciones de la poblacion de estudio ante
ciertos factores, en este caso dos contaminantes (Krebs, 2009). El otro es la tabla
de vida, que es una manera de plasmar las caracteristicas numéricas de la
mortalidad y la natalidad especifica por edades, ayuda a detectar las fuentes de
mortalidad no aleatorias que operan durante el desarrollo ontogenético de una
cohorte y que cambian segun su envejecimiento (Sarma, 1996).

Para complementar los cambios en la alimentacion de los rotiferos herbivoros
y el comportamiento alimentario de un depredador como A. sieboldii que se
mostraron en el Capitulo Il “Alimentacién”. Desde la perspectiva ecoldgica, el
conocer los cambios en la demografia de una cohorte y en diversas generaciones
de un nivel trofico superior (depredador) que sera expuesto a contaminantes
Unicamente a través de su presa, nos propician un panorama mas amplio para
analizar los efectos del cadmio y microplasticos, juntos o separados, y su posible
transferencia en la cadena trofica teniendo un efecto sinérgico, aditivo o antagénico

entre estos contaminantes.
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Antecedentes

Jeong et al. (2016) evaluaron la bioacumulacion y los efectos adversos
ocasionados por la ingestion de microplasticos de diferentes tamafios en las
variables demograficas del rotifero Brachionus koreanus. La exposicion a
microesferas de poliestireno produjo efectos significativos dependientes del tamafio,
como son la disminucién en la tasa de crecimiento poblacional, fecundidad,
esperanza de vida e inmadurez sexual. Respecto a la bioacumulacion, tras haber
expuesto a los rotiferos a microesferas fluorescentes, todos los tamafos de
microplasticos se encontraron dentro de los rotiferos hasta 48 h después de
haberlos ingerido. Estas observaciones proveen indicios de como estos
contaminantes ademas de bioacumularse podrian ser transferidos a niveles troficos
superiores.

Nandini et al. (2003) evaluaron el efecto de la densidad (cuatro densidades
1, 2, 4 y 8 ind. mL") y la morfologia de las presas sobre el comportamiento
alimentario y crecimiento poblacional de Asplanchna sieboldii ofreciendo 5 especies
de braquionidos (P. patulus, B. havanaensis, B. macracanthus, B. rubens y B.
calyciflorus) como alimento. Independientemente de la presa, la tasa de crecimiento
de Asplanchna se incrementd proporcionalmente a la cantidad de alimento
inoculado. A pesar de que el crecimiento poblacional de A sieboldii fue aumentando
proporcionalmente a la cantidad de presa inoculada, en términos de biomasa su
crecimiento no tuvo una correlacién entre las presas seleccionadas considerandose
que la digestibilidad de las presas es lo que influyé sobre el crecimiento poblacional
del depredador.

Sarma et al. (2007) evaluaron el crecimiento poblacional del depredador
Asplanchna brightwellii alimentado con 5 braquionidos ofrecidos como presa
(Brachionus angularis, P. patulus, B. rubens, B. havanaensis y B. macracanthus),
de forma individual o combinando dos especies en proporcién 1:1 a dos densidades
diferentes (1 y 5 ind. mL"). El crecimiento del depredador A. brightwellii difirio
dependiendo de las caracteristicas morfologicas de la presa, obteniendo un menor
crecimiento poblacional con la mezcla de B. macracanthus y B. havanaensis que
tienen espinas largas posteriores y/o postero-laterales. Sin embargo, A. brightwellii

crecid bien con B. havanaensis y P. patulus ofrecidos de forma individual.
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Independientemente de la densidad, morfologia o combinacién de las presas, el
pico de abundancia maxima del depredador varié de 0.2 a 1.7 ind. mL"!, mientras
que la tasa de crecimiento poblacional (r) presenté datos que van de 0.025 a 0.25
por dia, dependiendo del tratamiento.

Sarma et al. (1998) evaluaron el efecto de Brachionus calyciflorus limpio,
contaminado con metil paration, muerto por el pesticida y muerto por congelamiento
sobre el crecimiento poblacional del rotifero depredador Asplanchna sieboldii.
Independientemente del tratamiento que tuvo la presa, a mayor densidad de B.
calyciflorus fue mayor la abundancia del depredador. Sin embargo, comparando la
tasa de crecimiento poblacional entre los tratamientos, hubo una disminucion de
esta variable. En principio, los tratamientos con presas muertas no lograron
mantener a Asplanchna el tiempo que duré el experimento por los pocos encuentros
que a su vez disminuyen la probabilidad de capturar e ingerir alimento. Respecto a
las presas vivas contaminadas con metil paratidén, la disminucion en la tasa de
crecimiento del depredador muestra que hay un efecto indirecto a partir de la
ingestion de presas contaminadas.

Gama-Flores et al. (2007) evaluaron el efecto combinado de dos metales
pesados (CuSO4 y CdCl2 separadamente, a 0.1, 0.2 y 0.4 mg L") y tiempo de
exposicion sobre el rotifero depredador Asplanchna brightwellii a través de sus
presas (B. havanaensis y B. calyciflorus). A bajas concentraciones de Cu, estimulo
el crecimiento de A. brightwellii comparado con los controles. Sin embargo, bajo una
mayor concentracion de Cd y un mayor tiempo de exposicion, B. calyciflorus
provocdé un menor crecimiento del depredador. B. havanaensis previamente
expuesta a Cu condujo a una reduccion en el crecimiento de A. brightwellii,
especialmente bajo una alta concentracion de metales. Independientemente del
tiempo de exposicion, B. calyciflorus expuesto a Cu y B. havanaensis expuesto a
Cd estimul6 la tasa de crecimiento de A. brightwellii. Mostrando la accién indirecta
de los téxicos sobre A. brightwellii que nunca fue expuesto a los metales pesados.

Wang et al. (2020) evaluaron la toxicidad de la interaccién de MPs con
metales pesados haciendo ensayos cronicos de 21 dias sobre el cladécero Moina
monogolica. Utilizaron una concentracion de MPs (300 ug L") y dos

concentraciones de Cd (5 y 10 ug L"). Los MPs que adsorbieron Cd tuvieron un
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mayor efecto sobre las variables demograficas del claddcero, esto sugiere que los
MPs ademas de dafar directamente a los organismos, también pueden afectar
indirectamente a través de la adsorcion de contaminantes y fungir como un vector

que libera contaminantes dentro del zooplancton.

Hipotesis

Si los microplasticos y el cadmio tuvieron un efecto sobre el comportamiento
alimentario del rotifero depredador A. sieboldii y sobre la alimentacion de P. patulus
al bioacumular las microesferas de poliestireno limpias y contaminadas. Entonces,
se esperaria una disminucion en la dinamica poblacional de A. sieboldii en el
tratamiento con mayor densidad de presa inoculada expuesta solo a cadmio y con
microplasticos. Ademas, se esperaria que el morfotipo cruciforme de A. sieboldii se
exprese antes en los tratamientos expuestos a ambos contaminantes, debido a la
toxicidad del cadmio y por los microplasticos como un nuevo vector de este metal,

propiciando un efecto sinérgico cuando se combinan ambos contaminantes.

Objetivo
Objetivo General
e Evaluar la dinamica poblacional del depredador Asplanchna sieboldii

alimentado con Plationus patulus expuesto a microplasticos y cadmio.

Objetivos Particulares
o Cuantificar los cambios en las variables demograficas del crecimiento
poblacional de A. sieboldii.
o Cuantificar los cambios en las variables demograficas de la tabla de vida
de A. sieboldii.

Materiales y Métodos
Crecimiento poblacional

La respuesta demografica de Asplanchna sieboldii se evalu6 usando 3
densidades (1, 2 y 4 ind. mL-") de P. patulus como presa que se expuso al menos
24 horas a alguna de las dos concentraciones subletales de Cd (10 y 20%) y una
concentracion de microplasticos (5 mg L™"). En total, fueron 90 viales de borosilicato

con 25 mL de capacidad (3 densidades x 6 tratamientos x 5 réplicas). Cada vial
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contuvo 20 mL de medio EPA con P. Patulus a una densidad de 1, 2 y 4 ind. mL""
que fue expuesta al tratamiento seleccionado al menos 24 h, 1x10° cel. mL-! de C.
vulgaris para mantener a la presa activa y un adulto con huevo de A. sieboldii
(morfotipo campaniforme) que nunca fue expuesto directamente a los
contaminantes. Los viales fueron colocados en una incubadora a 25 + 1 °C con
iluminacién continua y difusa. Los conteos del depredador en el control y
tratamientos, asi como la renovacion del medio y de presas pre-expuestas se hizo
cada 24 h, los experimentos se detuvieron a los 16 dias cuando la poblacién de A.
sieboldii empezd a disminuir en la mayoria de las repeticiones. De los datos
registrados se obtuvo la abundancia maxima, el dia de abundancia maximay la tasa
de crecimiento poblacional (r) usando diferentes grupos de datos a lo largo de la
curva de crecimiento poblacional de A. sieboldii para calcular la media por réplica,
tomandose de 3 — 5 grupos de datos en la fase exponencial como lo realiz6 Dumont
et al. (1995) a partir de la siguiente formula (Krebs, 1985):
__In(N) — In (N,)
t
En donde r: tasa de crecimiento poblacional por dia, Nt numero de individuos

después de cierto tiempo, No: poblacional inicial y t: tiempo en dias.

Para cuantificar las diferencias estadisticamente significativas de la tasa de
crecimiento poblacional, abundancia maxima y dia de abundancia maxima, los
datos fueron analizados mediante ANDEVA de dos vias y una prueba post-hoc de

Tukey con ayuda del programa Sigma Plot version 11.

Tabla de vida

Para los experimentos de tabla de vida se usé el mismo disefio experimental
que en los tratamientos del crecimiento poblacional, se utilizaron neonatos de A.
sieboldii con una edad menor a 3 h. Pasadas 24 h se contaron las hembras
sobrevivientes y los neonatos que al igual que los adultos fallecidos fueron
removidos, el medio fue renovado y se inoculé la densidad de presa tratada
apropiadamente. Cada repeticion tuvo 1 neonato de A. sieboldii para evitar
canibalismo, los experimentos se detuvieron 6 dias después cuando la cohorte

inicial fallecio.
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Para calcular la tasa de crecimiento poblacional se utilizé el método de
Jacknife (Meyer et al. 1986), los demas parametros fueron calculados de acuerdo a
Krebs (1985) y Begon et al. (1996), usando las siguientes formulas:

Supervivencia (proporcion de supervivientes):

Dénde: Nx = numero de supervivientes No = numero inicial de individuos
Fecundidad (proporcién de neonatos)
N,
m, = N_x
Dénde: N1 = numero de supervivientes Nx = supervivientes
Esperanza de vida
ex =

Ty
L

Tasa reproductiva bruta

S
0
R, = Z Lym,

Tasa intrinseca de crecimiento poblacional

r= z eC™m, =1
(x=0)

Tasa reproductiva neta

Tiempo generacional

_ Xlmyx
=%

En donde Nx es el numero de individuos en cierto tiempo, No es el numero inicial de
individuos, R, es el promedio de descendientes por hembra.

Para cuantificar las diferencias estadisticamente significativas de las
variables demogréficas de tabla de vida entre los tratamientos, los datos fueron
analizados mediante ANDEVA de dos vias y una prueba post-hoc de Tukey con

ayuda del programa SigmaPlot version 11.
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Resultados
Crecimiento poblacional

Las curvas de crecimiento poblacional de Asplanchna sieboldii alimentado
con P. patulus a 1, 2y 4 ind. mL"" expuestos previamente a 10% Cd (0.009 mg L"),
20%Cd (0.018 mg L"), MPs (5 mg L") y la combinacion de ambos contaminantes
se muestran en la Figura 7. En general, se observa que todas las curvas de
crecimiento poblacional del depredador inician con una fase de crecimiento
exponencial y después de 4 u 8 dias se encuentran en una fase estacionaria. En
términos de la densidad de presa inoculada, hay una relacion positiva con el
crecimiento de A. sieboldii; sin embargo, los contaminantes tuvieron efectos sobre
la abundancia de Asplanchna, de manera positiva con 10%Cd y negativamente con
los demas tratamientos.

Los datos de la Figura 8A, muestran como la abundancia maxima del rotifero
depredador va aumentando conforme aumenta la densidad de presa y que los
cambios son notablemente diferentes con relacion al tratamiento que tiene a las
presas expuestas a 10%Cd. En los controles, la abundancia maxima fue de 0.28 —
0.72 ind. mL-'y con el tratamiento con 10%Cd fue 0.31 — 0.94 ind. mL"", esto implica
un aumento de 28% que es significativamente mayor (p < 0.05, ANDEVA dos vias;
Tabla 2) comparado con los demas tratamientos que tuvieron un aumento o
disminucion de 2 — 6%.

Como se puede apreciar en la Figura 8B, los datos indican que el dia en que
se alcanz¢ la abundancia maxima del depredador fue entre los 3 y 8 dias, primero
en los tratamientos con menor densidad de presa contaminada (1 ind. mL") y
después con la mayor densidad de presa (4 ind. mL-"). El tratamiento con 10%Cd
tardé 12 dias en alcanzar su pico maximo, cuando se junt6é esta concentracion de
cadmio con microplasticos y al igual que con los demas tratamientos, el dia de
abundancia maxima se adelant6 6 dias (p < 0.05, ANDEVA dos vias; Tabla 2).

La tasa de crecimiento poblacional de A. sieboldii se muestra en la Figura 9. En
comparacién con el control, la tasa de crecimiento poblacional disminuyd
significativamente (p < 0.05, ANDEVA dos vias) en todas las densidades
seleccionadas cuando sus presas fueron expuestas a 20%Cd, 10%Cd + MPs y
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20%Cd + MPs. Un aumento en la densidad de presa (4 ind. mL-') expuesta a 10%Cd
aumento significativamente (p < 0.05, ANDEVA dos vias; Tabla 2) lar de A. sieboldii.
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Figura 7. Curvas de crecimiento poblacional de A. sieboldii alimentado con 1, 2 y 4 ind. mL-" de P.
patulus expuestos previamente a 10%Cd (0.009 mg L"), 20%Cd (0.018 mg L-*), MPs (5 mg L") y la
combinacion de ambos contaminantes. Se muestra el promedio de 5 repeticiones con su + error
estandar.
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Figura 8. a) Abundancia maxima y b) Dia de abundancia maxima de A. sieboldii alimentado con 1, 2
y 4 ind. mL-" de P. patulus expuestos previamente a 10%Cd (0.009 mg L-'), 20%Cd (0.018 mg L"),
MPs (5 mg L") y la combinacién de ambos contaminantes. Se muestra el promedio de 5 repeticiones
con su * error estandar. Los datos que llevan una letra diferente son estadisticamente significativos
(p < 0.05, prueba de Tukey).
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Figura 9. Tasa de crecimiento poblacional (r'') de A. sieboldii alimentado con 1, 2y 4 ind. mL-" de P.
patulus expuestos previamente a 10%Cd (0.009 mg L"), 20%Cd (0.018 mg L-*), MPs (5 mg L") y la
combinacion de ambos contaminantes. Se muestra el promedio de 5 repeticiones con su + error
estandar. Los datos que llevan una letra diferente son estadisticamente significativos (p < 0.05,
prueba de Tukey).
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Tabla 2. Andlisis de varianza de dos vias (ANDEVA) sobre las variables del crecimiento poblacional
de A. sieboldii alimentado con las densidades seleccionadas de P. patulus expuesto previamente a
concentraciones subletales de cadmio, microplasticos y la combinacién de ambos contaminantes.
GL: Grados de Libertad; SC: Suma de Cuadrados; MC: Media de Cuadrados (a=0.05). Tratamientos
con asterisco (*) representa diferencias significativas.

Fuente de GL SC MC F P
variacion

Dia de abundancia maxima

Tratamiento (A) 5 328.995 65.799 11.452 <0.001*
Densidad (B) 2 194.451 97.226 16.921 <0.001*
AxB 10 42.333 4.233 0.737 0.688
Error 72 413.702 5.746

Abundancia maxima

Tratamiento (A) 5 353.122 70.624 19.379 <0.001*
Densidad (B) 2 933.956 466.978 128.134 <0.001*
AxB 10 102.844 10.284 2.822 0.005*
Error 72 262.4 3.644

Tasa de crecimiento poblacional

Tratamiento (A) 5 0.0878 0.0176 3.593 0.006*
Densidad (B) 2 0.245 0.122 25.062 <0.001*
AXxB 10 0.0361 0.00361 0.739 0.685
Error 72 0.352 0.00489

Tabla de vida

La supervivencia de A. sieboldii se muestra en la Figura 10, cuando se
alimento de presas expuestas a 10%Cd su supervivencia aumenté 1 dia comparado
con el control y los demas tratamientos en todas las densidades seleccionadas. En
los tratamientos de 10%Cd + MPs y 20%Cd + MPs, se observa que los organismos
fallecen mas 1 o 2 dias antes de que la poblacién llegue a 0. Con la combinacion de
contaminantes, los rotiferos depredadores fueron mas vulnerables.

Como se puede observar en la Figura 11, la produccion de neonatos de A. sieboldii

en el control y todos los tratamientos aumenta conforme aumentan las presas
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Figura 10. Curvas de supervivencia en edades especificas (dias) de A. sieboldii alimentado con 1, 2
y 4 ind. mL-" de P. patulus expuestos previamente a 10%Cd (0.009 mg L), 20%Cd (0.018 mg L"),
MPs (5 mg L") y la combinacion de ambos contaminantes. Se muestra el promedio de 5 repeticiones

(cohortes) con su + error estandar.
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disponibles y hubo fecundidad desde el dia 1, excepto cuando su presa fue
expuesta a microplasticos limpios. Comparando entre los tratamientos, la mayor
fecundidad se observa cuando se combinan ambos contaminantes llegando a tener
2 neonatos hembra™ dia™', un 50% menos que el control, pero un 50% mas que los
demas tratamientos.

El promedio de vida de A. sieboldii oscil6 de 3.35 - 5.2 d! y la esperanza de
vida al nacer varié de 2.8 —4.5d"". En todas las densidades de presa seleccionadas,
estas variables se vieron afectadas significativamente (p < 0.05, ANDEVA dos vias;
Tabla 3) cuando P. patulus fue expuesto a 20%Cd + MPs y sélo 20%Cd
disminuyendo 25 y 28% respectivamente. Cuando la presa a una densidad de 1y 2
ind. mL™" fue expuesta a 10%Cd hubo un aumento significativo (p < 0.05, ANDEVA
dos vias; Tabla 3) del 30 y 32% en ambas variables como se observa en la Figura
12.

El periodo reproductivo de A. sieboldii que se muestra en la Figura 12,
disminuyé en relacion con la concentracion de cadmio, particularmente con 20%. La
tasa reproductiva bruta (TRB) vario de 1.23 — 7.96 neonatos hembra' siendo mayor
a una densidad de presa de 4 ind. mL™! en el control. La tasa reproductiva neta
(TRN) oscilo de 1.15 — 7.95 neonatos hembra-'y fue superior en el control con 4 ind.
mL' de P. patulus. La toxicidad de los contaminantes solos y combinados
disminuyeron significativamente (p < 0.05, ANDEVA dos vias; Tabla 3) la TRB en la
mayor densidad de presa inoculada (4 ind. mL-"). Algo igual sucedié con la TRN que
a mayor densidad de presa disponible, hubo una mayor afectacion que fue
significativa (p < 0.05, ANDEVA dos vias; Tabla 3) en la reproduccion de A. sieboldii.

Cuando A. sieboldii se alimentdé de presas contaminadas con cadmio,
microplasticos y la combinacion de ambos contaminantes, hubo un efecto
significativo (p < 0.05, ANDEVA dos vias; Tabla 3) en el tiempo generacional (TG).
En la menor densidad de P. patulus (1 ind. mL") esta variable fue mayor en todos
los tratamientos y a mayor densidad de presa el TG fue similar en algunos
tratamientos comparando con el control.

La tasa de crecimiento poblacional de A. sieboldii varié de 0.12 — 0.55 r" en
el control y tratamientos con 1 ind. mL"", 0.41 — 69 r' con 2 ind. mL"" y 0.37 — 0.99

r-1 con 4 ind. mL-'. Comparado con el control, en la menor densidad los tratamientos
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Figura 12. Variables demograficas de A. sieboldii alimentado con 1, 2 y 4 ind. mL-' de P. patulus
expuestos previamente a 10%Cd (0.009 mg L"), 20%Cd (0.018 mg L), MPs (5 mg L") y la
combinacion de ambos contaminantes. Se muestra el promedio de 5 repeticiones (cohortes) con su
+ error estandar. Los datos que llevan una letra distinta son estadisticamente significativos (p < 0.05,
prueba de Tukey).

47



Tabla 3. Analisis de varianza de dos vias (ANDEVA) sobre las variables demograficas en tabla de
vida de A. sieboldii alimentado con P. patulus expuesto previamente a concentraciones subletales
de cadmio, microplasticos y la combinacion de ambos contaminantes. GL: Grados de Libertad; SC:
Suma de Cuadrados; MC: Media de Cuadrados (a=0.05). Tratamientos con asterisco (*) representa
diferencias significativas.

Fuente de

variacion GL SC MC F P
Promedio de vida

Tratamiento (A) 5 13.529 2.706 43.942 <0.001*
Densidad (B) 2 14.372 7.186 116.703 <0.001*
AxB 10 4.764 0.476 7.736 <0.001*
Error 90 5.542 0.0616

Esperanza de vida

Tratamiento (A) 5 13.529 2.706 43.908 <0.001*
Densidad (B) 2 14.423 7.211 117.019 <0.001*
AxB 10 4.811 0.481 7.806 <0.001*
Error 90 5.546 0.0616

Tasa de reproduccién bruta

Tratamiento (A) 5 69.922 13.984 71.101 <0.001*
Densidad (B) 2 132.584 66.292 337.05 <0.001*
AxB 10 73.116 7.312 37.174 <0.001*
Error 90 17.702 0.197

Tasa de reproduccién neta

Tratamiento (A) 5 76.11 15.222 123.794 <0.001*
Densidad (B) 2 111.548 55.774  453.587 <0.001*
AxB 10 66.064 6.606 53.727 <0.001*
Error 90 11.067 0.123

Tiempo generacional

Tratamiento (A) 5 4.334 0.867 32.594 <0.001*
Densidad (B) 2 1.831 0.916 34.433 <0.001*
AxB 10 2.443 0.244 9.187 <0.001*
Error 90 2.393 0.0266

Tasa de crecimiento poblacional

Tratamiento (A) 5 1.556 0.311 69.996 <0.001*
Densidad (B) 2 2.092 1.046  235.371 <0.001*
AxB 10 0.909 0.0909 20.441 <0.001*
Error 90 0.4 0.00445

tuvieron una mayor tasa de crecimiento mientras que a mayor densidad de presa el

control fue superior. En todas las densidades el tratamiento de P. patulus expuesto
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a 20%Cd fue significativamente menor (p < 0.05, ANDEVA dos vias; Tabla 3). En
general, la interaccién Tratamiento x Densidad afectaron la tasa de crecimiento
poblacional de A. sieboldii en la tabla de vida (p < 0.001; Tabla 3).

En la Figura 13A se muestran las microesferas de poliestireno que se utilizaron en
esta investigacion, la comparacion de tamafno de los MPs y las algas verdes se
muestra en la Figura 13B. A pesar de la diferencia de tamanio, en la Figura 13C se
muestra a un individuo de P. patulus que ingiri6 MPs y que al bioacumularlos los
transfiere al rotifero depredador A. sieboldii, lo anterior se observa en la Figura 13D

y Figura 13E.
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Figura 13. a) Microesferas de poliestireno utilizadas en investigacion, b) MPs y algas verdes, c) P. patulus
expuesto a solucién de hipoclorito de sodio al 4% para visualizar MPs ingeridos, d) A. sieboldii alimentado con P.
patulus expuesto a MPs+10%Cd y e) Estdbmago de A. sieboldii, se observan los MPs que fueron ingeridos y
transferidos por P. patulus al depredador.
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Discusion

Los efectos de las interacciones entre contaminantes como metales (Frias-
Espericueta et al. 2009), pesticidas (Faust et al. 1994) y microplasticos con otros
contaminantes (Rehse et al. 2018) son analizados comunmente mediante pruebas
rapidas de toxicidad aguda (CLso) de 24 a 96-h y en un solo nivel de la cadena
trofica, por lo general herbivoros. A pesar de la informacion atil que se genera a
partir de ensayos cronicos, son pocos los trabajos que evaluan los efectos en la
alimentacion y crénicos con al menos un contaminante (Jensen et al. 2009), como
cadmio, y aun mas escasos aquellos que evaluan los efectos de dos contaminantes
sobre un nivel trofico superior como la presente investigacion.

Los rotiferos, por su corto ciclo de vida presentan cambios significativos en
su dinamica poblacional cuando el medio donde habitan presenta una mezcla de
sustancias toxicas, algo muy comun en los sistemas epicontinentales mexicanos
(Sarma et al. 2010). En este trabajo se utilizo al rotifero depredador A. sieboldii y a
P. patulus como presa porque se distribuyen naturalmente en sistemas
epicontinentales mexicanos contaminados, por ejemplo, el Lago de Xochimilco y el
Lago del Bosque de Aragon (Nandini et al. 2005) y cumplen con los requisitos
basicos para ser utilizados como organismos de bioensayos ecotoxicolégicos (Rand
y Petrocelli, 1985).

Muchos contaminantes interactian en los sistemas acuaticos contaminados,
entre ellos es comun encontrar Cd (Cervantes y Moreno-Sanchez, 1999), y
microplasticos (Dris et al. 2015). En comparacién con el Cd, hay poca literatura
sobre la problematica en los ambientes acuaticos epicontinentales por los
microplasticos (Eerkes-Medrano et al. 2015). Por lo anterior, son pocas las
investigaciones que reporten la presencia de Cd y microplasticos en un mismo sitio;
sin embargo, la presencia de los microplasticos como contaminante “cosmopolita”
nos permite pensar que hay sitios donde se encuentren ambos contaminantes
interaccionando en uno o varios sitios. En esta investigacion, se encontrd evidencia
que sugiere que los microplasticos tienen un efecto sinérgico cuando se combinan

con Cd en un nivel trofico superior, es decir, un depredador como A. sieboldii.
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Los resultados de la interaccion 10%Cd+MPs y 20%Cd+MPs en las pruebas
de toxicidad aguda y de alimentacién en P. patulus y el comportamiento alimentario
de A. sieboldii, muestran que tanto los rotiferos herbivoros como los depredadores,
que son mas sensibles a téxicos, son afectados por la combinacion de estos
contaminantes (Capitulo Il Alimentacion). La toxicidad de ambos contaminantes se
intensificé cuando se combinaron y esto fue mas evidente cuando el 10%Cd se
combin6é con los microplasticos, haciendo evidente el sinergismo entre ambos
contaminantes. La interaccion entre otros contaminantes también ha producido un
efecto sinérgico sobre la biota acuatica (Altenburger et al. 1996). En comparacion
con P. patulus, el rotifero depredador A. sieboldii fue mas sensible a la combinacién
de contaminantes e individualmente para cada contaminante (Capitulo I
“Alimentacion).

En los estudios ecotoxicoldgicos, los rotiferos herbivoros son los organismos
mas estudiados (Gama-Flores et al. 2007; Gonzalez-Pérez et al. 2018). Se conoce
su respuesta cuando se exponen a diversos contaminantes separadamente. Es
poca la informacién que hay sobre el efecto en un nivel tréfico superior como A.
sieboldii, y aun mas escasa cuando se trata del efecto de dos contaminantes. En
las curvas de crecimiento poblacional de A. sieboldii se refleja la sinergia del cadmio
y microplasticos cuando se combinan. Aunque el antagonismo es mas comun, los
efectos varian con relacion al organismo de ensayo, las mezclas y las
concentraciones de los contaminantes (Roex et al. 2000). Por lo general, con los
microplasticos combinados con otro contaminante se obtiene un efecto sinérgico
(Wang et al. 2020), aunque también se ha encontrado un efecto aditivo (Beiras et
al. 2018). Numéricamente, el rotifero depredador A. sieboldii creci6 menos en los
tratamientos donde se combinaron las dos concentraciones subletales de Cd y
microplasticos. Pero crecido mas cuando se expuso a la concentracion subletal mas
baja (10%Cd), presentando una respuesta de hdérmesis al igual que sus congéneres
que fueron alimentados con presas expuestas a metales pesados (Gama-Flores et
al 2007).

Para la evaluacion de riesgo ambiental con ensayos ecotoxicoldgicos, la tasa
de crecimiento poblacional, asi como la abundancia maxima son variables

ecoldgicas relevantes por su sensibilidad ante contaminantes (Sarma et al. 2010;
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Dahms et al. 2011). Estas variables demograficas que fueron utilizadas para valorar
los efectos crénicos del Cd y microplasticos, juntos y separados en generaciones
solapadas del depredador A. sieboldii a través de su alimento, mostraron un mejor
crecimiento con 10%Cd, como se ha demostrado con rotiferos herbivoros ante
concentraciones bajas de un toxico (Guo y Chen, 2015; Garcia-Garcia et al. 2017).
Cuando se aumenta la concentracién de cadmio a 20%Cd y en las combinaciones
de contaminantes, se encontré que los rotiferos tuvieron una menor densidad
poblacional. En el Capitulo Il “Alimentacién”, se observo algo similar con la
alimentacion de la presa P. patulus y en el comportamiento alimentario del
depredador A. sieboldii.

En las variables de tabla de vida del depredador A. sieboldii, se observa que
la supervivencia aumenta con 10% Cd y se ve afectada con la presencia de MPs y
la combinacion de ambos contaminantes. En cuanto a la fecundidad, esta variable
aumentd cuando el depredador se alimentd de sus presas expuestas a la
combinacion de contaminantes, este compromiso generé un mayor costo energético
en las hembras y afectd su esperanza de vida. Esta respuesta se ha reportado para
varias especies rotiferos herbivoros, tanto de sistemas epicontinentales como
marinos (Xiao-Ping et al. 2020; Zhang et al. 2021). A diferencia de los resultados
derivados del crecimiento poblacional, la tasa de crecimiento poblacional con una
cohorte (tabla de vida) muestra que, A. sieboldii alimentado con presas expuestas
a la combinacién de contaminantes acelera su metabolismo, aumentan su
descendencia, pero reducen su esperanza de vida. Estas variaciones vuelven mas
susceptibles a las poblaciones y los cambios son mas evidentes a través de las
generaciones.

A partir del analisis estadistico se muestra que la interaccion Tratamiento (Cd
y/o MPs) x Densidad afecta la supervivencia y reproduccion del depredador A.
sieboldii a través de su alimento contaminado. Esta interaccion sugiere que P.
patulus bioacumula el Cd, MPs o su combinacion, y lo transfieren a A. sieboldii. La
poca informacién sobre la transferencia de contaminantes dentro del zooplancton
se centra principalmente en copépodos marinos (Coppock et al. 2019), a pesar de
la relevancia ecolégica de Asplanchna. Este trabajo destaca que sin haber

contaminantes en el medio del depredador A. sieboldii, presas como P. patulus

53



pueden bioacumular y tener un efecto sobre la demografia de Asplanchna. En este
trabajo se encontré una respuesta similar a la que reporta Gama-Flores et al. (2007),
en el que el rotifero depredador A. brightwellii fue afectado en su demografia
indirectamente a través de la ingestiébn de presas expuestas a cobre y cadmio.
Asimismo, Sarma et al. (2002) reportaron que la misma especie de Asplanchna
utilizada en este trabajo, es afectada por la dieta que tiene su presa.

En los sistemas acuaticos epicontinentales mexicanos, la Norma Oficial
Mexicana NOM-001-ECOL-1996 permite una descarga maxima de 200 ug L' de
Cd, mientras que para los microplasticos aun no hay un limite maximo permisible.
Las concentraciones que se han registrado en ecosistemas epicontinentales son de
mas de 20 ug L' de Cd (Bervoets et al. 2009), y de 10 mg L' de microplasticos
(Dong et al. 2020). Para los experimentos realizados en esta investigacion, la presa
P. patulus fue expuesta a concentraciones reales que estan dentro de los limites
permisibles de Cd y concentraciones reales de MPs, los cambios en las tasas de
crecimiento poblacional y variables demograficas del depredador A. sieboldii
resultado de una dieta contaminada, son evidentes. Ademas, estas concentraciones
de cadmio y microplasticos utilizadas que fueron menores a las reportadas en la
naturaleza, mostraron efectos en pruebas con los contaminantes por separado y
sinergismo cuando estos se combinaron. Se recomienda se continue estudiando la
transferencia de uno o mas contaminantes, asi como su interaccién entre ellos y
como los depredadores pueden ser afectados. Haciendo énfasis en los
microplasticos, de este contaminante emergente son pocas las investigaciones que
estudian su interaccion con otros contaminantes y los efectos sobre organismos

acuaticos (Wang et al. 2020).

54



Conclusiones

v' En las variables de crecimiento poblacional, los datos obtenidos muestran
que los contaminantes de manera individual cambian la demografia de A.
sieboldii y al ser combinados la afectan de manera significativa.

v" En el ensayo crénico de una cohorte (tabla de vida), los contaminantes
combinados disminuyeron la supervivencia y aumentaron la fecundidad de
A. sieboldii.

v" Los microplasticos y el Cd, tanto por separado como combinados fueron
bioacumulados y transferidos a través de P. patulus.

v Los microplasticos como vector de otro contaminante como el Cd, dio como
resultado un efecto sinérgico sobre la demografia del rotifero depredador A.

sieboldii.
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