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1. Resumen

El incremento de la poblacion humana va en aumento, lo cual genera que diversos
compuestos lleguen a diferentes ambientes como el aire, el suelo y el agua. Una de
las industrias mas importantes de todos los tiempos es la industria quimica ya que
genera multiples insumos para otras industrias y cuenta con una gran variedad de
productos comerciales. Sin embargo, esta industria también produce muchos
compuestos que, al carecer de regulacion y ser de uso amplio por hogares y
comparfiias nacionales e internacionales terminan en cuerpos de agua superficiales.
Las vias de ingreso pueden considerarse directas e indirectas y son constantemente
introducidas al ambiente (o al agua) por lo que tienen contacto con organismos
acuaticos. En esta investigacion nos enfocamos al dodecil sulfato de sodio (DSS o
por sus siglas en ingles SDS) el cual es un surfactante de tipo aniénico muy utilizado
en formulaciones de detergentes, pinturas, cosméticos, entre otros. En distintos
paises, el limite permitido de esta sustancia es por debajo de 1 mg/L, sin embargo,
se ha detectado a mayores concentraciones en cuerpos de agua de distintos paises
ya que la regulacion en muchos de ellos no es llevada a cabo adecuadamente. Por
otro lado, la literatura nos indica que en ensayos agudos como en la concentracion
letal media las concentraciones de surfactantes suelen estar por encima de 1 mg/L
y usualmente por debajo de los 100 mg/L, pero los ensayos de toxicidad cronica
[lAmense crecimiento poblacional o tabla de vida utilizan concentraciones de varios
ordenes mas bajos y en muchas de ellas se observan alteraciones en la fecundidad,
fertilidad, supervivencia o etiologia de sobre cladéceros, alevines y rotiferos, con
concentraciones por debajo de 1 mg/L. Los rotiferos se han utilizado poco o muy
poco en estudios de ecotoxicologia relacionados con surfactantes anionicos pese a
gue muestran caracteristicas muy positivas como su corto ciclo de vida, altas tasas
de reproduccion, reproduccion partenogenética, facil cultivo y sobre todo su
sensibilidad. En este trabajo se realizaron ensayos agudos y crénicos, asi como
analisis de morfologia y morfometria para abarcar los aspectos a nivel individual y
de poblacion. Aplicar los ensayos ecotoxicoldgicos utilizando dodecil sulfato de
sodio sobre las especies Brachionus havanaensis y Plationus patulus puede brindar
informacién de lo que puede ocurrirle a estas y otras especies de los cuerpos de

agua mexicanos.




2. Abstract

The increase in human population is on the rise, which generates that various
compounds reach different environments such as air, soil, and water. One of the
most important industries of all times is the chemical industry since it generates
multiple inputs for other industries and has a wide variety of commercial products.
However, this industry also produces many compounds that, lacking regulation and
being widely used by households and national and international companies, end up
in surface water bodies. The pathways of entry can be considered direct and indirect
and are constantly introduced into the environment (or water) and therefore come
into contact with aquatic organisms. In this research we focus on sodium dodecyl
sulphate (SDS or for its acronym in Spanish DDS) which is an anionic surfactant
widely used in detergent formulations, paints, cosmetics, among others. In different
countries, the permitted limit for this substance is below 1 mg/L, however, it has been
detected at higher concentrations in water bodies in different countries since the
regulation in many of them is not adequately carried out. On the other hand, the
literature indicates that in acute tests such as the mean lethal concentration,
surfactant concentrations are usually above 1 mg/L and usually below 100 mg/L, but
chronic toxicity tests such as population growth or life table use concentrations of
several orders lower and in many of them alterations are observed in the fecundity,
fertility, survival or etiology of cladocerans, fry and rotifers, with concentrations below
1 mg/L. Rotifers have been little or very little used in ecotoxicology studies related to
anionic surfactants despite the fact that they show very positive characteristics such
as their short life cycle, high reproduction rates, parthenogenetic reproduction, easy
culture and, above all, their sensitivity. In this work, acute and chronic assays as well
as morphology and morphometry analyses were performed to cover individual and
population level aspects. Applying ecotoxicological tests using sodium dodecyl
sulphate on Brachionus havanaensis and Plationus patulus species can provide

information on what can happen to these and other species in Mexican water bodies.




3. Introduccion
3.1. Industria quimica y surfactantes

Actualmente existen muchas industrias alrededor del mundo creadas para
satisfacer las necesidades humanas, las cuales son de alta demanda como la
agricultura, alimentos, comercio, construccion, transporte, turismo, mecanica,
eléctrica, textil y quimica. Esta ultima produce insumos béasicos e intermedios para
muchas otras industrias y se generan productos que se integran al mercado como
consumo final (Villavicencio, 2009). La industria quimica en México se encarga de
la fabricacion de productos quimicos basicos como resinas, hules sintéticos, fibras
guimicas, fertilizantes, pesticidas, agroguimicas, adhesivos, detergentes, jabonesy
limpiadores, etc. El Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) en el afio
2013 report6é una produccion bruta total del 5.7% dentro del sector manufacturero
donde la fabricacion de jabones, limpiadores y preparaciones de tocador genero el
mayor monto. La productividad generada por la industria quimica fue mayor
respecto a las industrias manufactureras y respecto al total nacional siendo superior
a los 655 mil pesos (INEGI, 2014). Asimismo, se inform6 que el mayor nimero de
unidades economicas de la Industria quimica se concentré en el Estado de México
(17.0%), Ciudad de México (11.8%) y Jalisco (10.7%) mientras que las entidades
restantes sumaban en total 60.5% (INEGI, 2014).

Un grupo de compuestos relevantes en la industria quimica son los
surfactantes o también denominados tensoactivos, los cuales son un diverso grupo
de productos quimicos que consta de un grupo de cabeza polar soluble en agua y
un grupo de cola de hidrocarburo no polar, que no es soluble en agua (Ying, 2006).
En México y el mundo son compuestos de alta demanda ya que se encuentran en
una gran cantidad de productos que utilizan diariamente los hogares y las distintas
industrias que existen. La razén de su persistente uso es que tienen una buena
solubilidad y excelentes propiedades de limpieza; su uso desmedido ocasiona a la
vez, que la mayoria terminen en compartimentos ambientales como suelo,
sedimentos y agua (lvanovi¢ y Hrenovi¢, 2009). Se estima que su consumo a nivel
mundial es de aproximadamente 12.5 millones de toneladas anuales (Edser, 2006)

y los mayores productores son Asia con el 45%, Europa con el 28% y América con
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el 22% (Ramirez-Duarte et al., 2005). De la produccion total de surfactantes en el
mundo un aproximado del 20% es de origen vegetal u oleoquimico (Alvarez, 2004;
Rondel et al., 2009) y el resto es de origen petroquimico, los cuales representan la
mayoria en el mercado actual (Pinheiro y Faustino, 2017).

Los surfactantes o agentes tensioactivos (Figura 1) son definidos como
moléculas anfifilicas o anfipaticas que consisten en una porcién de hidrocarburo no
polar que esta unido a una porcién polar o iénica (hidréfila) (Tadros, 2014). Los
surfactantes reducen la tensién y debido a esta propiedad las moléculas se ubican
en la interfase de fluidos como los sistemas aceite-agua y aire-agua (Stoyanov et
al., 2003). Fenomenos intersticiales superficiales como la emulsificacion,
solubilizacion, dispersion, detergencia, adherencia y adsorcion son propiedades de
los surfactantes y es la razon por la cual se utiliza en diversos sectores industriales
como por ejemplo jabones, detergentes, cuidado personal, farmacéuticos,

agricultura, plasticos, mineria, explotacion petrolera y pinturas (Alvarez, 2004).

Cabeza hidrofilica

Figura 1.- Estructura general de un surfactante, se observa la cadena de
hidrocarburo y la estructura hidrofila.

3.2. Clasificacion y propiedades

Los surfactantes (Figura 2) se clasifican en no idnicos, aniénicos, catidnicos o
anfotéricos por la presencia o ausencia de grupos de cabeza hidrofilos cargados
formalmente (Cowan-Ellsberry et al., 2013). Empleando las palabras del autor los

tensoactivos se clasifican de acuerdo con sus constituyentes en cuatro grupos:

Anidnicos: surfactantes compuestos por un grupo hidrofilico que presenta una carga
negativa. Generalmente estos grupos hidrofilicos se encuentran unidos a través de

un enlace i6nico a un catibn metélico.

Cationicos: surfactantes que presentan en un grupo hidrofilico una carga positiva.
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No ionicos: en este tipo de surfactantes, la estructura molecular no contiene iones
gue puedan disociarse en una disolucién, por lo que la carga de la estructura

molecular no se modifica.

Anfotéricos: Esta clase de surfactantes contienen en su estructura dos 0 mas grupos

funcionales.

Hidréfilo Hidréfobo

Figura 2.- Clasificacion de surfactantes de acuerdo con la carga que posee la
cabeza hidrofilica.

La actividad de los tensoactivos va ligada a los cambios de tension superficial
del agua. Para estudiar el efecto de los tensoactivos se utiliza la concentracion
micelar critica (CMC) y otras propiedades caracteristicas de los tensoactivos como
el numero de agregacion (na), el balance hidrofilico-lipofilico (HBL) y el punto de
nube (PN) (Islas et al., 2010).

A continuacién, se definen las propiedades importantes para estudiar a los

surfactantes, los conceptos son definidos por Jiménez et al. (2010).

La primera propiedad es la concentracién micelar critica o CMC que se define como
la concentracién de tensoactivo en la que se alcanza la minima tensién superficial,
es la concentracion de tensoactivo debajo de la cual las micelas se forman
espontaneamente. Es decir que debajo del valor de la concentracion el tensoactivo

presente en la solucion se hallara en forma de monémeros.




El HBL o también llamado balance hidrofilico-lipofilico es un valor que representa la
capacidad de un tensoactivo de formar emulsiones estables en sistemas agua-
aceite o aceite-agua al compararse con los valores estandar establecidos de HBL
de &cido oleico (HBL= 1) y oleato de sodio (HBL= 20). De tal manera que valores
de HBL cercanos a 1 indican que el tensoactivo forma emulsiones estables en
sistemas de agua-aceite y en sistemas aceite-agua los valores cercanos a 20

sefialan su capacidad de formar emulsiones estables.

El nimero de agregacion o na indica el promedio de moléculas del tensoactivo que

se encuentran formando micelas.

La temperatura es un factor clave ya que influye en la solubilidad del tensoactivo en
solucion acuosa. Esta propiedad de denomina punto nube o PN y se define como la
temperatura a la cual el tensoactivo pierde su solubilidad en una solucion acuosa.

A nivel macroscoépico se observa una apariencia turbia como de una nube.

3.3. Formade accidén

La cadena de hidrocarburos interactia débilmente con las moléculas de agua,
mientras que el grupo de cabeza polar interactia fuertemente con las moléculas de
agua a traves de las interacciones dipolo o ion-dipolo. Esta fuerte interaccion hace
gue el tensioactivo sea soluble en agua (Tadros, 2014). De esta manera, el
surfactante se absorbe desde la solucién acuosa a la superficie hidrofébica y orienta
su grupo hidrofébico hacia la superficie mientras que el grupo polar es expuesto al
agua (Ospina, 2012). El resultado es que la superficie se transforma en hidrofilica y

la tensidn entre ésta y el agua se reduce.

En la estructura micelar (Figura 3), los grupos hidréfobos se dirigen al interior
del agregado y los grupos de cabeza polar se dirigen hacia el disolvente (Tadros,
2005). Cuando a una solucién (acuosa, por ejemplo) se le afiade cada vez mas
surfactante, este comienza a adsorberse a las interfaces disponibles, luego su
concentracion en forma monomolecular aumenta hasta que se forman las primeras

micelas (Salager, 1992).




Cabeza hidréfila

/\/J_\Q Monémero
I/ \R - Cola hidréfoba

Solucién acuosa

Figura 3.- Estructura de una micela. Se observa la forma monomolecular y la
agrupaciéon de mondémeros que da origen a la forma micelar.

Existen otros agregados (Figura 4) como las micelas inversas y una vez que
hay demasiadas micelas en el medio acuoso se puede obtener una microemulsién
lo cual significa que en una solucion hay micelas hinchadas que se tocan entre si.
Al ocurrir esto se pueden formar nuevas estructuras como organizaciones cilindricas
de micelas o micelas cilindricas inversas, también se pueden formar organizaciones
bicontinuas que tienen una doble capa denominadas cristal liquido laminar (Salager,
1992).

%

Micela inversa Cristal liquido laminar

Figura 4.- Estructuras formadas por asociacion de surfactantes.




3.4. Aplicacion de surfactantes

Los tensioactivos se encuentran en una vasta gama de productos quimicos, pues
son utilizados a nivel industrial como agentes de limpieza en jabones y detergentes,
asi como en preparaciones de cosméticos, farmacos productos alimentarios y en
procesos industriales como la petroquimica, cromatografia, andlisis de suelos,
catélisis, etc. (Ospina, 2012). De acuerdo con Alvarez (2004) el mayor porcentaje
de surfactantes se concentra en productos de cuidado del hogar (56%), aplicaciones
técnicas (27%) que contempla elaboracién de agroquimicos, lubricantes, quimicos
para construccién, productos plasticos y textiles, (9%) en productos industriales
como detergentes, limpiadores y lubricantes de dirigidos a ese sector y finalmente

el (8%) en productos de cuidado personal.

Los surfactantes tienen multiples aplicaciones independientemente de su
accion de detergencia, por ejemplo, en la industria de la leche se utilizan
surfactantes no i6nicos en tuberias y dispensadores para evitar que
microorganismos que descomponen la leche tengan crecimiento (Nivon, 2019). Los
surfactantes se utilizan a favor del ambiente en dispersantes de mareas negras. El
petroleo derramado de los petroleros y pozos de petréleo se emulsionan utilizando
tensoactivos, la emulsion resultante se separa y luego se desemulsiona el sistema
para recuperar el petroleo (Tadros, 2014). En la produccién de herbicidas los utilizan
como humectadores o adherentes en formulaciones de fungicidas y como
emulsificantes se aplican en insecticidas para facilitar su dispersién en atomizadores

(Fuentes y Roméan, 1980).

Salager (1992) indica otras propiedades relevantes como utilizar
humectantes sobre frutas y hojas para que las gotas de agua en vez de rodar se
extiendan alrededor del fruto y asi favorecer la evaporacion de agua y en su lugar
dejara un residuo sélido en la superficie para que esto continde ocurriendo. Destaca
gue en algunos paises célidos y aridos se esparce una monocapa de surfactante
insoluble sobre la superficie de lagos o lagunas para reducir el proceso de
evaporaciéon. Incluso menciona otras aplicaciones como el uso de esencias

organicas insolubles para producir bebidas aromatizadas; en la industria minera se
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agregan para que mediante flotacion se adhieran a los minerales y asi asentar tierra
y ganga, incluso se utilizan en laboratorio para electroforesis. Estas son solo
algunas de las muchas aplicaciones de este grupo. Hoy en dia son utiles en
distintos campos y se estudian distintas clases de surfactantes para ser utilizadas
en areas de alta tecnologia como la microelectrénica y la biotecnologia, entre otras
(Ospina, 2012).

3.5. Dodecil sulfato de sodio

Los surfactantes de tipo aniénico son los que en una solucién acuosa, se disocian
en un anion anfifilo y un cation metalico o amonio. En esta clasificacion entra mas
del 60% de la produccion de surfactantes que contempla jabones, detergentes en
polvoy liquidos (Salager y Fernandez, 2004; Vazquez et al., 2020). El dodecil sulfato
de sodio o SDS (Figura 5) es un tensoactivo perteneciente a la clase de los
surfactantes anionicos el cual es de uso amplio, cuenta con una alta solubilidad en
agua y se encuentra en una amplia gama de productos como detergentes, pinturas,
colorantes, cosméticos, farmaceuticos, agroquimicos, fibras, plasticos, entre otros.
(Tadros, 2014). Es una sal de sulfato de alquilo que se obtiene de la sulfatacion de
alcohol laurilico seguida de una neutralizacion con carbonato de sodio (Merck,
2015).

El también denominado lauril sulfato de sodio (SDS, C12 H25 O S O-Na+) es
uno de los surfactantes i6nicos mas utilizados en los estudios de agregacion
micelar, estabilidad de espumas, formacion de monocapas y preparacion de
emulsiones (Myers, 2005, Yan et al., 2011). Cabe destacar que el SDS tiene un alto
valor de solubilidad en agua lo cual expresa su alto nivel hidrofilico (Parra et al.,
2014).

0. 0O
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Figura 5.- Estructura quimica del dodecil sulfato de sodio.




Biolégicamente este compuesto tiene la capacidad de unirse a
macromoléculas bioactivas como péptidos, enzimas y ADN; en grandes
concentraciones actia eliminando la capa de fosfolipidos de membrana lo que
conlleva a la pérdida de la actividad biolégica de la célula, mientras que en el
ambiente reduce la cantidad de oxigeno disuelto (Freitas y Rocha, 2012). En general
los surfactantes reducen la cantidad de oxigeno en los cuerpos de agua ya que al
reducir la tensién superficial incrementa la espuma y estas capas impiden el
intercambio gaseoso entre el medio acuatico y la atmdsfera, impidiendo los
procesos de autodepuracion. Los residuos provenientes del uso doméstico e
industrial de detergentes hacen que el dodecil sulfato de sodio se halle cominmente
en aguas residuales (Baker y Grant, 2018). Los surfactantes usualmente son
descargados en grandes cantidades en plantas de tratamiento de aguas residuales
o directamente en el ambiente (Ying, 2006) donde tiene contacto con organismos

acuaticos que podrian estar siendo adversamente afectados.
3.6. Contaminacion de cuerpos de agua

Una poblacién que se incrementa cada afo requiere productos que satisfagan sus
necesidades basicas; sin embargo, el origen y desecho de productos de demanda
global tiende a contaminar ambientes terrestres y/o acuaticos. Los recursos hidricos
estan siendo alterados no solo por los contaminantes habituales, sino también por
contaminantes emergentes, refiriéndose estos a compuestos de distinto origen y
naturaleza quimica, cuya presencia no se considera significativa en términos de
distribucion y/o concentracién (Gil et al., 2012). Pese a que se hallen en bajas
concentraciones en el ambiente, dichos compuestos tienen impacto ecoldgico y
representan un riesgo para la salud publica (Stuart et al., 2012). Por otro lado, las
tasas de transformacion y remociéon que presentan se compensan por una

introduccion continua en el ambiente (Barcel6 y Lépez, 2007).

Las fuentes de generacién de estos contaminantes provienen del uso
doméstico, agricultura, ganaderia e industria principalmente, ademas en su mayoria
son compuestos no regulados (Becerril, 2009). La mayoria de los contaminantes
emergentes son de origen antropogénico e incluyen productos farmacéuticos,

productos de cuidado personal, disruptores endocrinos, plastificantes, plaguicidas,
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aditivos industriales y surfactantes (Garcia et al., 2011) y su dispersion en el entorno
depende de sus caracteristicas fisicoquimicas como la vida media, la polaridad, la
degradabilidad celular y ambiental y la toxicinética (Ray, 2016). EIl efecto de la
contaminacién es que los cuerpos de agua epicontinentales y marinos presentan
signos de degradacion, reducen su cantidad y calidad de servicios ambientales y en
algunos casos hasta su biodiversidad (SEMARNAT, 2016)

En la mitad del siglo XX se desarrollaron los primeros surfactantes sintéticos.
Las mejoras en las nuevas formulaciones lograron que el uso de detergentes
incrementara de una forma muy rapida a la vez que estos se hacian presentes en
los cuerpos de agua ya que de acuerdo con SEMARNAT (2016) las aguas
residuales (sobre todo en los paises en desarrollo) se vierten sin tratamiento en los
cuerpos de agua superficiales. A finales de la década de 1940 se informd por
primera vez acerca de la formacion de espumas en arroyos y en Plantas de
Tratamiento de Aguas Residuales (PTARS) y a inicios de 1950 se identifico que los
causantes eran los surfactantes de caracter sintético (Cowan-Ellsberry et al., 2013).
El consumo de surfactantes ha sido creciente desde entonces pues son mas
economicos de realizar; aun asi, actualmente algunas empresas han comenzado a

optar por ingredientes de origen natural que puedan degradarse en el ambiente.

En los cuerpos de agua el dodecil sulfato de sodio tiene contacto con la
comunidad acuética la cual esta formada por una gran variedad de organismos.
Cada uno de ellos es importante para dar la estructura tréfica de los cuerpos de
agua epicontinentales y marinos. El zooplancton es un grupo clave en la base de la
cadena tréfica y en él se encuentran los rotiferos los cuales colonizan habitats
rdpidamente y convierten a productores primarios (algas y cianobacterias) en
formas utilizables para consumidores secundarios, haciendo disponible la energia
para los siguientes niveles tréficos (Rico-Martinez et al., 2016). Actualmente la
Sociedad Americana de Ensayos Materiales (ASTM por sus siglas en inglés, 2012)
contempla a los rotiferos Brachionus calyciflorus y Brachionus plicatilis como
organismos de prueba en ecotoxicologia. Sin embargo, otras especies de rotiferos
del género Brachionus se encuentran entre los organismos de ensayo mas
utilizados (Janssen et al., 1993). Los rotiferos se consideran excelentes modelos de
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estudio ya que pueden cultivarse en laboratorio, forman clones a través de
partenogénesis, tienen un ciclo de vida corto, altas tasas de crecimiento,

sensibilidad y relevancia ecoldgica (Sarma, 2000).

El efecto potencial que una sustancia puede tener sobre los organismos se
evalla utilizando ensayos ecotoxicoldgicos, los cuales siguen rigurosos protocolos
y dan la pauta para utilizar una gran variedad de compuestos. Estos deben de
cumplir con una serie de requisitos, por ejemplo, deben ser capaces de generar
resultados ecolégicamente significativos, tienen que generar informacién defendible
desde el punto de vista cientifico y legal, deben estar basadas en métodos
disponibles rutinariamente y ser de amplia aplicacion, deben predecir efectos
ecologicos, ser aplicables a una amplia variedad de compuestos y ser simples y
costo-efectivas (Ramirez y Mendoza, 2008). Los ensayos agudos permiten
determinar los efectos de una sustancia sobre los organismos que aparecen en un
tiempo corto, mientras que por el otro lado en los ensayos cronicos se observan a
los organismos por una gran parte de su vida expuestos a una sustancia (Repetto y
Sanz, 1993). Cada ensayo tiene sus limitaciones a la hora de aplicarse y muestran
informacion diferente por ello generalmente se evaltan de forma independiente. Sin
embargo, cada vez mas investigadores utilizan ambas técnicas en experimentacion
para que puedan complementar su informacion y ademas han optado por aplicar
otros analisis como los de morfometria lineal y geométrica que nos aportan

informacion de la variacion de la forma con factores subyacentes (Toro et al., 2010).
3.7. Efectos en los organismos acuaticos

En el agua dulce, los plaguicidas y surfactantes tienen efectos especialmente graves
sobre la biota y pueden provocar grandes pérdidas en la biodiversidad (Freitas y
Rocha, 2012). Se han estudiado algunos tipos de surfactantes en el pasado, por
ejemplo, en una exhaustiva investigacion Lewis (1991) recuperé informacion de
ensayos de toxicidad aguda y cronica de los surfactantes mas representativos de la
época como sulfonato de alquilbenceno lineal, alquil etoxilato lineal, bromuro de
cetiltrimetilamonio y cloruro de di sebo dimetil amonio sobre organismos acuaticos.

Sus resultados sobre toxicidad cronica muestran que hubo efectos negativos
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evidentes en los organismos con concentraciones de surfactantes anionicos de 0.04

a >10 mg/L y con catiénicos de 0.009 a 0.41 mg/L.

Los efectos varian de acuerdo con el tipo de surfactante y especie; sin
embargo, a grandes rasgos se puede detectar que hubo afectaciones negativas
principalmente en reproduccion, crecimiento y desarrollo y en menor medida en
supervivencia tanto para tensioactivos aniénicos como catiénicos y el mismo efecto
negativo se ha observado en peces con surfactantes no ionicos (Kline et al. 1996).
Respecto a los efectos subletales Lewis (1991) sefala que hubo afectacion en las
respuestas fisioldégicas/histopatolégicas (olfato, respiracion de laminillas
branquiales, vasodilatacion y morfologia branquial, morfologia de la piel y peso
seco, entre otras). En cuestion de las respuestas etologicas o de comportamiento
también se observaron alteraciones (evitacion, quimio-atraccion, actividad
locomotora, patrones y actividad de nado, comportamiento alimentario y

excavacion) utilizando concentraciones maximas de 5, 10 y 20 mg/L.

Existe evidencia de la afectacion de organismos acuaticos como peces, en
ellos aumenta la permeabilidad de las branquias, alterando el proceso respiratorio
(Mason, 1981), ademas causa cambios en la etologia de peces, produciendo
movimientos erraticos, espasmos musculares, y torsion del cuerpo (Argese et al.,
1994). Resultados parecidos obtuvieron Vazquez et al. (2020), ya que realizaron
una evaluacion del efecto del lauril éter sulfato de sodio sobre larvas de Rhinella
arenarum y semillas de Lactuca sativa, encontraron que desde las concentraciones
mas bajas aplicadas (50 mg/L) se observaron alteraciones en el desarrollo de las
larvas y afectacion en el comportamiento, en las semillas hubo inhibicion en la
germinacién en la concentracién mas baja e inhibicién en el desarrollo de la radicula
e hipocétilo en la concentracion 1 mg/L. En general hay evidencia de los efectos
negativos que causan los surfactantes sobre algunos organismos acuaticos, pero
carecemos de informacién de los efectos que el dodecil sulfato de sodio provoca en
especies acuaticas a pesar de que se utiliza en varias de las formulaciones de

muchos productos cotidianos que utilizamos.
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4. Antecedentes

Respuestas agudas ya han sido evaluadas utlizando surfactantes sobre
organismos que pertenecen al medio acuatico, por ejemplo, Warne y Schifko (1999)
evaluaron los componentes méas usuales que se hallan en formulaciones de
detergentes para ropa sobre el cladocero Ceriodaphnia dubia. Los resultados
arrojaron que hay componentes con toxicidad baja, moderada y alta. El grupo de los
surfactantes tuvo toxicidad alta y contribuyd un 40.7% a la toxicidad total. El analisis
indicd que los tensioactivos actuaban de forma antagonica, aditiva y sinérgica

dependiendo de los compuestos utilizados.

Anastécio et al. (2000) evaluaron el efecto de un surfactante no iénico
Genapol OX-80 sobre el alga Selenastrum capricornotum en un rango de
concentracion de 0.1-1 mg/L. El valor obtenido de la CEso a 72 horas fue de 0.5
mg/L, este resultado es dos 6rdenes de magnitud menores a las cantidades
normalmente utilizadas en campo (50 mg/L), por lo que los autores indican que es

posible que no haya un efecto significativo del surfactante en campo.

Vieira et al. (2019) utilizaron surfactantes sintéticos y biogénicos a diferentes
concentraciones sobre Daphnia magna y Dendrocephalus brasiliensis. Ambas
especies mostraron una alta sensibilidad al compuesto sintético dodecil sulfato de
sodio (DSS). Los valores obtenidos de CEso de 24.1 mg/lL y 15.4 mg/L
respectivamente. El surfactante fue aproximadamente 1.5 veces mas toxico en el
crustaceo que en el claddcero, los autores lo atribuyen a que las especies tropicales

son mas sensibles que las de regiones templadas.

Los efectos de toxicidad crdnica han sido reportados por Versteeg et al. (1997).
Ellos expusieron al rotifero Brachionus calyciflorus a diferentes clases de
surfactantes que fueron diferenciados por su estructura, largo de la cadena y grupo
principal. La exposicion cronica fue unicamente de dos dias y el DSS obtuvo una
CE2 de 0.24 y una CEso de 1.4 mg/L. Concluyeron que los compuestos que
contenian N (aminas y amonio) fueron mas toxicos; los de menor toxicidad fueron
los anidnicos; sin embargo, dentro de ellos los que presentaron sustitucion de

sulfato fueron mas toxicos que los que presentaron la de sulfonato.
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Como muchos surfactantes se encuentran en herbicidas, Freitas y Rocha
(2012) consideraron importante evaluar el efecto de la atrazina (herbicida no iénico)
y el DSS sobre el clad6cero Pseudosida ramosa. Los valores de CLsp a 48 h fueron
de 20.9 mg/L para atrazinay 11.1 mg/L para el surfactante indicando que este ultimo
fue el doble de toxico. Realizaron una exposicion a largo plazo donde las
concentraciones de DSS no redujeron la supervivencia, pero si la fecundidad y la
fertilidad ambas a los 21 dias a concentraciones de entre 2 y 4 mg/L. Con ambos
compuestos las tasas de crecimiento fueron positivas; sin embargo, se presentaron

embriones con anomalias en el desarrollo durante la experimentacion.

La morfometria es una de las variables sensibles en las especies acuaticas,
principalmente en especies zooplanctonicas. Generalmente estas muestran una
disminucién o un aumento en el ancho y largo del cuerpo o cambios en las espinas
anteriores/posteriores cuando son expuestas a sustancias toxicas. Por ejemplo,
Sarma et al. (2008) estudiaron el efecto de dos metales pesados sobre morfologia
de Plationus patulus. Los datos morfométricos indicaron que el Cu*? provocd
individuos de mayor tamafo corporal, mientras que el efecto contrario se produjo
debido al Hg*2. Las espinas posterolaterales se vieron significativamente
influenciadas por la concentracién de Cu*? o Hg*? ya que, hubo una reduccién en la
longitud de la espina a bajas concentraciones de Cu*?, y en todos los niveles

probados de Hg*? comparado con el control.

Especies fitoplanctonicas también muestran diferencias en la morfometria.
Larning (2006) realizé experimentos agudos sobre Scenedesmus obliquus. Evalué
el crecimiento basado en clorofila, biovolumen, eficiencia del fotosistema Il y la
formacion de colonias. Las concentraciones del surfactante FFD-6 se definieron
utilizando como referencia valores ya estipulados de CEsp y NOEC y ademas lo
dividieron en tres grupos: sin limitacion de nutrientes, limitacién de N y limitacion de
P. Hubo diferencias significativas en el crecimiento respecto a nutrientes y a la
concentracion del surfactante. En general el crecimiento se vio afectado a partir de
la concentracion de 1 g/L y la morfologia se vio afectada a concentraciones de entre
0.001 y 1 g/L donde el aspecto mas importante fue que hubo cenobios de 4y 8
células abundantes en los tratamientos.
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5. Justificacion

La contaminacion en cuerpos de agua por detergentes es un tema de interés
considerando que contienen distintos ingredientes en su formulacion que han sido
sefialados como dafiinos. Uno de ellos es la alta cantidad de fosforo que puede
acarrear consigo problemas de eutrofizacién en sistemas acuaticos, por otro lado,
se encuentran los compuestos organoclorados con posibles efectos téxicos y
carcinégenos, y no menos importantes son los surfactantes que reducen la tensién
superficial y generan espuma que impide el adecuado intercambio aire-agua y
reduce el oxigeno disuelto. Es decir que conocemos el efecto de surfactantes en los
cuerpos de agua; sin embargo, no se tiene informacion completa de los efectos que

tienen sobre la historia de vida de organismos acuaticos.

A finales del siglo pasado se comenzé a estudiar a los surfactantes mas
representativos como el sulfonato de alquilbenceno lineal (LAS), alquil etoxilato
lineal (AES) o sulfato de alcohol (AS) dejando de lado a los etoxisulfatos de alquilo
y a los sulfatos de alquilo. En este ultimo subgrupo encontramos al dodecil sulfato
de sodio que se encuentra en muchas formulaciones de productos de uso cotidiano
e industrial. En México marcas de pasta dental, jabdon de tocador, detergentes,
lavatrastes, jabon de manos y pastillas para el inodoro cuentan con uno o mas tipos
de surfactantes anionicos incluyendo dodecil sulfato de sodio, laurato de sodio, lauril
sulfato éter de sodio y dodecilbenceno sulfonato de sodio. Especificamente dos
marcas muy populares de dentifricos declaran en su etiquetado contener dodecil

sulfato de sodio.

El pais carece de estudios que detecten la concentracion de surfactantes en
distintos cuerpos de agua. La Norma Oficial Mexicana (NOM-001-SEMARNAT-
2021) indica que en cuerpos de agua la concentracion de tensioactivos suele ser
menor a 0.1 mg/L; sin embargo, se sospecha que esta concentracion podria ser
mas elevada puesto que diariamente se utilizan grandes cantidades en hogares e
industria. Estos compuestos son vertidos directamente a los cuerpos de agua y los
gue se dirigen a las plantas de tratamiento de aguas residuales no siempre son

eliminados eficazmente.
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En las dltimas décadas se ha estudiado mas a los sulfatos de alquilo sobre algunas
especies de invertebrados acuéticos y se han observado efectos negativos sobre la
supervivencia y fecundidad, incluso se han encontrado en otros aspectos como en
fisiologia y etiologia. El tipo de respuesta varia de acuerdo con el organismo
utilizado, el surfactante seleccionado y las concentraciones aplicadas. Aun asi, es
preocupante que en concentraciones de miligramos y microgramos por litro los

organismos estén siendo adversamente afectados.

Los rotiferos son utilizados en ecotoxicologia, ya que brindan multiples ventajas
como ser partenogenéticos y por lo tanto, tener altas tasas de reproduccion, ciclo
de vida corto, cultivo facil y econémico, sensibilidad a cambios en el entorno y
ademas son un importante eslabon en la cadena trofica; incluso la Asociacion
Americana de Ensayos Materiales (ASTM, por sus siglas en inglés) y la Asociacion
Estadounidense de Salud Publica (APHA, por sus siglas en inglés) en Métodos
Estandar para el Examen de Agua y Aguas Residuales contempla a Brachionus

calyciflorus, Brachionus plicatilis y Plationus patulus como organismos de prueba.

Los ensayos agudos son sumamente importantes ya que nos brindan informacion
de efectos letales y subletales en un tiempo reducido. Algunos autores
complementan con ensayos crénicos como crecimiento poblacional o tabla de vida
dado que estas indican como crece una poblacion o una cohorte a través de tiempo
y ofrecen la oportunidad de obtener la tasa intrinseca de incremento poblacional la
cual es sensible a los cambios en el ambiente. El analisis de morfometria indica si
hay o no variacion en determinados caracteres. Se utiliza en el campo de la
sisteméatica y filogenia, pero puede aplicarse a organismos que tuvieron una

exposicidén a algun contaminante para observar anomalias.

Realizar un estudio que contemple ensayos agudos, crénicos y analisis de
morfometria lineal y geométrica; brindara informacion sobre los efectos que el DSS
causa a los rotiferos dulceacuicolas Brachionus havanaensis y Plationus patulus.
Se espera que este estudio ayude a avanzar un paso mas hacia la normatividad de
los surfactantes para un manejo y desecho apropiados con sus respectivos limites

permisibles.
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6. Hipotesis

Al aplicar dodecil sulfato de sodio sobre especies sensibles como los rotiferos
Brachionus havanaensis y Plationus patulus, se esperard que el surfactante tenga
efectos toxicos, los cuales podran verse reflejados en la densidad poblacional y en
las variables de tabla de vida como supervivencia y fecundidad de una manera
dependiente de la concentracion.
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7. Objetivos

7.1. Objetivo principal

Evaluar el efecto del surfactante anionico dodecil sulfato de sodio sobre la
demografia de las especies Brachionus havanaensis y Plationus patulus a

diferentes concentraciones.

7.2. Objetivos particulares

Determinar la concentracion letal media para ambas especies expuestas al

dodecil sulfato de sodio.

Comparar las curvas de crecimiento poblacional, asi como las gréaficas de

supervivencia y fecundidad de los rotiferos expuestos al surfactante.

Evaluar la tasa de incremento poblacional, dia de abundancia maxima,
densidad poblacional maxima y relacion huevo-hembra de las especies de

rotiferos expuestos.

Evaluar el efecto del surfactante sobre las caracteristicas de historia de vida
como promedio de vida, esperanza de vida, tasa de reproduccion bruta, tasa
de reproduccion neta, tiempo generacional y tasa intrinseca de incremento

poblacional de las especies expuestas.

Determinar si existen anomalias en la morfometria y morfologia de
Brachionus havanaensis y Plationus patulus al ser expuestos al surfactante

anionico.
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8. Materiales y métodos
8.1. Aislamiento y cultivo de organismos

Las cepas de los rotiferos Brachionus havanaensis Rousselet, 1911 y Plationus
patulus Muller, (1786) (Figura 7) fueron aisladas del Canal de Cuemanco (Figura 6)
el cual forma parte del lago artificial de Xochimilco localizado en la alcaldia
Xochimilco al Sur de la Ciudad de México con coordenadas 19°17'05.2"N
99°06'07.5"W y situado a una altitud de 2,240 m.s.n.m (INAFED, 2019). Se filtraron
con una malla de 50 um y se recolectaron en recipientes plasticos de 300 ml. Fueron
transportados al laboratorio de Zoologia Acuatica de la Facultad de Estudios
Superiores Iztacala donde se realizo la determinacién taxonomica de los rotiferos

mediante el uso de claves taxondmicas especializadas (Koste, 1978).

00z

1 ;

Canal de Cuemanco

Figura 6.- Mapa. Ubicacién del Canal de Cuemanco (Ciudad de México,
Xochimilco).

Antes de que se utilizaran experimentalmente, se realizé un cultivo a partir
de una hembra partenogenética y los organismos permanecieron en condiciones de
laboratorio en agua moderadamente dura (medio EPA) preparada con 60 mg de
CaSO0a4, 60 mg de MgSO4, 96 mg de NaHCOz y 4 mg de KCI por litro. El alga
seleccionada para la experimentacion fue Chlorella vulgaris cepa CL V-3, CICESE,
Ensenada, México (Figura 8) la cual se cultivd en medio basal Bold (Borowitzka y
Borowitzka, 1988) en contenedores de 2 L agregando cada tres dias 0.5 g de
bicarbonato de sodio ademas de luz y aireacion constante. Al llegar a una densidad
elevada, el alga se cosechd, fue sedimentada, decantada y resuspendida en agua

destilada. Por ultimo, se cuantificé en la camara de Neubauer y se suministré a los
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organismos en densidades de 0.5x10° céls./ml. Los organismos de prueba
permanecieron en periodos de luz/obscuridad, temperatura ambiente de 25 + 2°Cy

el cambio de medio se realiz6 cada tres dias.

Figura 7.- Rotiferos utilizados durante la experimentacion. A) Brachionus
havanaensis, B) Plationus patulus.
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Figura 8.- Alga Chlorella vulgaris.
8.2. Adquisicién del surfactante

El compuesto quimico dodecil sulfato de sodio (Figura 9) se obtuvo a través de
Sigma Aldrich. El tensoactivo venia en una presentacion de 25 gramos, una pureza
>298.5% y con lote #SLCC2823. Con base en su pureza se realizaron los calculos

correspondientes para obtener una solucion madre de 200 mg/L la cual fue
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preparada con agua destilada y que se mantuvo en refrigeracion durante la

experimentacion.

Figura 9.- Surfactante aniénico dodecil sulfato de sodio. Vista lateral izquierda y
derecha.

8.3. Bioensayo agudo

Con base en lo reportado en la literatura, se realizé una prueba de concentracion
letal media (CLso) para ambas especies de rotiferos. Las concentraciones utilizadas
en las especies Brachionus havanaensis y Plationus patulus fueron 6.25, 12.5, 25,
50 y 100 mg/L. Los bioensayos fueron realizados en contenedores de 50 ml de
capacidad con 20 ml de medio EPA con cada una de las concentraciones
seleccionadas del surfactante y en el control se agregé Unicamente medio EPA.
Utilizando pipetas Pasteur bajo microscopio estereoscépico (Nikon, SMZ2645) se
afiadieron 20 neonatos de cada una de las especies de rotiferos por recipiente a los
cuales no se les agreg6 alimento algal. En ambos experimentos las condiciones
experimentales fueron; temperatura 25 + 2°C, pH~7.5, luz continta y difusa. Se
realizaron cuatro réplicas por concentracion y la duracion experimental fue de 24 h
al cabo de las cuales se realiz6 el conteo de individuos vivos y muertos.
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8.4. Bioensayo crénico

Con base en los resultados obtenidos en la prueba de CLso se realizaron dos
pruebas cronicas: crecimiento poblacional y tabla de vida para cada especie. Para
ambos experimentos se utilizaron concentraciones nominales y se realizaron cuatro
repeticiones para los tratamientos y el control. En recipientes de 50 ml de capacidad
se afiadieron 20 ml que contenian medio EPA para el control y en los tratamientos
ademas las concentraciones de 0.625, 1.25, 2.5, 5y 10 mg/L para Brachionus
havanaensis y 1.25, 2.5, 5, 10 y 20 mg/L para Plationus patulus. Como alimento se
les suministro Chlorella vulgaris a una densidad de 0.5x10° céls./ml. A cada

recipiente se agregaron 20 neonatos para obtener una densidad inicial de 1 ind./ml.
8.4.1 Crecimiento poblacional

Utilizando el disefio experimental mencionado anteriormente se realizé el
crecimiento poblacional de ambas especies de rotiferos. Tras el inicio de los
experimentos diariamente se realizé el conteo de individuos y sus huevos en cada
recipiente, asi como el cambio de medio 100% (con alimento y la concentracion de
dodecil sulfato de sodio) durante un periodo de 24 dias en donde la poblacion
mostré una tendencia de incremento. Unicamente en los controles de ambas
especies se requirio aplicar la formula integral de crecimiento logistico (Krebs, 1985)

para describir el crecimiento de la poblacién en funcion del tiempo:

K

Nt = 1+ ea-1t

Doénde:

Ni= tamafo de la poblacion en el tiempo t

t= tiempo en dias

K= valor maximo o capacidad de carga

a= constante de integracién que define la posicién de la curva relativa al origen
r= capacidad intrinseca de aumento

La tasa intrinseca de crecimiento poblacional (r) se calcul6 utilizando la ecuacién

exponencial de Krebs (1985):
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r

Dénde:

No= densidad de la poblacién inicial

Ni= densidad de la poblacién después del tiempo
t=tiempo en dias

8.4.2. Morfometria lineal y geométrica

Una vez concluido los experimentos de crecimiento poblacional se recuperaron los
rotiferos de ambas especies y se preservaron en tubos Eppendorf de 2 ml con
formol al 4%. Para analizar las diferencias de tamafio entre el control y los
tratamientos 10 individuos adultos de B. havanaensis y P. patulus fueron colocados
en posicion dorsal con el fin de obtener el largo y el ancho para cada réplica y
tratamiento (Figura 10), esto se realizd utilizando un microscopio 6ptico Nikon
Eclipse E600 y el programa Motic 2000. Se tomaron tres fotos por individuo
enfocando distintos angulos y posteriormente se utilizd el programa Combine ZP
para empalmar las fotografias y obtener imagenes mas nitidas, ya que este registro
fotografico se empled también en el andlisis de morfometria geométrica. En el caso
de la morfometria lineal a los datos de largo y ancho se les aplicé un ANDEVA de
una via para determinar si habia diferencias significativas entre el control y los
tratamientos. Para el andlisis de morfometria geométrica se utilizé la galeria
fotografica ya mencionada, se cre6 un archivo TPS con el programa tpsUtil32. En el
programa tpsDig32 se procedié a digitalizar las fotos afiadiendo la escala en
micrémetros y afladiendo los hitos o landmarks como se observa en la Figura 11.
Finalmente, en el programa Morpho J se realizé el analisis de Procrustes para
ajustar la rotacion, traslacion y escala (Zelditch et al., 2004). Los individuos de la
concentracion de 20 mg/L de P. patulus no se pudieron medir ya que murieron en
los primeros dias y eran menos de 10 organismos; ademas dos de los landmarks
observados en la Figura 11 de B. havanaensis fueron omitidos al procesarlos en el
programa Morpho J (niumeros 6 y 12), ya que existia demasiada variabilidad en

ancho de la l6rica cuando esto es normal en los individuos de esta especie.
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Figura 10.- Medicion de largo (azul) y ancho (rojo) de los rotiferos A) Brachionus
havanaensis y B) Plationus patulus. Vista dorsal.

Figura 11. Colocacién de los landmarks en A) Brachionus havanaensis y B)

Plationus patulus. Vista dorsal.

8.4.3. Tablade vida

Utilizando el mismo disefio experimental se realizé la tabla de vida demografica de

B. havanaensis y P. patulus separadamente. En recipientes de 50 ml se colocaron

20 individuos de cada especie de rotiferos. Los conteos se registraron cada 12 horas

anotando el numero de individuos y el nimero de neonatos recién nacidos. Los

neonatos y los individuos de la cohorte original muertos fueron retirados; los

individuos vivos de cada cohorte fueron transferidos a recipientes con nuevo medio
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(alga y concentracion de surfactante seleccionada) cada 24 horas. La duracién
experimental en cada tratamiento fue hasta que el ultimo individuo de la cohorte
murid. Se calcularon los siguientes parametros perteneciendo la supervivencia y la

reproduccion con la ecuacion de Krebs (1985):

Supervivencia:

nx

Ix =
X N° inicial de individuos

Fecundidad:

N° de individuos producidos

mx =
nx

Promedio de vida:
0

Esperanza de vida:

Tasa de reproduccion neta:

Ry = Z Lymy
0

Tiempo generacional:

_ Xlymyxx

T
Rq

Tasa de incremento poblacional (r):

[00]

Z e ™lm,=1

x=0
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Donde nx es el numero de sobrevivientes a la edad x y Ix es la probabilidad de que
un individuo sobreviva a una clase de edad dada, mx es la fecundidad especifica de
edad y Ro es el nimero de descendencia promedio por hembra.

8.4.4 Anédlisis estadistico

En el ensayo agudo, se obtuvo el valor de concentracion letal cincuenta donde murio
el 50% de los organismos, asi como el limite superior y el limite inferior con ayuda
del método de probit (Finney, 1971).

Los datos obtenidos en el crecimiento poblacional de cada especie fueron
introducidos en una matriz en bruto, donde se calcul6 el nimero de individuos por
mililitro y se obtuvieron el promedio y error estandar. Con estos datos se procedio a
graficar el crecimiento poblacional en funcion del tiempo para los tratamientos y en
los controles se incluyo la ecuacion de crecimiento logistico que describia su
crecimiento. Asimismo, se obtuvieron la tasa de crecimiento poblacional, dia de
abundancia maxima y densidad poblacional maxima; estos ultimos se analizaron
mediante un analisis de varianza de una via (ANDEVA) y una prueba de post hoc
(Prueba de Tukey) para determinar si existian diferencias significativas entre cada
uno de los tratamientos con y sin la presencia del dodecil sulfato de sodio. El anélisis
de varianza se aplicé después de satisfacer las condiciones de distribucion normal

teniendo en cuenta el analisis residual siguiendo el programa SigmaPIot.

La relacion huevo-hembra y la densidad poblacional se graficé mediante una
regresion lineal con su ecuacién correspondiente y su valor de R? siguiendo a
Edmondson (1968).

Los datos de morfometria lineal (largo y ancho) de cada especie se
analizaron mediante un ANDEVA de una via para determinar si existian diferencias
significativas con el control y entre tratamientos. Para comprobar el crecimiento
isométrico de las especies se llevd a cabo un andlisis de regresion lineal
comparando en el eje X el largo y en el eje Y el ancho de los individuos; de esto se
obtuvo la ecuacioén de las curvas, su valor de r y su valor de significancia (p). En el

analisis de morfometria geométrica se aplicdé un andlisis de variables candnicas
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(AVC) el cual arroj6 las gradillas de deformacion de las variables canénicas (VC)
gue contribuyen mayormente a la variacién de cada especie de rotifero y se emple6
un andlisis discriminante con el fin de hallar diferencias significativas entre

tratamientos.

Los datos de tabla de vida fueron introducidos en una matriz donde se obtuvo
el promedio y error estandar con lo cual se elaboraron las gréficas de supervivencia
y de fecundidad cada uno en funcién del tiempo usando el programa SigmaPlot. La
tasa de mortalidad de la poblacion indica el niamero total de individuos muertos
durante una unidad de tiempo. Esta se analiz6 a partir del deceso de los organismos
y se realiz6 una regresion para obtener la ecuacion que describe el modelo, asi

como su correspondiente valor de R? (Rabinovich, 1984).
y = ae’* - Nt = Ny xe™ ™

Donde:
y/N= Supervivencia de organismos en un tiempo t+n
a/No= Supervivencia de organismos en un tiempo t
b/-m= tasa intrinseca de mortalidad
x/t= tiempo dias
Las curvas de supervivencia de cada tratamiento fueron comparadas
estadisticamente entre si mediante el analisis de supervivencia de Log Rank.

Adicionalmente una prueba post hoc de comparacién multiple fue aplicada con el

meétodo de Holm-Sidak para hallar los grupos con diferencias.

Los datos de los parametros de historia de vida fueron colocados en una
matriz y se obtuvieron el promedio de vida, esperanza de vida, tiempo generacional,
tasa de reproduccion bruta, tasa de reproduccion neta, y tasa intrinseca de
incremento poblacional de acuerdo con las formulas anteriormente mencionadas.
Un andlisis de varianza de una via (ANDEVA) y posteriormente una prueba de post
hoc (Tukey) se efectu6 para observar diferencias significativas en cada uno de los

parametros.
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9. Resultados
9.1. Concentracion letal media

En la Figura 12 se observa el valor de la concentracion letal media del dodecil sulfato
de sodio para cada rotifero. El andlisis de probit arrojé que la concentracion letal
media (CLso) con un limite de confianza del 95% para Brachionus havanaensis fue
de 35.55 mg/L con un limite inferior y superior (28.18, 44.84). Para P. patulus la
concentracion letal cincuenta fue de 120.14 mg/L con un limite inferior y superior de
(92.77, 155.59). El dodecil sulfato de sodio fue cerca de tres veces mas toxico para

Brachionus havanaensis en comparacion con Plationus patulus.

6 CL,, Brachionus havanaensis

5.4
52
5O —— e
48
46

4.4 Y = 1.37x + 2.87

r2=010.94
CL,=35.55 mg/L

(28.18, 44.84)

Valor probit

4.8 -

46

4.4 =

42 -

40 F

38 Y=1.23x +2.43
r?=0.98

36 - CLgo= 120.14 mg/L

(92.77, 155.59)
34

3.2 1 1 1 1 1
0.6 0.8 1.0 1.2 14 1.6 1.8 2.0 2.2

Log concentracion

Figura 12.- Concentracion letal media. Se observa la tendencia, el valor obtenido
de la CLso (linea punteada) y se presenta el valor del limite superior e inferior para
cada especie de rotifero.
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9.2. Crecimiento poblacional

Las graficas de crecimiento poblacional del control y los tratamientos se muestran
en la Figura 13. En ambas especies se observa que el control tuvo la mayor
densidad de organismos, ademas tuvo una fase exponencial y pasando del dia 20
entra en fase de retardo lo cual denota un crecimiento de tipo logistico con curvas
de tipo sigmoideas. Se muestra la ecuacién que describe el modelo, asi como la
capacidad de carga, la cual fue de 5902.5 (individuos totales) 0 295.125 (ind./ml) en
B. havanaensis y 4121.66 (individuos totales) o 206.083 (ind./ml) en P. patulus. Esto
solo se observo en los controles ya que en los tratamientos los individuos de la
poblacién continuaron en la fase exponencial o se encontraron aun en la fase inicial
de crecimiento debido a que fueron afectados por las concentraciones del
surfactante que limitd la tasa de crecimiento. En los tratamientos a los que se les
aplicé el dodecil sulfato de sodio se observOo una tendencia pues conforme

incremento la concentracion en el medio disminuyo la densidad de la poblacion.

Al comparar los tratamientos de B. havanaensis con su control podemos
observar que las concentraciones de 0.625, 1.25 y 2.5 disminuyeron
aproximadamente 50% en densidad y las concentraciones de 5 y 10 mg/L
disminuyeron > 75% en densidad final en comparacion con el control pues la
poblacién tuvo un crecimiento deficiente a lo largo del tiempo. El control y las tres
primeras concentraciones bajas dispararon su crecimiento en los primeros 5 dias
en cambio las dos concentraciones mas altas crecieron un poco después del dia 10
y 15, respectivamente. Cuando comparamos el control de P. patulus contra a los
gue se les aplico el dodecil sulfato de sodio se observa que la concentracion mas
baja utilizada redujo su densidad al 50% y la siguiente concentracion de 2.5 mg/L la
redujo al 75%. En las 3 concentraciones mas altas se redujo la poblacion >90%.
Incluso en la concentracion mas alta de 20 mg/L no hubo crecimiento dado que los

individuos murieron dentro de los primeros 6 dias de experimentacion.
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Figura 13.- Curvas de crecimiento poblacional de los rotiferos B. havanaensis y P.
patulus expuestos al surfactante dodecil sulfato de sodio. Los valores indican el
promedio * el error estandar de cuatro repeticiones. Los controles presentan la
ecuacion que describe el crecimiento logistico y el valor de K (capacidad de carga).
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La tasa intrinseca de crecimiento poblacional de ambas especies de rotiferos
se muestra en la Figura 14. La tasa de B. havanaensis tuvo diferencias significativas
con los tratamientos (p<0.05, ANDEVA, Tabla 1). Entre tratamientos las primeras
concentraciones no fueron diferentes entre si, pero tuvieron diferencias con las
concentraciones de 5 y 10 mg/L. En cambio P. patulus no tuvo diferencia
significativa (p>0.05, ANDEVA, Tabla 1) con la méas baja concentracion (1.25 mg/L),
pero si hubo diferencias significativas (p<0.05, ANDEVA, Tabla 1) con las
concentraciones de 2.5 mg/L o superiores. La tasa de crecimiento de la
concentracion mas alta (20 mg/L) fue negativa pues la poblacién no crecié ya que

murio dentro de los primeros 6 dias de experimentacion.

_ a . .
200 Brachionus havanaensis

150

100

50

Control 0.625 1.25 25 5 10

Plationus patulus

Control  1.25 25 5 10 20
Concentraciéon mg/L

Figura 14.- Tasa intrinseca de incremento poblacional de los rotiferos B.
havanaensis y P. patulus expuestos a diferentes concentraciones de tensoactivo.
Los valores muestran el promedio de cuatro repeticiones con su error estandar y las
letras las diferencias entre los tratamientos a través del analisis post hoc de Tukey.
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El dia de abundancia maxima (Figura 15) para B. havanaensis no tuvo
diferencias significativas (p>0.05, ANDEVA, Tabla 1) respecto al control y fue el dia
24 en el control y los tratamientos. Para la poblacién de P. patulus tnicamente hubo
diferencias significativas (p<0.05, ANDEVA, Tabla 1) entre el control (dia 24) y la

concentracion de 20 mg/L (dia 5).

30 ~ . .
Brachionus havanaensis

25 [ a a a a a a

Dia

Control 0.625 1.25 25 5 10
30 - .
Plationus patulus

Control 1.25 25 5 10 20
Concentracion mg/L

Figura 15.- Dia de abundancia maxima de los rotiferos B. havanaensis y P. patulus
expuestos a diferentes concentraciones de surfactante. Los valores muestran el
promedio de cuatro repeticiones con su error estandar y las letras las diferencias
entre los tratamientos a través del andlisis post hoc de Tukey.
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La densidad poblacional maxima de ambas especies de rotiferos se muestra
en la Figura 16. La poblacién de Brachionus havanaensis tuvo diferencias
significativas (p<0.05, ANDEVA, Tabla 1) comparandolo con el control. Entre
tratamientos en las dos concentraciones bajas no mostraron diferencias
significativas, pero en las siguientes concentraciones hubo diferencias entre si. En
P. patulus la densidad poblacional maxima de los tratamientos tuvo diferencias
significativas (p<0.05, ANDEVA, Tabla 1) respecto al control. Hubo diferencias entre
tratamientos; sin embargo, las tres concentraciones mas altas fueron similares entre

s
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Figura 16.- Densidad poblacional maxima de los rotiferos B. havanaensis y P.
patulus expuestos a diferentes concentraciones de tensioactivo. Los valores
muestran el promedio de cuatro repeticiones con su error estandar y las letras las
diferencias entre los tratamientos a través del analisis post hoc de Tukey.
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Tabla 1.- Variables de crecimiento poblacional de ambas especies de rotiferos
expuestos a diferentes concentraciones de dodecil sulfato de sodio. Se muestra el
error correspondiente para cada tratamiento. Las letras distintas indican las
diferencias significativas (p<0.05) mientras que las letras iguales indican que no hay

diferencias significativas (p>0.05).

Tratamientos Tasa intrinseca de

Densidad

Dia de abundancia

(mg/L) incremento poblacional poblacional maxima maxima
Brachionus havanaensis

Control 0.23+0.0022 188+9.02 24+0°
0.625 0.2020.004" 11445.98" 24+0°
1.25 0.20£0.002" 96.5+7.83™ 24+0°
25 0.21+0.001° 85.75+2.86° 24+0°
5 0.17+0.002° 62.5+3.94° 24+0°
10 0.15+0.009° 14.02+1.79° 24+0°
Plationus patulus

Control 0.25+0.0012 150.25+2.712 24+0°
1.25 0.23+0.001%° 98.75+3.79" 24+0°
25 0.20+0.007" 68.75+6.31° 24+0°
5 0.08+0.005° 5.33+0.47° 24+0°
10 0.008+0.004° 120" 24+0°
20 -0.11 +0.01° 1+0° 4.75+0.5

9.3. Relacion huevo-hembra

La densidad poblacional fue graficada contra la relacion huevo-hembra. Aqui se

eliminaron los valores atipicos de ambas especies (primeros seis dias) y al parecer

hay una tendencia inversa en algunos tratamientos para ambos casos. En

Brachionus havanaensis el valor de r?> no fue significativo en ninglin caso, en

Plationus patulus fue de apenas 0.6 en el control. Se observé que el valor de la

proporcion de huevos fue disminuyendo en los tratamientos a medida que

incrementaba la densidad poblacional. (Figura 17).
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Figura 17.- Relacion huevo/hembra de Brachionus havanaensis y Plationus patulus.
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9.4. Morfometria lineal

Los resultados del ANDEVA de una via del largo y ancho de la l6rica de ambos
rotiferos se resumen en la Tabla 3 (p<0.001). Diferencias significativas (p<0.05,
Tabla 2) se hallaron entre el control y los tratamientos en las medidas del ancho de
la lorica de B. havanaensis. Las medidas del largo tuvieron diferencias significativas
(p<0.05, Tabla 2) entre el control y las concentraciones de 0.625, 10 y 20 mg/L, pero
no tuvo diferencias (p>0.05, Tabla 2) con 1.25y 2.5 mg/L. El ancho de la l6rica de
P. patulus tuvo diferencias significativas (p<0.05, Tabla 2) con las concentraciones
de 2.5y 5 mg/L. Respecto al largo, se obtuvieron diferencias significativas (p<0.05,
Tabla 2) entre el control y los tratamientos de 2.5y 5 mg/L.

Cuando se compararon el largo y ancho de ambas especies de rotiferos
mediante un analisis de regresion lineal (Tabla 4) la mayoria de los modelos fueron
altamente significativos (p<0.05, Tabla 4), o sea que se pueden utilizar y realizar
interpolaciones o extrapolaciones cuando asi sea necesario. Los valores obtenidos
de r sefalan una relacion fuerte r > 0.8 en los controles de B. havanaensis lo cual
nos indicaria un crecimiento con tendencia a la isometria de la especie. En
contraste, los valores de r en los tratamientos oscilan entre 0.4 ~ 0.8 pero con la
diferencia de que el valor de la pendiente es menor. Hubo una buena relacion r >
0.6 en los controles de P. patulus, pero en los tratamientos la r oscilé entre 0.1 ~ 0.9
y el valor de la pendiente también fue menor. Esto nos indicaria que hubo una
modificacién en el crecimiento proporcional de los rotiferos a causa del surfactante,
lo que implica que el crecimiento es alométrico en funcion de la concentracién del

surfactante.
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Tabla 2.- Diferencias en las mediciones de largo, ancho y morfometria geométrica
de los tratamientos de DSS sobre B. havanaensis y P. patulus. Las letras distintas
indican las diferencias significativas (p<0.05, p<0.01) mientras que las letras iguales
indican que no hay diferencias significativas (p>0.05, p>0.01). s/d= sin datos

disponibles.

Tratamientos (mg/L) Largo Ancho M. geométrica
Brachionus havanaensis

Control a a a
0.625 b b b
1.25 b ab b

25 b ab bc

5 b c c

10 c d

Plationus patulus

Control a a a
1.25 ab ab a

25 bc b b

5 c bc bc

10 ab a c

20 s/d s/d s/d
valor de p p<0.05 p<0.05 p<0.01

Tabla 3.- Analisis de varianza de una via sobre las mediciones de largo y ancho de
las especies B. havanaensis y P. patulus que estuvieron expuestas al surfactante.
GL = grados de libertad, SS= suma de cuadrados, MS= media de cuadrados, F, P.

Fuente de variacion GL  SC MC F P
Brachionus havanaensis

Largo

Entre grupos 5 2722.805 54456 13.98 <0.001
Residuo 234 9113.13 38.945

Total 2390 11835.94

Ancho

Entre grupos 5 2541199 508.24 20.84 <0.001
Residuo 234 5705.891 24.384

Total 2390 8247.09

Plationus patulus

Largo 4 927.161 231.79 8.498 <0.001
Entre grupos 195 5318.509 27.274

Residuo 199 6245.67

Total

Ancho

Entre grupos 4 739.435 184.86 7.763 <0.001
Residuo 195 4643.703 23.814

Total 199 5383.138
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Tabla 4.- Valores de la regresion lineal de B. havanaensis y P. patulus comparando
largo contra ancho de los individuos. Se muestran los valores de una curva y = ax
+ b por tratamiento y por réplica. Se presenta adicionalmente el valor de correlacién
de las variables. Los asteriscos (*) indican la significancia (p<0.05) de cada modelo.

Brachionus havanaensis

Plationus patulus

Tratamiento a_x . b Tratamiento gx . b
(pendiente) (intercepto) (pendiente) (intercepto)
Control R1  0.585 27.686 0.82* Control R1  0.773 46.164 0.70*
Control R2  0.835 1.367 0.89* Control R2  0.645 60.075 0.92*
Control R3  0.793 4.457 0.89* Control R3  0.745 45.876 0.63*
Control R4 0.851 3.309 0.88* Control R4 1.204 17.879 0.86*
0.625 R1 0.055 29.339 0.84* 1.25R1 0.467 86.798 0.71*
0.625 R2 0.613 24.244 0.89* 1.25R2 0.423 90.607 0.58
0.625 R3 0.179 75.993 0.61 1.25R3 0.991 12.936 0.75*
0.625 R4 0.734 10.475 0.92* 1.25R4 0.291 110.66 0.18
1.25R1 0.544 32.333 0.81* 25R1 0.561 73.313 0.73*
1.25 R2 0.551 31.592 0.76* 25R2 1.13 9.777 0.76*
1.25R3 0.65 21.012 0.96* 25R3 0.305 108.96 0.39
1.25R4 0.416 47.871 0.66* 25R4 0.556 75.202 0.62
25R1 0.702 13.758 0.81* 5R1 0.499 82.998 0.58
25R2 1.073 28.8 0.96* 5R2 0.015 152.69 0.02
25R3 0.653 19.382 0.79* 5R3 0.765 45.671 0.83*
25R4 0.584 28.323 0.71* 5R4 0.445 92.705 0.92*
5R1 0.804 1.137 0.79* 10R1 0.897 23.054 0.85*
5R2 0.396 45.76 0.66* 10 R2 0.889 27.783 0.88*
5R3 0.727 8.186 0.84* 10 R3 0.363 103.86 0.58
5R4 0.552 27.491 0.48 10 R4 0.555 74.951 0.59
10 R1 0.602 22.855 0.84*
10 R2 0.827 0.903 0.77*
10 R3 0.745 8.558 0.82*
10 R4 0.434 40.79 0.78*
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9.5. Morfometria geométrica

La variacion de la forma fue analizada con el programa Morpho J, el cual arrojé los
analisis de variables candnicas. En B. havanaensis las primeras cuatro variables
canonicas explican >90% de la variacion. En las gradillas de deformacion (Figura
18) es notorio que las espinas anteriores, las posteriores y la zona posterior del
tronco son las que presentan mayor cambio. El andlisis discriminante indicdé que
existen diferencias significativas (p<0.001, Tabla 2) entre el control y los
tratamientos. Entre tratamientos la mayoria presentd diferencias significativas
(p<0.001, Tabla 2); sin embargo, las concentraciones de 0.625 y 1.25 mg/L fueron
similares (p>0.001, Tabla 2); también 1.25 y 2.5 mg/L asi como 5y 10 mg/L. El
analisis de P. patulus indicé que las cuatro primeras variables canodnicas explican el
100% de la variacion utilizando las coordenadas de Procrustes (Figura 19). En las
gradillas de deformacion la parte anterior y la parte posterior del tronco son las que
sufren mayor cambio. Los valores de p de pruebas provenientes de la permutacion
de las distancias Mahalanobis entre grupos indicé diferencias significativas
(p<0.001, Tabla 2) entre control y tratamientos, asimismo indicé diferencias
significativas (p<0.001, Tabla 2) entre tratamientos con excepcion de 2.5y 5 mg/L

asi como 5y 10 mg/L que no tuvieron diferencias significativas (p > 0.001, Tabla 2).

La morfologia de la especie B. havanaensis se muestra en la Figura 20-A1,
se observa la forma comuan del rotifero (control). En la Figura 20-A2 el margen
posterior de las espinas se ve un poco deformado en el tratamiento al que se le
aplicé 5 mg/L, es decir que pierde la curvatura y esto se observé también en varios
organismos de las concentraciones de 5y 10 mg/L. En la figura 20-A3 se identifica
una deformacioén en la parte anterior de las espinas intermedias Unicamente en un
organismo que estuvo expuesto a la concentracion de 10 mg/L. En P. patulus se
observa la forma comun del individuo (control) Figura 20-B1. En la mayoria de los
individuos analizados no hubo alteracion en morfologia mas que en un individuo de
la concentracion de 10 mg/L donde el largo del rotifero se visualiza un poco

comprimido y con el ancho de la l6rica mas curveado.
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Figura 18.- Gradillas de deformacion del analisis de variables canodnicas de B.
havanaensis. Se muestra el cambio en la forma del individuo. Los circulos indican
la forma promedio y las flechas indican el sentido y la magnitud de los cambios en

la posicion relativa de los landmarks.
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Figura 19.- Gradillas de deformacién del andlisis de variables candnicas de P.
patulus. Se muestra el cambio en la forma del individuo. Los circulos indican la forma
promedio y las flechas indican el sentido y la magnitud de los cambios en la posicién
relativa de los landmarks.
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Figura 20.- Morfologia de Brachionus havanaensis. Al) Control, A2) Expuesto a 5
mg/L y A3) Expuesto a 10 mg/L. Morfologia de Plationus patulus. B1) Control, B2)
Expuesto a 10 mg/L.
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9.6. Tablade vida

La supervivencia de los rotiferos es alta durante el ciclo de vida y presenta una alta
mortalidad al final de este, por lo que la curva de supervivencia que los describe es
de tipo |. Para ambas especies de rotiferos esto se cumple en el control (Figura 21,
curvas de supervivencia) el cual vivi6 mas alla de los veinte dias. Por otro lado, en
los tratamientos aumenta la pendiente conforme incrementa la concentracion
haciendo que los individuos murieran entre el dia 14 y el dia 20. En general ambas

especies tuvieron curvas de supervivencia parecidas para los tratamientos.

Cuando se aplica la regresion a las curva del control que pertenece a B.
havanaensis el comportamiento lo describe la ecuacion Nt= (0.016) e ©1410); es
decir que disminuye 0.147 individuos cada dia y presentd0 un coeficiente de
determinacion de 0.703 (Figura 21, modelo en rojo). Adicionalmente se realizo una
proyeccion de los datos la cual es la linea roja de cada curva. En la curva con la
concentracion mas elevada de 5 mg/L se produjo un incremento en la mortalidad
del 51%. Ademas, la prueba post hoc arrojé diferencias significativas (p<0.05) entre
el control y los tratamientos y entre tratamientos. Por lo que se refiere a P. patulus
cuando se aplico la regresion a la curva control esta tuvo la siguiente ecuacion Nt=
(0.013) e©17D0 |o cual indica que disminuye 0.171 individuos por dia y presentd un
coeficiente de determinacion de 0.689 (Figura 21, modelo en rojo). En la curva del
modelo de la concentracion mas alta (5 mg/L) aument6 la mortalidad 28%. Aqui
también se hallaron diferencias significativas (p<0.05) entre el control y los

tratamientos, asi como entre tratamientos.

En las curvas de fecundidad (Figura 22) se observa que los controles de B.
havanaensis y P. patulus tienen una reproduccion constante a lo largo del tiempo
con varios picos numéricamente altos en la fecundidad. En cambio, en los
tratamientos vemos una disminucién en el numero de descendientes por dia y
ademas se observan tres o Unicamente dos picos a lo largo del periodo reproductivo
el cual también disminuy6. En ambos controles la reproduccion fue dentro de los 20
dias en cambio en los tratamientos se observa que se llevé a cabo hasta el dia 12

para B. havanaensis y hasta el dia 13 para P. patulus.
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Figura 21.- Curvas de supervivencia (Ix) de las dos especies de brachiénidos
expuestos a diferentes concentraciones del dodecil sulfato de sodio. Los valores
indican el promedio * el error estAdndar de cuatro repeticiones (linea negra). La linea
roja es la proyeccion de los datos utilizando la ecuacion del modelo.
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Figura 22.- Curvas de fecundidad (mx) de las dos especies de rotiferos expuestos
al surfactante. Los valores indican el promedio + el error estandar de cuatro
repeticiones.
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Las graficas de los pardmetros de tabla de vida en general muestran un
decremento en los tratamientos a los que les afiadié dodecil sulfato de sodio
(Figuras 23y 24). Hubo diferencias significativas (p<0.05, Tabla 5) en el promedio
de vida de Brachionus havanaensis respecto al control y entre tratamientos. En P.
patulus también hubo diferencias significativas (p<0.05, Tabla 5) entre el control y
tratamientos solo que las concentraciones de 2.5 y 5 no fueron diferentes entre si
(p>0.05, Tabla 5).

En la esperanza de vida hubo una tendencia exactamente igual que en el
promedio de vida para ambas especies denotando las diferencias significativas
(p<0.05, Tabla 5) de los tratamientos con el control.

La tasa de reproduccion bruta en B. havanaensis tuvo diferencias
significativas (p<0.05, Tabla 5) con las concentraciones de 2.5 y 5 mg/L, pero no
con 1.25 mg/L (p>0.05, Tabla 5). En P. patulus Unicamente hubo diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05, Tabla 5) con la concentracion mas elevada
de 5 mg/L.

B. havanaensis no tuvo diferencias entre el control y la concentracion de 1.25,
pero si respecto a 2.5y 5 mg/L (p<0.05, Tabla 5) para el parametro de tasa de
reproduccion bruta. Por otro lado, P. patulus tuvo diferencias significativas entre el

control y los tratamientos y ademas entre tratamientos (p<0.05, Tabla 5).

Lo observado en el tiempo generacional de B. havanaensis fue que el control
no tuvo diferencias con la concentracion mas baja (0.625 mg/L), pero si con las dos
siguientes (p<0.05, Tabla 5). En Plationus patulus el tiempo generacional tuvo

diferencias entre el control y la concentracién de 5 mg/L (p<0.05, Tabla 5).

El dltimo parametro evaluado fue la tasa intrinseca de incremento
poblacional. B. havanaensis no tuvo diferencias significativas con 1.25 pero si con
2.5y 5 mg/L (p<0.05, Tabla 5). P. patulus si tuvo diferencias entre el control y los

tratamientos (p<0.05, Tabla 5).
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Figura 23.- Pardmetros de tabla de vida de Brachionus havanaensis expuesto a
distintas concentraciones del surfactante dodecil sulfato de sodio. Los valores
muestran el promedio de cuatro repeticiones con su error estandar y las letras las
diferencias entre tratamientos a través del analisis post hoc de Tukey.
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Figura 24.- Parametros de tabla de vida de Plationus patulus expuesto a distintas
concentraciones del dodecil sulfato de sodio. Los valores muestran el promedio de
cuatro repeticiones con su error estandar y las letras las diferencias entre
tratamiento a través del andlisis post hoc de Tukey.
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Tabla 5.- Variables de historia de vida de los rotiferos B. havanaensis y P. patulus
expuestos a concentraciones subletales de DSS. Se denota el error correspondiente
para cada tratamiento. Las letras distintas indican las diferencias significativas
(p<0.05) mientras que las letras iguales indican que no hay diferencias significativas
(p>0.05). PV= promedio de vida, ex= esperanza de vida, TRB= tasa de reproduccion
bruta, TRN= tasa de reproduccién neta, TG= tiempo generacional y r= tasa
intrinseca de crecimiento poblacional.

(Tr:gir;“entos ex TRB TRN TG ‘
Brachionus havanaensis

Control 14.21+0.35% 13.71+0.35% 18.34+1.26% 13.37+0.86% 7.95+0.25% 0.46+0.012
1.25 13.07+0.39" 11.75+0.39° 14.96+0.38* 11.16+0.34° 7.24+0.23% 0.43+0.02°"
2.5 10.18+0.23° 9.68+0.23° 10.33+0.85" 7.48+0.76° 6.41+0.23° 0.36+0.02°
5 8.1140.52° 7.61+0.52" 6.38+0.76° 3.60+0.05° 6.73+0.17° 0.20+0.008°
Plationus patulus

Control 13.82+0.21% 13.32+0.212 17.07+0.72% 12.33+0.27% 8.05+0.172 0.44+0.0042
1.25 11.19+0.31° 10.69+0.31° 17.13+0.18* 9.9+0,37° 8.11+0.06* 0.36+0.01
2.5 8.98+0.34° 8.48+0.34° 16.66+0.24* 7.98+0.57° 7.6610.17% 0,33+0.01°
5 7.75:0.36° 7.25:0.36° 11.18+0.91° 5.35+0.30"° 6.79+0.06" 0.26+0.01°
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10. Discusién

La ocurrencia de contaminantes en cuerpos de agua es cada vez mas frecuente y
afecta a nivel pais y mundialmente pues tiene mdultiples consecuencias a nivel
ecoldgico y poblacional. Los contaminantes emergentes son nuevos productos que
se consideran poco significativos debido a su baja concentracién; sin embargo, se
introducen constantemente al ambiente (Barcel6 y Lépez, 2007), ademas al ser
relativamente nuevos carecen de un estatus reglamentario y sus efectos sobre el

medio ambiente y a la salud humana se desconocen (Deblonde et al., 2011).

El Estado de México y la Ciudad de México son las entidades federativas mas
pobladas con 16 y 9 millones de habitantes respectivamente de acuerdo con el
censo de poblacion realizado en 2020 (INEGI, 2020). Ademas, el censo econémico
apunto al Estado de México como mayor productor y el que posee el mayor nimero
de unidades economicas (INEGI, 2019; DataMeéxico.org, 2022) en fabricacion de
jabones, limpiadores y preparaciones de tocador y también lidera en fabricacion de
pinturas, recubrimientos y adhesivos. Debido a esta gran produccion y masiva
demanda existe la preocupacion sobre su presencia cada vez mayor en los cuerpos
de agua ya que se les considera sustancias peligrosas y con potencial toxico debido
a que son los contaminantes mas detectados en ambientes terrestres y acuaticos
(Jardak et al., 2015). Los surfactantes anionicos son los mas utilizados en la
industria a nivel mundial ocupando 50% de la produccién (Orozco y Zapata, 2018).
Por tal razén es de esperarse que surfactantes de tipo anidnico estén presentes en
aguas residuales y/o en los cuerpos de agua ubicados en la zona metropolitana y

en sus cercanias donde hay diversas industrias, asi como asentamientos humanos.

Las aguas residuales domésticas e industriales son las principales fuentes
en donde ingresan los surfactantes y la via primaria para eliminarlas es a través de
procesos de coagulacién y floculacion en las plantas de tratamiento de aguas
residuales (PTAR’s). Sin embargo, se sabe que las plantas de tratamiento muchas
veces son ineficientes ya que no logran remover la mayoria de los contaminantes
presentes en los efluentes (Hernando et al., 2006). Aunado a esto, un tema que

preocupa en el Estado de México es que rios, arroyos y embalses son utilizados
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como receptores de descarga de aguas residuales, pues del total anual el 87% se
descarga directo en canales y rios de acuerdo con la Secretaria del Medio Ambiente
(SEDEMA, 2007).

La Norma Mexicana NMX-AA-039-SCFI-2001 indica cémo realizar el método
de azul de metileno para detectar la presencia de tensioactivos anionicos y sefiala
gue la concentracién de estos en el agua suele ser menor a 0.1 mg/L. Por otro lado,
la Norma Oficial Mexicana NOM-001-SEMARNAT-2021 establece los limites
maximos permisibles de contaminantes en descargas de aguas residuales en
cuerpos receptores propiedad de la nacién. Indica los valores establecidos para la
presencia de algunos contaminantes quimicos, biolégicos y metales pesados.
Ambas normas no establecen cual deberia ser la maxima concentracion de
surfactantes en el ambiente pese a que este tema va tomando fuerza en México y

el mundo.

Concentraciones de surfactantes en el mundo han sido recopiladas por
Olkowska et al. (2022) donde nos muestra que diversas concentraciones de
surfactantes anionicos, cationicos y no ionicos se hallan en suelo de areas
forestales, urbanas, de agricultura, polvo de calle, sedimentos marinos, de rios y de
lagos en rangos de 0.00008 — 1,500,000 ug/kg. En lluvia de 0.001 — 0.95 pg/L; en
nieve de 0.00774 — 0.182 ug/L; agua subterranea 500 — 1,300 ug/L; agua de llave
0.001 -193; agua marina 0.00226 - 911 ug/L; agua de rio 0.00001 — 3955; lagos
0.69 - 7.83 ug/L y en aguas residuales 0.0061- 9340 pg/L. Estos datos provienen de
paises como Alemania, Suiza, lItalia, Austria, Francia, Japén, China, Estados

Unidos, Canada y Espafia.

Son escasos los datos de concentraciones en sistemas de agua en América
Latina y México, esto puede deberse a que la determinacién de surfactantes en
diferentes tipos de muestras ambientales expone muchos problemas a la hora de
realizarlo pues las muestras tienen una composicion compleja, bajas
concentraciones de tensioactivos de forma individual, variedad de estructuras

guimicas de tensioactivos aunado a su naturaleza anfifilica (Olkowska, 2022).
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Se cree que los tensioactivos son inofensivos porque tienen una alta
solubilidad cuando se hallan en agua, por tal motivo los surfactantes aniénicos se
consideran biodegradables y no toxicos (Vazquez et al., 2020). Sin embargo, la
literatura indica lo contrario ya que especificamente el dodecil sulfato de sodio tiene
baja tasa de biodegradabilidad (aproximadamente de 3-5 dias) (Hosseini et al.,
2007). Aunado a esto los surfactantes incrementan su toxicidad con el largo de la
cadena de carbono. Y eso no es todo, si no que los surfactantes que poseen una
cadena lineal (como el SDS) suelen presentar mayor toxicidad que los de cadena
ramificada (Kimerle y Swisher, 1977).

Las concentraciones de dodecil sulfato de sodio podrian estar amenazando
los cuerpos de agua al igual que a su biota. Para evaluar el impacto de los toxicos
se realizan bioensayos de toxicidad aguda o cronica (Sarma et al., 2017), donde se
emplean organismos acuaticos de facil manejo, ciclo de vida corto, y que tienen una
alta sensibilidad los toxicos somo los rotiferos (Snell y Joaquim, 2007). Especies de
la familia Brachionidae se han utilizado como organismos de prueba en bioensayos
cronicos mostrando sensibilidad en parametros de tabla de vida (Araujo y McNair,
2007). Habria que afadir que otros dos aspectos importantes a la hora de trabajar
con rotiferos; a) que el pequefio tamafo de estos permite evaluar la toxicidad en
cantidades muy pequefias del compuesto de prueba (Snell y Janssen, 1995) y b)
gue la dinamica poblacional de este grupo esta bien caracterizada (Rico-Martinez
et al., 2016).

Como ya se mencioné anteriormente la ASTM tiene incluidos a B. calyciflorus
y B. plicatilis como organismos de prueba con su respectiva técnica. Brachionus
havanaensis es una especie planctonica comun en América que ha sido utilizada
en bioensayos de toxicidad (Sarma et al., 2008). Plationus patulus es una especie
comunmente hallada en México que ha sido utilizada como organismo de bioensayo
en la Asociacion Americana de Salud Publica (APHA por sus siglas en inglés, 1999).
En vista de que B. calyciflorus posee la mayoria de las publicaciones (63%)
relacionadas con ecotoxicologia (Rico-Martinez et al., 2016) en esta investigacion
se prefirid utilizar estas especies en ensayos agudos, cronicos y andlisis

morfométricos.
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Entre las pruebas agudas, la de concentracion letal media es muy usual. B.
havanaensis tuvo un valor de CLso, 24h de 35.55 mg/L y P. patulus de 120.14 mg/L.
Al consultar la literatura los valores difieren bastante dependiendo de la especie.
Para comenzar Pseudosida ramosa tuvo CLsg, 48h de 11.1 mg/L (Freitas y Rocha,
2012). B. calyciflorus CEzp, 48h de 0.77 mg/L y CEsp, 24h de 1.4 mg/L (Versteeg et
al., 1997). El cladécero D. magna CEsg, 24h de 61.8 mg/L y CEso, 48h de 24.1 mg/L
en este mismo estudio D. brasiliensis CEyg, 24h de 24.25 mg/L y CEso, 48h de 15.4
mg/L (Vieira, 2019). A simple vista puede notarse que los rotiferos reportados en la
literatura mostraron mayor sensibilidad; sin embargo, hay que recordar que puede
haber distintas respuestas de susceptibilidad entre clones o cepas de la misma

especie (Rico-Martinez et al., 2016).

El crecimiento poblacional de rotiferos (asi como el de otras especies)
muestra una fase inicial de crecimiento, una fase exponencial y una fase de retardo
o declive (Krebs, 1985). En ambas especies se observa esta tendencia en los
controles, por el contrario, en los tratamientos parece ser que la fase de adaptacion
se alarga por mas tiempo al igual que la fase exponencial e incluso no existe esta
fase en la concentracion mas alta (10 mg/L) de B. havanaensis y en las
concentraciones de 5,10 y 20 mg/L de P. patulus ya que cuando existe una fase de
estrés no se presenta tendencia de crecimiento (Ramirez-Pérez y Sarma, 2008). En
general las poblaciones de B. havanaensis presentan mayor densidad
comparandolo con otras especies de la familia Brachionidae bajo las mismas
condiciones (Pavon-Meza et al., 2004). A menos que la poblacidén se encuentre bajo
estrés ésta tendra un crecimiento deficiente que afectara directamente la densidad
poblacional maxima al igual que la tasa intrinseca de incremento poblacional
(Gama-Flores et al., 1999).

Aunque los valores de r no fueron significativos en la relacion huevo-hembra
de las especies, la tendencia de la relacion es inversa cuando se contrasta con la
densidad. Autores como Sarma et al. (2005) explican que esta relacién es asi
porgue al inicio del crecimiento hay suficiente espacio y recursos no limitados por lo
cual los individuos se reproducen, en cambio una vez que hay una densidad alta en

la poblacion disminuye la produccion de huevos. Esto es correcto para los controles
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ya que fueron los que presentaron las mas altas densidades, sin embargo, en los
tratamientos hubo espacio y alimento disponible asi que es probable que el dodecil
sulfato de sodio haya provocado estrés a los rotiferos y por ello no hubo una relacién
significativa en la relacion huevo-hembra. Es interesante considerando que otros
autores como Luna-Andrade et al. (2002) obtuvieron resultados similares, pero
sobre rotiferos marinos como Brachionus plicatilis; en su investigacion ellos
encontraron que el control presentd una relacién inversa y a los tratamientos a los
gue se les aplico cobre no presentaron esa relacion y concluyeron que se debié al

estrés.

La morfometria es el analisis cuantitativo de la forma y las covarianzas con
la forma (MacLeod, 2017). La aplicacion en rotiferos durante mucho tiempo han sido
simples medidas de largo y ancho de la lorica sobre todo al tratarse del género
Brachionus, lo cual se conoce como morfometria lineal pues ese es el principio
basico donde se traza una linea entre dos segmentos. El desarrollo y adopcion de
meétodos para analizar las coordenadas cartesianas de landmarks anatémicos han

incrementado el uso de la morfometria geométrica (Slice, 2007).

El analisis de morfometria lineal ya ha sido aplicado a rotiferos por diferentes
autores como Sarma et al. (2008) donde analizaron el efecto del cobre y del
mercurio sobre B. havanaensis. En ese estudio hubo decremento en el crecimiento
poblacional al estar en contacto con ambas sustancias, el ancho de los rotiferos se
incremento con el cobre y disminuyd con el mercurio, ademas en ambos las espinas
posterolaterales se redujeron en tamafio. Otro estudio en el que se visualizan claras
afectaciones en la morfologia es el de Alvarado-Flores et al. (2015). Ellos utilizaron
vinclozolin (fungicida) sobre Brachionus calyciflorus a concentraciones de 0-18 mg/L
de acuerdo con sus resultados el compuesto aumento la produccion de machos,
hembras amicticas, hembras micticas, huevos partenogenéticos y huevos sexuales
no fertilizados. Ademas, provocé mdltiples anomalias en las hembras en
concentraciones de 0.4 a 5.6 mg/L. Destacaron el aumento del vitelario, enanismo,
espinas torcidas, apariencia cuadrada del cuerpo, mastax deformado, cuticula

deformada, pies unidos a la cabeza, pie vestigial/sin pie, tres dedos en el pie, cuerpo
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curvo y espinas dorsales deformadas, asi como diferencias en el largo y ancho del

cuerpo, por lo que este compuesto tiene un fuerte potencial de disruptor endocrino.

El crecimiento corporal proporcionado de los rotiferos indica que tienen un
crecimiento de tipo isométrico. Sokal y Rohlf (1969) sefialan que cuando el cociente
de regresion es igual a uno, existe un crecimiento de tipo isométrico. La relacién
largo-ancho de la Idrica en la literatura se ha analizado mediante regresion lineal y
obteniendo el coeficiente de correlacion (r). En este trabajo los valores de r de los
controles son cercanos a 1, mientras que los tratamientos el valor es mucho mas
bajo. En los organismos el tamafio es un aspecto importante ya que su valor y/o los
cambios en este afectan el funcionamiento de ellos en cuanto a biomecanica,
fisiologia, ecologia (Vasallo, 2000). No es de extrafarse que la morfologia de los
rotiferos se modifique cuando estan bajo estrés ya sea por factores bioticos o
abiodticos (Garcia et al., 2007). Otro aspecto afectado fue la morfometria de ambas
especies de rotiferos pues el tamafio del cuerpo del individuo se vuelve mas

pequefio al estar expuesto al estrés de algun toxico (Sarma et al., 2008).

La supervivencia es uno de los principales atributos en el que los
ecotoxicologos observan el efecto de una sustancia. En este estudio ambas
especies de rotiferos tratados con el surfactante disminuyeron en supervivencia
como los demuestra su tasa de mortalidad (Figura 21). Cuando D. magna estuvo
expuesta a este compuesto se redujo su supervivencia y se observo una relacion
de interaccion con el alimento suministrado (Martinez-Jerénimo, 1994). Se sabe que
sustancias toxicas causan mortalidad desde el inicio y alteran el tipo de curva de

supervivencia (Snell y Joaquim-Justo, 2007).

La fecundidad de ambas especies de rotiferos se vio afectada en el presente
trabajo pues el periodo reproductivo se redujo al igual que los neonatos por hembra.
El dodecil sulfato de sodio también afecto la fecundidad de P. ramosa al estar
expuesta durante 21 dias (Freitas y Rocha, 2012). Los autores indican que las
afectaciones principales en el cladocero fueron envenenamiento directo en la
camara de cria y disminucién en la produccion de huevos debido al estrés
fisiologico.
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La tabla de vida de los organismos proporciona informacion de los patrones
de mortalidad y supervivencia, pero ademas brinda muchos méas datos especificos
para cada pardmetro. Por ejemplo, el promedio de vida en los controles de ambas
especies es de ~14 dias, cuando aumenta la concentracion del surfactante este
valor disminuye (Figuras 23 y 24), lo cual claramente nos indica la afectacion en la
duracioén de vida de los individuos y lo mismo se podria decir de la esperanza de
vida (cuanto tiempo hacia el futuro se espera que un organismo viva) lo que denota

un efecto perjudicial en la cohorte de los rotiferos.

El fitness de una poblacién es la capacidad de los individuos de perpetuar
sus genes (Pianka, 2011). Por lo tanto, esto esta directamente relacionado con los
parametros de tasa de reproduccion bruta y neta. En la tasa de reproduccion bruta
(nimero promedio de descendientes que produciria un organismo sin considerar el
impacto mortalidad) el control presentd un valor de ~18 neonatos para B.
havanaensis y solo hubo diferencias significativas (p<0.05) con las concentraciones
de 2.5 y 5 mg/L donde este valor estuvo entre 6 y 10 neonatos. En P. patulus el
valor de tasa de reproduccion bruta fue ~17 neonatos y no varié con dos de los
tratamientos, pero si con la mas alta ya que este valor fue de ~11 neonatos. De
manera similar la tasa de reproduccion neta (niumero promedio de crias de edad
cero, producidas por un organismo durante toda su vida) o también denominada
tasa de reemplazo de la poblacion (Pianka, 2011) fue de ~13 neonatos en B.
havanaensis y ~12 en P. patulus en cambio en los tratamientos de ambas especies
los valores disminuyeron. Es muy probable que el dodecil sulfato de sodio afecte

directamente la reproduccion de los rotiferos y por lo tanto su descendencia.

El tiempo generacional (periodo medio que transcurre entre el nacimiento de
los padres y el de sus descendientes) fue de aproximadamente 8 dias para ambas
especies, este varia un poco en los tratamientos. Caso contrario es el de la tasa
intrinseca de incremento poblacional (tasa instantanea de cambio del tamafio de la
poblacién por individuo) el cual fue aproximadamente de 4 r/dia en los controles y
disminuy6 en los tratamientos, este atributo (r) se considera como uno de los
parametros mas sensibles en estudios demograficos ya que integran supervivencia

y reproduccion (Stearns, 1992).
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En farmacologia el dodecil sulfato de sodio se utiliza para administrar
farmacos ya que mejora la absorcion de sustancias quimicas a través de la piel, la
mucosa gastrointestinal y otras membranas (Singer y Tjeederma, 1993). La forma
en la que el surfactante pudo actuar en los rotiferos fue que se absorbié a las
membranas y luego aumento la permeabilidad del rotifero, pues algo similar se ha
reportado en peces afectando sus branquias y alterando sus procesos respiratorios
(Mason,1981). Los resultados muestran los efectos negativos que el tensioactivo
tuvo sobre los rotiferos, sin embargo, habria que considerar algin estudio de
toxicologia que integre ademdas la interaccion del surfactante con otros
componentes quimicos que estan presentes en la formulacién de cualquiera de sus
productos, ya que se ha demostrado que los detergentes (formulacion completa)
fueron mas toxicos que el ingrediente activo aislado (UC-Peraza y Delgado-Blas,
2012). En el presente algunas empresas se han pronunciado a favor del ambiente
creando surfactantes biogénicos los cuales al dia de hoy no se han considerado
totalmente seguros pues algunos como la surfactina pueden tener la habilidad de

causar toxicidad en organismos vivos (Vieira et al., 2019).
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11. Conclusiones

La especie B. havanaensis mostré mayor sensibilidad al dodecil sulfato de
sodio en la prueba aguda y P. patulus presenté mayor afectacion en la prueba
cronica de crecimiento poblacional.

En la tabla de vida ambas especies parecen tener un comportamiento similar
y presentar diferencias significativas entre el control y los tratamientos en la
mayoria de las variables.

Al incrementar la concentracion de surfactante en el medio, el efecto aumenté
considerablemente asi que se considera es denso-dependiente.

Aparte de los aspectos demograficos, otros aspectos tales como la
morfometria y la morfologia también resultaron afectados.

Los resultados mostrados en este trabajo demuestran el potencial toxico del
surfactante anidnico sobre organismos acuaticos. Por tal motivo se sugiere
medir las concentraciones de estas sustancias en los cuerpos de agua y

monitorear sus efectos a corto, mediano y largo plazo.
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