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Síntesis del Trabajo 

En este trabajo se estudió el efecto combinado de diferentes concentraciones de 
paratión metílico y niveles de la microalga verde, Chlorella vulgaris sobre variables 
poblacionales de Brachionus calyciflorus, B. patulus y de Euchlanis di/alata. 

Los resultados mostraron que existen distintas estrategias de respuesta poblacional 
al tóxico por parte de las especies consideradas. En general, independiente del nivel de 
alimentación, se observó una reducción significativa de la máxima densidad poblacional y 
de la tasa de crecimiento diario de los rotíferos bajo estrés toxico. Las máximas densidades 
oscilaron entre 91-400 ind./ml en tanto que el intervalo de la tasa de crecimiento varió entre 
0.248-0.396 ind./día. 

La toxicidad del paratión metílico en todos los tratamientos considerados tuvo una 
influencia dependiente de la densidad de la micro alga tanto en los ensayos de toxicidad 
aguda (eLso) asi como en los crónicos. A cualquier concentración del paratión metílico, los 
rotíferos alimentados con mayor densidad de alga exhibieron crecimientos poblacionales 
significativamente mayores que aquellos expuestos a menores niveles alimenticios. 

Los resultados obtenidos hasta este momento, sugieren una sensibilidad de los 
rotíferos al paratión metílico decreciente, de acuerdo al siguiente orden; E. di/atata, B. 
patulus y B. calyciflorus, respectivamente. 



INTRODUCCIÓN 

El crecimiento poblacional de los organismos, definido como el incremento en el 
tiempo de ciertos parámetros característicos como la densidad, la tasa de crecimiento y de 
mortalidad etc., depende de numerosas condiciones medioambientales. Variables como el 
consumo y disponibilidad de recursos, asociadas a condiciones fIsicas o químicas particulares 
del medio e interrelacionados entre sí, pueden ejercer efectos complejos directos e indirectos 
en el organismo. Así, fluctuaciones estaciónales grandes en luz, temperatura y cantidad de 
nutrimentos (estresores) pueden provocar con frecuencia restricciones o estrés a niveles poco 
apropiados funcionalmente para los requerímientos de los organismos (Chapin, t991). Bajo 
estas condiciones, los individuos suelen presentar crecimiento lento o nulo y baja capacidad 
para adquirir recursos energéticos y/o nutrimentales, entre otras características. 

El estrés se ha definido de distintas formas: como el efecto de cualquier alteración 
ambiental que extiende o estabiliza los procesos homeostáticos por encima de sus límites 
promedio (Esch y Hazen, 1978 en Adams, 1990), o como la respuesta a restricciones que 
limitan el desarrollo de un organismo o parte de él y su reproducción por debajo del 
potencial del genotipo (Osmond el al. 1987). La mayoría de los especimenes experimenta 
alguna forma de estrés durante los distintos estadios de sus ciclos de vida. El estrés que por 
su intensidad en periodos cortos excede la tolerancia del espécimen, obviamente es letal o 
agudo, en tanto que el de menor magnitud y periodos mayores es subletal o crónico 
(Adams, 1990). Esta manifestación puede ser provocada por agentes bióticos como la 
competencia, parasitismo, alimentación, o bien abióticos (Bazzaz el al. 1987) entre los que la 
contaminación es uno de ellos. 

En ambientes con mucha restricción, los organismos suelen mostrar dos tipos de 
comportamiento adaptativo: sobrellevan (toleran) o evitan. La tolerancia a un estresor 
faculta al organismo para mantener una alta actividad metabólica en condiciones de estrés 
ligero, y a reducirla ante una exposición severa Por su parte, el mecanismo de evitación le 
permite a muchos organismos adecuarse con mayor facilidad al cambiante medio 
deviniendo en estados de latencia o dormancia cuando existe estrés severo (Osmond op cit. 
1987; Ricci, 2001). La dormancia en los rotíferos en particular, faculta al grupo de los 
monogonontos a entrar en diapausa como respuesta al deterioro ambiental en fases 
ontogénicas específicas como las de huevo de resistencia (Ricci, op cit). En complemento a 
lo anterior, Chapin (1991) y Adams (1990) resaltan que en el estrés crónico, considerando 
la ruta o mecanismo principal por la cual se afecta la estructura y la función en los distintos 
niveles de organización biológica, existen dos grandes grupos de tipos de estrés: directo e 
indirecto. 

En el primero, sus efectos se perciben en el funcionamiento de componentes 
celulares (enzimas y membranas), en la alteración de procesos metabólicos como la 
respiración, la osmorregulación, la respuesta inmune e incluso la modificación del 
comportamiento y la reproducción del organismo. Los efectos indirectos de un estresor se 
expresan en principio a través de la cadena alimentaria (energía disponible para el 
individuo) comprometiendo la cantidad necesaria de recursos energéticos requeridos por el 
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individuo lo cual le impide alcanzar el máximo desarrollo y la reproducción (Adams, 
1990). 

En los sistemas acuáticos del mundo, debido al desmedido aumento de la industria, 
la urbanización, y al rápido crecimiento poblacional del hombre y de sus demandas, se han 
dado excesivas liberaciones de productos, desechos tóxicos (xenobióticos) que los 
contaminan por lo que las comunidades acuáticas están permanentemente en condiciones 
de estrés y con variabilidad temporal, incluso (Hanazato et al., 1987). En México, de las 34 
cuencas hidrológicas de importancia por su caudal, 20 de ellas presentan índices de calidad 
del agua (ICAs) con valores de calidad media a baja (Toledo et al., 1989). 

Un grupo muy importante de esas sustancias contaminantes en las aguas son los 
pesticidas cuyo uso para erradicar plagas en los sectores agrícolas y domésticos es una 
práctica normal en todo el mundo y México no es la excepción. En la actualidad en la 
agricultura de nuestro país, la demanda de distintos plaguicidas está en aumento (Restrepo, 
1988), siendo el paratión metílico uno de ellos, si bien aparece en el catálogo oficial de 
plaguicidas para la república mexicana como de uso restringido (CONADE, 1991). 

En condiciones naturales, el destino final de pesticida normalmente incluye los 
cuerpos de agua como ríos, lagos, lagunas, cauces y depósitos subterráneos, con costo de 
deterioro muy alto para los sistemas (Henao y Corey, 1986). Los contaminantes interactúan 
fisica, química y biológicamente al interior de los mismos, originando modificaciones en 
ambos sentidos, casi siempre con efectos adversos para las comunidades al alterarse la 
composición específica y los procesos de autodepuración naturales (Patin, 1982). Algunos 
contaminantes en cantidades reducidas tienen efectos bioestimuladores. y promueven la 
productividad primaria (Patin, op cit.). Sin embargo, la mayoría resultan nocivos aún en 
pequeñas concentraciones, como es el caso de los pesticidas, hidrocarburos y compuestos 
radioactivos 

En toxicología, la relación dosis-efecto biológico es la más fundamental (dosis es la 
cantidad medida de una substancia química o mezclas que se administra directamente a un 
individuo), y por lo común se estima como la cantidad que produce un efecto específico en 
periodos dados (Forbes y Forbes, 1994). En ecología acuática en particular, la toxicidad 
sobre las poblaciones se estima mediante la exploración de los efectos de uno o de una 
combinación de xenobióticos sobre las características estructurales y funcionales de las 
comunidades, y del impacto sobre la estabilidad de los ecosistemas y ciclos biogeoquímicos 
(Patin op. cit.). Cabe señalar que en este último nivel a los organismos se les expone a 
concentraciones conocidas de tóxico (concentraciones reales) añadidas a la comida o al 
medio. Ambas aproximaciones, toxicología y eco toxicología, son de uso corriente para 
detectar efectos particulares a distintos niveles de organización biológica (Forbes y Forbes 
op cit.) 

Para evaluar o diagnosticar el posible impacto de los xenobioticos en los sistemas, 
la mayoría de las pruebas estándar de toxicidad en cuerpos de agua epicontinentales, se 
basan en organismos indicadores, conocidos como bioindicadores. Según Hellawell (1986), 
éstos se caracterizan por responder predictivamente en formas cuantificables a 
perturbaciones o cambios del ambiente. Los organismos seleccionados para los bioensayos 
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se usan como reactivos de laboratorio para detectar la presencia y las concentraciones de 
contaminantes o bien categorizar estos en función de grados de toxicidad (McGeoch, 1998). 
En la actualidad se reconoce que la toxicidad de un xenobiotico debe evaluarse en un 
espectro de organismos (bioindicadores) que comprendan diferentes niveles tróficos para 
determinar globalmente la naturaleza peligrosa de un compuesto (Centeno et al., 1993). 
Entre estos organismos se tienen las microalgas (Faust et al., 1994; Megharaj et al., 1994; 
Tadros et al., 1994) algunos crustáceos (Kaur y Ansal, 1996; Versteeg et al., 1997), peces 
(Van-Wijk y Kraaij, 1994; Neilson, 1994) y rotíferos (Snell y Janssen, 1995; Sarma et al., 
2000), entre otros y cuya selección depende de los objetivos de la investigación. 

Previo a la última década, en las estimaciones ecotoxicológicas a nivel de población 
las variables de respuesta o puntos finales de uso más frecuente fueron la sobrevivencia y la 
tasa de mortandad de individuos en experimentación mientras que los puntos finales 
relacionados con fisiología, aspectos de morfología y comportamiento fueron menos 
comunes (F orbes y Calow, 1999). Otras variables de respuestas adicionales han sido la 
máxima densidad y la tasa de crecimiento. En la actualidad, está ampliamente aceptado que 
la vigilancia sobre los sistemas debe fundamentarse tanto en valoraciones de tiempo de 
exposición como de la magnitud de efecto o impacto (Van-Wijk y Kraaij, 1994). En la 
práctica, el efecto de la valoración está en relación con datos ecotoxicológicos de 
laboratorio. 

Las observaciones son relacionadas con concentraciones a tiempo determinado con 
índices como la concentración letal a la que muere el 50% de los individuos de poblaciones 
en periodos de exposición dados (CLso) (Dave 1993). Otros parámetros también sensibles 
son la concentración mínima sin efecto (CM SE), la concentración mínima con efecto 
observable (CM CE) y la concentración máxima de tóxico aceptable (CMT A) entre otros 
(Forbes y Forbes 1994; Neilson 1994). Todos los índices anteriores, son análisis derivados 
de exposición tóxica de un conjunto de individuos a través de ciclos generacionales. 

Por otra parte, es muy conocido que los sistemas acuáticos continentales poseen una 
amplia diversidad de organismos por ejemplo, fitoplancton, Protozoa, zooplancton 
multicelular (turbellaria, gastrotricha, cladóceros, copépodos y rotíferos), como organismos 
predominantes (Pennak, 1989). En estos sistemas de agua dulce, los rotíferos en particular, 
desempefian una función importante en los procesos ecológicos. Regulan las abundancias 
del fitoplancton (Gilbert y Bogdan, 1984), de grupos de detritus y de bacterias (Dumont, 
1977). Además, es muy conocida su contribución en las cadenas tróficas como fuente de 
alimento para muchos predadores como larvas de crustáceos y peces (Khadka y Rao, 1986). 
Por otra parte, los rotíferos son buenos indicadores de los cambios ambientales (Sladecek, 
1983) ya que muestran respuestas rápidas a ellos (Rao y Sarma, 1986), sobre todo por que 
son capaces de crecer en desechos líquidos y por ende de reducir la contaminación orgánica 
(Arévalo-Stevenson et al., 1998) y crecer en sistemas eutróficos bajo condiciones de 
limitación de alga comestible y otros recursos (Merriman y Kirk, 2000). Debido a lo 
anterior se consideran parte fundamental de los procesos de purificación de estos sistemas. 
Asimismo, se consideran organismos excelentes para bioensayos de contaminación acuática 
y recientemente para estudios ecotoxicológicos (Snell y Janssen, 1995). 
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Como organismos de prueba, los rotíferos tienen la ventaja sobre otros 
zooplanctontes de presentar tasas de crecimiento muy rápidas (0.5 días o menos para 
duplicarse poblacionalmente), tamaño pequeño y de fácil manipulación para contarlos 
(<250 ¡¡m), distribución cosmopolita y son principalmente partenogenéticos. La 
reproducción partenogenética produce gran números de individuos en poco tiempo lo cual 
asegura el éxito de cultivos masivos y la fácil clonación. Esto último garantiza una 
constancia de la información genética en los individuos en experimentación (Seale et al., 
1993). 

En general, las pruebas de toxicidad en el zooplancton, en particular en los rotíferos, 
se conducen a distintos niveles, por ejemplo pruebas agudas, pruebas crónicas (ciclos 
generacionales), a niveles de comunidad en microcosmos y mesocosmos (Neilson, 1994; 
Forbes y Forbes, 1994). En relación con el tiempo en que se observa una respuesta, el 
efecto de los tóxicos puede analizarse en dos grupos: efectos observables a corto plazo 
(parte del período generacional del individuo) y efectos observables a larga duración 
(transgeneracionales ). 

Las pruebas de corta duración son generalmente de toxicidad aguda. Agudo 
significa un estímulo fuerte que ocasiona rápidamente una respuesta de envenenamiento o 
disfunción, que con frecuencia conduce a la muerte del individuo. Normalmente la prueba 
típica con la que se evalúa es la CL50 (para rotíferos, las CL50 se establecen a las 24 h). Si 
bien la mortalidad es el punto final usual en una prueba aguda, puede haber otras 
manifestaciones de efectos agudos tales como el desequilibrio, la inmovilización, el 
movimiento errático y la hiperactividad, que pueden en última instancia preceder al deceso 
de los organismos. Todas estas respuestas exhiben síntomas de estrés fisiológico de los 
individuos (Sprague, 1969). 

Las pruebas a largo plazo en rotíferos detectan efectos que ocurren en series de 
generaciones. Son pruebas subagudas o crónicas que consideran variables de ciclos de vida, 
historia de vida y demografia. También se abordan variables morfológicas, morfométricas, 
conductuales bioquímica-fisiológicas, reproducción y tasas de crecimiento poblacional 
entre otras Neilson, 1994; Sarma y Nandini, 1999) o de ensayos que delimitan efectos 
carcinogénicos, mutagénicos o teratogénicos. En estos dos últimos se evalúan genotóxicos 
que alteran el genoma y para los cuales no existen en principio concentraciones mínimas 
permisibles (Biddinger y Gloss, 1984). Halbach (1984) señala que es útil cualquier variable 
diferente de la mortandad que se pueda estimar numéricamente, y se adecúe de acuerdo a 
las características de los organismos en ensayo y a su accesibilidad experimental como son 
algunas de las variables ya citadas previamente. Para detectar y cuantificar el impacto del 
xenobiótico en las variables, se utilizan experimentos de tiempos de exposición y con 
distintas concentraciones de pesticida. En eco toxicología, el efecto crónico de la 
contaminación en sistemas dulceacuícolas es la respuesta observada con más frecuencia 
(Foster et al., 1994) 
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ANTECEDENTES 

Uno de los pioneros en ecotoxicología usando rotíferos fue Halbach (1979) quien 
trabajó dinámicas poblacionales de los rotíferos en el laboratorio bajo condiciones de 
estrés por tóxicos y distinguió efectos agudos y subletales o crónicos que le permitieron 
obtener modelos y predecir el crecimiento en el laboratorio. El autor argumenta que los 
efectos tóxicos no detectables en el nivel de individuo, podrían ser amplificados en una 
población, consistente en millones de especimenes. Halbach el al., (1983) desarrollaron 
sistemas de medición usando aspectos de la dinámica de la población como puntos finales 
de detección del efecto tóxico sublctal en los sistemas acuáticos. A partir de estas 
investigaciones, se exploró su potencialidad para establecer los efectos tóxicos; agudos en 
particular, sobre aspectos de reproducción y mortalidad, pruebas que en su mayoría se han 
realizado con miembros del genero Brachionus (Snell y Persoone, 1989). 

Otras investigaciones se hicieron con objeto de detectar niveles tóxicos en el medio, 
evaluando variaciones morfométricas de especies particulares del sistema (Stemberger y 
Gilbert, 1984), sobre variables de comportamiento como la actividad natatoria (Snell el al., 
1987; Janssen el al., 1994), y sobre las estrategias alimenticias (Fernández-Casalderrey el 
al., 1992). También se han abordado investigaciones en relación a los factores ambientales 
bióticos (tipo y densidad de alimento), y abióticos (pH, temperatura, salinidad) observando 
los cambios que éstos producen, sobre las poblaciones en laboratorio y en condiciones 
naturales (Snell y Janssen, 1995). Se ha estudiado el papel de tóxicos como estresores y la 
relación con alimentación en Brachionus rubens (Kooijmann y Metz, 1984. Al respecto, 
Rao y Sarma (1986) encontraron que la alimentación influye en la magnitud de la toxicidad 
de pesticidas en los rotíferos, en tanto que Merrirnan y Kirk (2000) determinaron la 
ocurrencia, intensidad y variación temporal de la limitación de recursos alimenticios en 
poblaciones naturales de rotíferos herbívoros en sistemas eutróficos. Por su parte, Persoone 
(1991) empleó braquiónidos para estimar los niveles tóxicos de descargas agrícolas e 
industriales. En referencia a las enzimas relacionadas con el metabolismo de xenobioticos, 
Bowman el al., (1990) aislaron y caracterizaron en B. calyciflorus y B. plicalilis, la 
glutation S- transferasa considerada como crítica en dicho proceso. Liber y Salomon (1995) 
informan de la sensibilidad a tóxicos y períodos de exposiciones de varios grupos 
planctónicos (cladóceros y rotíferos). 

Para México, el manejo de rotíferos en evaluaciones de deterioro o restricciones 
ambientales es relativamente reciente. Por ejemplo, Vilaclara y Sladecek (1989) Y Flores
Burgos (1997), realizaron estudios de la calidad del agua de varios sistemas utilizando a 
los rotíferos como bioindicadores detectores de la calidad del agua. Por su parte, Rico
Martínez Pérez-Legaspi (1997) desarrollaron bioensayos toxicológicos con rotíferos y su 
aplicación para programas de vigilancia de la calidad del agua proveniente de sistemas 
abastecedores para el Municipio de Aguascalientes. También, De la Vega-Salazar el al. 
(1997) en una investigación sobre la presencia y destino del paratión metílico en el 
ambiente de la presa Ignacio Ramírez, Estado de México, cuantificaron la cantidad del 
pesticida que se compartamentaliza en rotíferos del sistema, lo mismo que otros grupos 
faunísticos. 
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Más recientemente, Sarma el al. (1998) comunican sus hallazgos del impacto en el 
crecimiento poblacional del rotífero depredador Asplanchna sieboldi alimentado con presas 
expuestas al tóxico órgano fosforado, paratión metílico. Este mismo autor y colaboradores 
(2000), realizan una comparación de la sensibilidad de dos especies de braquiónidos 
expuestos combinaciones de metales pesados y niveles de alimentación. Otros variables 
consideradas para estimar la calidad del medio son los cambios morfológicos en respuesta a 
condiciones particulares (Sarma y Martínez-Figueroa, 2000), y su uso como biomarcadores 
enzimaticos para detectar tóxicos en medios acuáticos de Aguascalientes y Jalisco (Rico
Martínez el al., 2000). Por su parte, Pérez-Legaspi y Rico-Martínez (2001) estimaron la 
toxicidad aguda en tres especies de Lecanidae. 

Como se puede observar, cualquier rasgo que afecte de manera adversa la 
morfología, la reproducción de una biota o su papel en el sistema, puede considerarse como 
indicador de alguna situación de estrés (Sarma, 1996). 

mSTIFICAcróN 

El paratión metílico frecuentemente no es detectable a concentraciones mayores a 1 
mgll en los sistemas acuáticos (De la Vega-Salazar el al., 1997) debido a su escasa 
persistencia (Megharaj, el al., 1994; Mok el al., 1994 ) y cuando así sucede las 
concentraciones se encuentran en valores menores a las propuestas de aceptables por 
organizaciones internacionales como la FAO. Para México, existe muy escasa literatura al 
respecto y no se documenta su presencia en sistemas naturales, sólo excepcionalmente (De 
la Vega-Salazar op cit.). Sin embargo, la contaminación reciente puede representar una 
sería amenaza para las comunidades acuáticas, en particular para el zooplancton que es más 
sensible. 

Por otra parte, en las últimas décadas, las agencias evaluadoras oficiales aceptan 
cJadóceros de agua dulce para la mayoría de los bioensayos sobre toxicidad. De hecho, las 
pruebas de toxicidad aguda y crónica con los dáfnidos están formalmente aprobados por 
muchas agencias internacionales (Snell y Jansen, 1995). En México, para evaluaciones 
toxicológicas de las descargas industriales se utiliza al cJadócero Daphnia magna 
(Martínez-Jerónimo y García, 1994). Sin embargo, en atención a las enormes ventajas que 
tiene el uso de rotíferos como indicadores de deterioro ambiental por contaminantes, 
algunos países como los Estados Unidos, han incorporado algunas especies del género 
Brachionus en pruebas oficiales (ASTM, 1991). 

Para México, en referencia a los indicadores, esto no es de uso común y sólo 
recientemente se han iniciado estudios con rotíferos para la evaluación de eco toxicidad en 
el laboratorio (Sarma el al., 1998; Rico-Martínez el al., 1999; Sarma el al., 2000 entre 
otros), por lo que es necesario continuar con estas investigaciones, integrando otras 
especies muy comunes en los cuerpos de agua nacionales y evaluando el efecto de 
pesticidas de uso frecuente. 
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Utilizando rotíferos como organismos de p¡;ueba y con el fin de aportar información 
sobre las respuestas a plaguicidas de uso frecuente en los cuerpos de agua en el Valle de 
México y áreas cercanas, se supone que: 

• La sensibilidad al paratión metílico es diferente entre las especies de rotíferos 
• La limitación alimenticia aumenta la sensibilidad a los tóxicos 
• La toxicidad del paratión metílico, dependiente de la densidad de alimento, interfiere en 

el crecimiento de las poblaciones 

Para intentar esclarecer estas interrogantes, se diseñaron los siguientes objetivos .. 

OBJETIVO GENERAL 

• Evaluar el efecto conjunto de la toxicidad del paratión metílico y de la densidad' de 
alimento en el crecimiento poblacional de tres especies de rotíferos 

OBJETIVOS PARTICULARES 

• Determinar la concentración letal media (CLso) del paratión metílico de las especies, 
Brachionus ca/ycijlorus, Brachionus patu/us y Euch/anis di/atata. 

• Estudiar el efecto de concentraciones subletales (crónicas) del paratión metílico para 
cada especie sobre el crecimiento poblacional a distintos niveles de densidad 
alimenticia con la microalga, Ch/orella vu/garis. 

• Establecer el efecto conjunto de los niveles alimenticios y de toxicidad crónica del 
pesticida sobre la tasa de crecimiento poblacionaI de los rotíferos en estudio 

• Comparar las tasas de crecimiento poblacional bajo condiciones normales y 
experimentales 

• Calcular la concentración efectiva media (CEso) del paratión metílico en las especies de 
rolíferos mantenidos con diferentes niveles alimenticios 

• Comparar las sensibilidades relativas de dichos organismos al tóxico. 
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MATERIALES y METODOS 
Substancia química 

El paratión metílico es un compuesto fosforado, O,O-dimetil-O-(p-nitrofenil) 
fosforotioato. Dicho compuesto es un plaguicida dirigido al control de insectos; presenta un 
principio activo que inhibe la acción de la enzima colinesterasa, la cual es responsable de la 
transmisión nerviosa. Su forma de acción parece ocurrir como consecuencia de la alteración 
del transporte iónico en la membrana de excitación (De Femicola, 1985). 

En general, el paratión metílico es menos persistente y bioacumulable que otros 
plaguicidas organoclorados; dependiendo de las condiciones puede persistir dÜfante 1 a 3 
meses, en su forma original o en compuestos nitrofenólicos, entre otros (Megharaj el al., 
1994; Mok el al., 1994). 

El desarrollo y el estudio del paratión metílico y otros órgano fosforados, se inició 
con la investigación de "gases nerviosos" empleados en la segunda guerra mundial. A la 
fecha se encuentra entre los plaguicidas más ampliamente utilizados en el mundo, y se 
aplican a muchos cultivos alimenticios y textiles para su protección contra una amplia gama 
de insectos. Su uso aumentó dramáticamente como respuesta al reconocimiento de la 
resistencia de las plagas. La cantidad que se produce es dificil de establecer ya que no 
existen fuentes disponibles con datos oficiales por una parte y por otra, debido a que el 
mismo producto se comercializa bajo diversas presentaciones (más de 25), algunas de las 
cuales son Arethion, Folidol, Metacide, Paratox, Technathion, Viticarb y Wofatox 
(Restrepo, 1988). 

Toxicidad Aguda: La organizaclOn mundial de la salud (OMS) clasifica al paratión 
metílico como extremadamente tóxico con base en su toxicidad aguda. El compuesto 
químico es altamente tóxico para muchos mamíferos por todas las rutas de exposición, 
ingestión, absorción por la piel o inhalación. Para la primera, Gallo y Lawryk (1991) y 
Smith (1993) estimaron CLso con valores de 6 a 50 mglkg en ratas, 14.5 a 19.5 mglkg en 
ratones, 420 mglkg en conejos, 1270 mglkg en puercos de Guinea y 90 mglkg en perros. 
Por vía dérmica los valores de CLso encontrados fueron de 67 mglkg en ratas, 1200 mglkg 
en ratones, y 300 mglkg en conejos. Para la vía respiratoria, las estimaciones de CLso en 1-
hora de inhalación del paratión metílico en ratas fue 0.24 mg/l (Gallo y Lawryk, op ci/). 
Los efectos de las exposiciones agudas relacionados al paratión metílico son semejantes a 
las de otros tóxicos órgano fosforados (U.S, 1995) 

Toxicidad Crónica : Los estudios en voluntarios humanos han demostrado que 1 a 22 
mg/persona x día no tienen efecto en la actividad de la colinesterasa. Sin embargo, se 
observó cierta inhibición de dicha enzima cuando se administraron dosis de 22, 24, 26, 28 
or 30 mg/persona x día de paratión metílico a grupos de voluntarios durante un mes. Los 
grupos fueron los de dosis de 24, 26 y 28 mg/persona x día. En el tratamiento de 30 
mg/persona x día (aproximadamente 0.43 mglkg x día), la actividad de la enzima se 
deprimió casi en un 37%. Cuando se administró el tóxico en perros a niveles de 1.25 
mglkg durante tres meses, se encontró una disminución significativa de la colinesterasa en 
células sanguíneas y en el plasma. A dosis de 0.125 mglkg no produjo efecto (Gallo y 
Lawryk, op ci/). 
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Efectos ambientales en el medio acuático 

El paratión metilico es altamente tóxico para los vertebrados e invertebrados 
acuáticos y para las aves y otros organismos que se alimentan de la fauna acuática, y 
moderadamente tóxico para otros organismos a los que no estaba dirigido el control. Los 
estudios de campo indican que el paratión metilico puede afectar la reproducción de una 
gran cantidad de organismos, entre ellos Daphnia spp. y anfípodos (U.S, 1995; Kidd Y 
James, 1991) 

Regulación. El paratión metílico es uno de los 35 productos químicos considerados como 
peligrosos cuya venta o comercialización está severamente restringida en varias partes del 
mundo (U.S, 1995) y en México oficialmente está fuertemente regulado (Restrepo, 1988) lo 
mismo que otros países latinoamericanos. 

Degradación 

El paratión metilico se degrada rápidamente en agua de mar y en agua dulce, 
ocurriendo el 100 % de la degradación en un lapso entre 15 días y 30 días 
aproximadamente. La degradación es más rápida en aguas dulces y en presencia de 
sedimentos. La degradación completa se realiza a una tasa del 5 al 11 % en aguas dulces y 
es más lenta en las salinas. En el agua, el paratión metílico sujeto a fotólisis, presenta una 
vida media de 8 días durante el verano y de 38 durante el invierno (Howard, 1991). Su 
consumo y metabolismo por algunas plantas pueden ser muy rápidos; 4 días en hojas de 
maíz (Howard, op cit). En microalgas, existen datos de adsorción a la superficie celular 
(coeficiente con valor de 5100), Y de su metabolismo pero sólo cuando se utiliza como 
fuente alternativa de fosfatos en la solución nutritiva para crecimiento (Smith, 1993; 
Johnson y Finley, 1980). 

Organismos 

Alga. 

Chlorella vulgaris es una microalga, unicelular de aproximadamente 5 llm, 
usualmente de forma esférica, casi siempre simétrica. Es muy común en los cuerpos de 
agua del Valle de México, pero también en el medio atmosférico, en la ENEP Iztacala 
(Vega-Quintero, 1997). Taxonómicamente se ubica en la división Chlorophyta, clase 
Chlorophycea, orden Chlorococcales, familia Chlorococcaceae. Chlorella fue de las 
primeras algas en ser aisladas y desarrolladas en cultivo puro; Beijerink lo hízo en la última 
década del siglo XIX (Hama y Miyachi, 1988). A partir de esas observaciones, numerosos 
trabajos han demostrado que algunas algas unicelulares son relativamente fáciles de 
cultivar y tienen múltiples aplicaciones. En acuacultura, sirven como excelente fuente de 
alimento vivo para los cultivos de apoyo y las larvas de muchos organismos acuáticos (De 
Pauw y Persoone, 1988). 
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Chlare/la vulgaris en particular, es una especie que ha sido sujeto de mucha 
investigación no sólo como modelo de desarrollo o metabólico (Richmond, 1986) sino 
también con relación a la toxicidad por pesticidas en el ambiente (Fargasova, 1994; Kent y 
Currie, 1995; lay, 1996). El alga fue originalmente recolectada del ambiente atmosférico 
del entorno de las instalaciones de la ENEP-I (Vega Quintero, 1997). 

Rotíferos 

El phylum Rotifera es un grupo de invertebrados microscópicos, acuáticos o 
semiacuáticos, que comprende aproximadamente unas 2000 especies de organismos no 
segmentados, bilateralmente simétricos y seudo celomados (Nogrady el al., 1992). Los 
rotíferos en general poseen dos características distintivas: una región ciliada en la parte 
apical llamada "corona" la cual usan para su locomoción y para la recolección de su 
alimento, y la otra es una faringe muscular llamada "mastax", constituida por un complejo 
conjunto de mandíbulas endurecidas llamadas "trofi"~ El tamaño de los rotíferos oscila 
entre 40 y 1000 ¡.¡m de longitud, aunque las especies más grandes pueden sobrepasar las 
2000 ¡.¡m (Pennak, 1989). Unas especies son parásitas pero la mayoría se alimenta de 
partículas vivas en suspensión como microalgas, bacterias o incluso de detritus. Otros son 
depredadores ocasionales u obligados. El cuerpo es alargado o de forma de saco, en 
ocasiones cilíndrico o de apariencia de gusano. Típicamente, el cuerpo está constituido por 
tres regiones, cabeza, tronco y pie. La cabeza que incluye la corona, la boca y varios 
órganos sensores y apéndices. El tronco incluye los aparatos digestivos, excretores y de 
reproducción. Los rotíferos poseen un integumento o pared celular de distintos espesores 
que en algunas especies es muy gruesa y los organismos que la presentan se le conoce 
como rotíferos laricadas, en oposición a los ilaricados. El pie se puede presentar en 
posición ventral o terminal y normalmente consiste de dos dedos pero podría variar desde 
cero hasta cuatro. En los pies pueden existir glándulas que secretan un pegamento pegajoso 
que les permite una adherencia temporal a ciertos sustratos. 

Con respecto a la reproducción los rotíferos son, puramente partenogenéticos o 
producen machos por un período muy breve, en ocasiones unos cuantos días de la estación 
o del año. Se reproducen asexualmente la mayor parte de su ciclo de vida, produciendo sólo 
hembras (partenogénesis). Estas producen un huevo con cubierta delgada que no es 
fecundado y que sólo produce hembras amícticas hasta que cambios en los factores 
ambientales disparan la producción de hembras mícticas. La presencia de huevos mícticos 
originados por este tipo de hembras es muy importante con relación a su fecundación: en 
caso de no ser fecundados, los huevos mícticos presentan una cubierta delgada y producen 
individuos machos. Cuando los huevos mícticos son fecundados, se secreta un cascarón 
resistente que le permite al huevo soportar restricciones ambientales. Estos huevos se 
conocen como "huevos de resistencia o de latencia" y facultan a las poblaciones de rotíferos 
para sobrevivir los drásticos cambios del entorno (Ruttner-Kolisko, 1974, Ricci, 2001). 
Cuando las condiciones se toman favorables, estos huevos eclosionan en hembras amícticas 
y se repite el ciclo. La fase amÍctica y la míctica comprenden lo que se conoce como 
partenogénesis cíclica. Sus tasas de reproducción son más altas que las de cualquier otro 
metazoa. Además, tienen uno de los tiempos generacionales más cortos dentro del reino 
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animal (de 4-7 días) por lo que sus crecimientos poblacionales pueden medirse en muy 
pocos de días (Snell y Janssen, 1997). 

Los factores fisicoquímicos y biológicos con mayor influencia en la distribución, 
abundancia y de los limites de los nichos en los rotíferos son la temperatura, el pH, la 
concentración de oxígeno además de la depredación y los niveles de alimento, 
respectivamente (Nogrady el al., 1993). Muchas especies viven en un amplio intervalo de 
temperatura que oscila desde condiciones frías hasta muy cálidas si bien en el rango de 15 y 
30°C incluye un grupo numeroso de especies. La ocurrencia de los rotíferos con relación al 
pH se halla entre valores de 4-10 aunque en el intervalo de 6.5-8.5 es donde existe el mayor 
número de especies. La mayor cantidad de especies de rotíferos se desarrolla mejor en 
aguas con concentraciones de oxígeno > 2.0 mg/I, pero también es posible encontrar 
organismos permanentemente asociados a condiciones de escasa oxigenación. En general, 
las hembras amícticas se reproducen en un intervalo más amplio de temperatura, salinidad, 
pH y niveles de alimentación del que lo hacen las formas mícticas (Nogrady el al., 1993). 

La mayoría de los rotíferos son de medios dulceacuícolas, y algunos géneros son 
propios de medios salobres y marinos. En los primeros ambientes, los rotíferos son 
extremadamente importantes ya que pueden poblar nichos vacíos con rapidez extrema, por 
su oportunismo, gran capacidad de adaptación y por convertir la producción primaria de 
algas y bacterias en formas más accesibles para los consumidores secundarios como larvas 
de distintos organismos, por ejemplo (Castellanos-Páez el al., 1999). Consumen varias 
veces lo equivalente a su peso corporal por día, asimilando y alcanzando eficiencias de 
biomasa planctónica total hasta del 30 % (Nogrady el al., op cit). En este tipo de sistemas, 
los rotíferos presentan una amplia distribución alcanzando densidades que oscilan desde 
1,000 hasta de 5,000 ind.!1 e incluso de 50,000/1 en algunos medios de aguas naturales en 
Australia (citado en Sarma, 1991), razón por la que aportan cantidades notables de biomasa 
disponible para los niveles tróficos superiores. 

Se les puede encontrar en distintos hábitats como formas planctónicas, como 
litorales-bénticas o como formas bénticas. Las primeras son libremente nadadoras y suelen 
alimentarse de partículas en suspensión, las segundas son formas semiplanctónicas que se 
alimentan de vegetación, algas filamentosas y detritus. Las especies bénticas se caracterizan 
por ser reptantes y toman su alimento succionándolo del fondo del sistema. Los distintos 
hábitats reflejan la autoecología de las especies. Se reconocen por lo común, tres clases de 
rotíferos: Seisonidea, Bdelloidea y Monogononta. En este último, se encuentra 
aproximadamente el 80 % de las especies y se subdivide en tres ordenes, Collothecacea, 
Flosculariacea y Ploimida, respectivamente. El orden más diverso de los tres es Ploimida, 
en el cual se encuentran algunas de las familias con especies muy comunes (Nogrady el al., 
op cil). 

a) Brachionus calycijlorus es una especie planctónica muy propia de sistemas 
dulceacuícolas y es considerada como cosmopolita por su amplia distribución (Koste, 
1978). Las condiciones ambientales en las que se distribuye comúnmente, incluyen 
temperaturas subcálidas y cálidas, pH ligeramente alcalinos, oxigenados y meso o 
eutróficos en relación a la materia orgánica particulada en suspensión (Rutter-Kolisko, 
1974). Debido a estos aspectos, ha sido reconocida como especie de bioensayo por la 
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Sociedad Norteamericana de Pruebas y Materiales (American Society of Testing and Materials 
(ASTM), 1991). Al respecto, de esta especie existe disponible amplia infonnación sobre 
pruebas de toxicidad, no obstante, muchos de los datos se relacionan con evaluaciones de 
toxicidad aguda o crónicas que involucran metales pesados (Snell y Janssen, 1995). 

En virtud de que B. calyciflorus también se localiza en muchos de los cuerpos de 
agua de México, es importante estudiar los efectos subletales del paratión metílico en esta 
especie. Este rotífero crece comúnmente dentro de un amplio intervalo de densidad de 
alga, 0.5 x 106 

- 40 x 106 cel./ml sí bien su óptimo oscila en tomo de 6.0 x 106 cél./ml 
(Sarma et al. 1996). Las poblaciones utilizadas en este estudio provienen de una cepa 
desarrollada en nuestro laboratorio y cuyos progenitores fueron colectados y !lisIados del 
lago de Chapultepec. El tamaño medio de los individuos utilizados fue de 175 ± 18 !lm. 

b) Brachionus patulus (sinonimia. Plationus patulus) es también una especie cosmopolita. 
Se menciona entre las primeras especies conocidas de la familia Brachionidae. Si bien. se le 
encuentra con mucha frecuencia en recolectas planctónicas, por lo general se le considera 
como ticoplánctico (pseudoplancton) (Ruttner-Kolisko, 1974). El hecho anterior significa 
que esta especie es capaz de alimentarse de alga planctónica así como de detritus (Nogrady 
et al., op cit; Sarma et al., 2000). Se encuentra por lo general en cuerpos de agua con 
vegetación de plantas superiores (macrofitas), cerca de ellas y en aguas con temperaturas 
cálidas y de condiciones alcalinas (Koste, 1978). Esta especie ha sido utilizada como 
alimento vivo para larvas de peces (Khadka y Rao, 1986), y estrategias de historia de vida 
(Pavón-Meza, 2000) incluyendo la competencia con otros rotíferos ( Sarma y Rao, 1991; 
Sarma et al., 1999). Previo a esta investigación, el único pesticida cuyos efectos habían sido 
evaluados sobre esta especie, era el DDT (Rao y Sarma, 1986). Los individuos de esta 
especie fueron inicialmente recolectados y aislados para su cultivo intenso, de la Presa 
Santa Elena, Estado de México (Sarma et al., 1999). La longitud media de los individuos en 
cultivo fue de 100 ± 2 !lm 

c) Euchlanis dilatata es una especie de rotífero cosmopolita. Se le designa como de litoral
béntica o perifitica de cuerpos de agua dulce. En general, la especie es capaz de ingerir 
algas verdes perifiticas y detritus (Koste, 1978). Así es importante en la cadena trófica 
debido a la transferencia de energía de las algas hasta una producción secundaria 
(Hutchinson, 1967). En la naturaleza, los especimenes de E. dilatata, suelen tener gran 
variabilidad corporal, de 100 a 350 !lm (Koste, 1978). Algunos aspectos sobre crecimiento 
somático y dinámica poblacional de esta especie han sido estudiado por King (1967). Sin 
embargo, esta especie no ha sido utilizada en estudios eco toxicológicos en condiciones de 
laboratorio. La especie se recolectó y aisló para su reproducción masiva del cuerpo de agua, 
Tezozomoc, delegación Atzcapozalco, hacia el NW de la misma. En este trabajo, los 
animales en cultivo presentaron tamaños de 204 ±16 !lm. 

Por otra parte, un balance global sobre pruebas de toxicidad con rotíferos pennite apreciar 
que las pruebas se concentran con taxa planctónicas. Sin embargo, los taxa litoral bénticos 
también son importantes porque las sustancias se pueden sedimentar en el lecho o cerca de 
la vegetación de los cuerpos de agua y en consecuencia pueden afectar a los organismos 
que ahí moran o tienen contacto con el sedimento. Frecuentemente se ha sugerido que los 
taxa litorales son más resistentes que los planctónicos (Pérez-Legaspi y Rico-Martínez, 
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1998) no obstante, existe una clara necesidad de obtener mayor información para dilucidar 
dicha especulación por lo que el presente trabajo se enfocó en dicho análisis, entre otros. 

Procedimientos 

Los rotíferos utilizados en este trabajo se cultivaron masivamente usando una 
solución fisiológica estandarizada conocida como" agua reconstituida o medio EPA". Este 
medio se preparó disolviendo 96 mg de NaHC03, 60 mg de MgS04, 60 mg de CaS04 y 4 
mg de KCI por litro de agua (Anonimous, 1985). Las características de la solución 
fisiológica fueron de 27-28 oC, pH de 7.5, y aireación constante que permiten el buen 
desarrollo de muchas especies de Brachionidae y otras familias de rotíferos (Snell el al., 
1987). Los rotíferos se mantuvieron en condiciones de iluminación difusa, y se les alimentó 
ad libitum, con la microalga Chlorella vulgaris Beijerink. 

El alga se cultivó en forma masiva, en condiciones asépticas, en botellas de plástico 
de 2000 mI, con iluminación artificial continua (aproximadamente 1000-2000 lux), con 
aireación constante, a temperatura de 25-26°C en el medio de crecimiento basal de Bold 
(Borowitzka y Borowitzka, 1988). Como fuente de carbono adicional al medio de cultivo, 
se utilizó bicarbonato de sodio. Referente a la cosecha de la microalga, esto se hizo cuando 
el alga se encontraba en fase de crecimiento logarítmico y se centrifugó a 1000 g durante 3-
5 min con el fin de concentrarlas para su uso experimental. 

Para los ensayos experimentales con el paratión metílico (grado reactivo, Bayer), se 
preparó una solución madre (stock) de 500 mgll y se almacenó en botella ámbar a 4 Oc 
durante el período experimental. Las soluciones de ensayo particulares para cada especie 
(Tabla 1) se prepararon diluyendo volúmenes específicos de la solución stock en medio 
sintético EPA Y se llevaron hasta las concentraciones tóxicas utilizadas. 

Las densidades algales se eligieron mediante bioensayos previos en los cuales se 
detectó las concentraciones mínimas y máximas de este alimento donde las poblaciones de 
rotíferos crecieron con ausencia de síntomas de deterioro del medio. Los rotíferos son un 
grupo de invertebrados que exhiben una reproducción partenogenética bajo condiciones 
ambientales favorables y suelen reproducirse sexualmente cuando las condiciones del 
medio se toman adversas. Así, la aparición de machos de una especie parece un síntoma de 
cambio ambiental (Nogrady el al., 1993). Las densidades de la microalga (x 10 cél./ml) se 
cuantificaron con la ayuda de un hemocitómetro. 

Pruebas de Toxicidad 

Para analizar la influencia del plaguicida sobre la dinámica de la población de las especies 
de rotíferos, se siguieron protocolos estándares oficiales de ASTM (1991) que se detallan a 
continuación. 

a) Toxicidad aguda. La prueba de toxicidad aguda más común se basa en la mortalidad de 
los individuos a tiempos de exposición fijos y distintas concentraciones del tóxico, y se 
estima la concentración letal a la cual muere el 50 % de la población experimental 
(CL50). La CL50-24 h se calculó con el Método Probit o Método de las Unidades 
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Probabilísticas (Finney, 1971). El bioensayo de toxicidad aguda consistió en exponer en 
viales de 50 mi de 100 individuos en 25 mi de medio EPA a seis concentraciones del 
pesticida, incluido el ensayo testigo durante un período de 24 h (adecuado para 
rotíferos) y se observó la mortandad al final de dicho tiempo. Para cada tratamiento se 
efectuaron tres repeticiones. Todos los experimentos se realizaron con alimento en el 
medio, sin embargo, se optó también por llevar a cabo un ensayo sin alimento. El 
criterio de muerte en los individuos fue la ausencia de movimiento durante 15 
segundos. 

b) Toxicidad crónica. Para seleccionar las concentraciones crónicas o subletales del tóxico, 
se tomaron como referencias, valores de concentraciones letales medias m:encionadas 
en la literatura (Femández-Casalderrey el al., 1992; Snell y Janssen, 1995) para 
distintas ·condiciones experimentales para el mismo tóxico (mg/I para 24 h) y rotíferos 
Brachionidae, así como CLlO de bioensayos personales previos que evidenciaron los 
intervalos de los niveles del tóxico que permitieron crecimientos poblacionales en esas 
condiciones. Todas las concentraciones del pesticida fueron nominales. Individuos de 
todas las edades de las especies seleccionadas, se expusieron al tóxico y se observaron 
sus respuestas a intervalos regulares, cada 24 h, durante sus ciclos de vida. En virtud de 
que la primera edad reproductiva de los rotíferos es antes de las 24 h, la inclusión de 
neo natos o juveniles no pueden afectar los patrones de crecimiento poblacional 
(Ruttner-Kolisko, 1974). 

Los experimentos se llevaron a cabo en viales de plástico de 50 mi con 25 mi del 
medio. Se consideraron de 4-7 concentraciones del contaminante y 3-4 concentraciones de 
algas dependiendo de la especie (Tabla 1). Los ensayos se iniciaron con densidades de 10 
ind./ml, en cada una de las concentraciones. Los viales se mantuvieron en baño María con 
temperaturas controladas de 26-27°C e iluminación fluorescente difusa y constante. A 
intervalos regulares de 24 h se cuantificaron las densidades de los individuos sobrevivientes 
de cada uno de los tratamientos usando alícuotas de 1-3 mi del total o bien analizando todo 
el volumen y se les cambió de medio experimental diariamente. Cada tratamiento tuvo 3-5 
repeticiones con el fin de obtener mayor reproducibilidad y exactitud en los ensayos. 

Las distintas concentraciones experimentales tanto de alga como las del tóxico en el 
medio de ensayo, se obtuvieron por dilución con medio EPA. Para los recambios de cada 
día, se mezclaron el doble de las concentraciones requeridas tanto de tóxico como del alga 
en proporciones iguales antes de usar el medio con el fin de evitar una posible pérdida del 
pesticida por el alga en ausencia de los individuos experimentales. El tiempo del ensayo se 
estableció hasta que la mayoría de los organismos cumplieron un ciclo poblacional o 
declinaron su crecimiento de forma evidente. 

Para calcular la tasa de crecimiento poblacional (r) se usó la ecuación exponencial 
de Krebs (1985): r = (In N, - In No)/t, donde No = densidad inicial; N, = densidad final 
(ind./ml) durante el tiempo (t) en días. 

Con base en los datos anteriores, se calculó el valor de la concentración efectiva 
media que reduce la tasa de crecimiento de la especie al 50% de la del testigo (CElO) de 
cada especie. Esto se realizó, graficando la concentración de alimento en el eje de las 
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abscisas y los valores de CEso en el de las ordenadas y luego se obtuvo el valor mediante 
regresiones lineales (Janssen el al., 1994; Sarma el al., 1999). Cabe destacar, que la CEso 
sólo se calculó para la tasa de crecimiento poblacional diario (r) en virtud de que esta 
variable fue muy sensible a todas las concentraciones tóxicas ya que toma en consideración 
la densidad, la abundancia máxima y el crecimiento de la población por día así como el 
factor tiempo (un ejemplo del proceso se anexa en el apéndice). 

Para establecer la significancia de los efectos tanto de las concentraciones del tóxico 
como de los niveles alimenticios se utilizó un análisis de varianza (ANVA) de dos factores 
(Sokal y Rohlf, 1981). La diferencia significativa entre los grupos se estableció por la 
prueba de Duncan. . 

Tabla l. Características de los tratamientos experimentales realizados en las pruebas con 
toxicidad aguda y crónica del paratión metílico (mg!l) y del alga Chlorella vulgaris (x 106 

cél./ml) en las eSJlecies de rotíferos seleccionadas. 
Tratamientos Brachionus Brachionus palulus Euchlanis dilalata 

calyciflorus Pallas Müller Ehrenberg 
Toxicidad Aguda 
a) Concentración 0.0,2.5,5.0, 10,20, 0.0,1.25,2.5,5.0, 0.0,0.625, 1.25,2.5, 

de Paratión 30 7.5, lO, 12.5, 15 5.0, lO 
metílico (mgiJ) 

b) Densidades de 
alga (x106 

(0.5)*· 0.0, 1.5 y 3.0 1.0 

cél./ml) usada 
para la CLso 24 h 

Número de Tres por cada tres por cada tres por cada 
repeticiones tratamiento tratamiento tratamiento 
Toxicidad crónica 0.0,5.0, 10.0,20.0, 0.0,0.16,0.31,0.62, 0.0,0.0625,0.125, 
a) Concentración 30.0 1.25, 2.5, 5.0, 10.0 0.250 

de Paratión 
metílico (mg!l) 

b) Densidades de 0.75, 1.5,3.0,6.0 0.75, 1.5,3.0,6.0 0.50, 1.0, 2.0 
Chlorella 
vulgaris (x 1 06 

cél./ml) 

Número de cinco por cada tres por cada tres por cada 
repeticiones tratamiento tratamiento tratamiento 
U.Tomada de referencia de Sarma el al., 1998 
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RESULTADOS 

Al comparar la toxicidad de paratión metílico en las especies de rotíferos resaltan los 
siguientes puntos: las respuestas de los organismos a las distintas condiciones 
experimentales fueron especie específicas. Las tres especies tuvieron dinámicas 
poblacionales cuyas densidades y tasas de crecimiento se manifestaron en intervalos 
alimenticios y de toxicidad particulares. Esto indujo a describir las respuestas 
independientemente. Sin embargo, cuando fue posible, se realizaron descripciones globales. 

Toxicidad aguda 

En los resultados de la exposición aguda (Tabla 2), se detectó un aumento significativo 
(alrededor del 80%) en el valor de la CLlO cuando el ensayo se condujo con alimento 
disponible para los individuos, contrario a cuando se realizó sin él (esto último sólo se 
evaluó para B. patu/us y fue con la intención de separar el efecto del tóxico de aquél del 
alimento (Tabla 2). En las poblaciones con alimento en el medio, el valor de la CLlO 
aumentó conforme se incremento el nivel alimenticio. La diferencia del valor de la CLlO 
entre los niveles de alimento fue de 17 %, tomando como referencia a B patu/us. La 
diferencia del estrés tóxico entre los braquiónidos oscila entre 2 y 12 veces de incremento, 
según las distintas cantidades de alimento disponible. En los datos también se observó que 
Euch/anis di/atata fue más sensible al estrés agudo que las especies de Brachionus. Se 
observó una tolerancia diferente entre las especies (Tabla 2); la tolerancia es mayor en B. 
ca/yciflorus y B. patu/us que en E. di/atata. Si bien sólo se realizaron valoraciones de 
toxicidad aguda bajo diferentes niveles alimenticios para B. patu/us, fue evidente en los 
resultados que las estimaciones de la CLlO dependieron de la densidad de alimento 
disponible. Así, cuando se administró un nivel alimenticio de 1.5 x 106 cél./ml, la 
concentración de paratión metílico necesaria para causar la muerte del 50% de los 
individuos en experimentación fue de aproximadamente 9 mg/l. Al duplicar la 
concentración disponible de eh/orel/a, la CLlO cambió a un valor superior de 11 mg/l 
indicando un efecto positivo de la densidad del alimento en la reducción de la toxicidad del 
pesticida. La magnitud del efecto se puede visualizar al comparar estos valores de 
toxicidad aguda con los observados en ausencia de alimentación; la tolerancia de los 
organismos en estas últimas condiciones es aproximadamente de sólo un 20% de aquella 
cuando los individuos están desarrollados en presencia de alimento. 

Tabla 2. Valores de CLlO de las tres especies de rotíferos y las distintas concentraciones de 
alga a las cuales se obtuvieron. Valores con promedio ± error estándar. 
ESPECIES Densidad alimenticia CLlO - 24 h (mg/l) 

(x 1 06 cél./ml) 
Brachionus calyciflorus Pallas 
Brachionus patu/us Müller 

Euch/anis di/atata Ehrenberg 
** Tomado de Sarma el a/., 1998 

0.5 --
0.0 
1.5 
3.0 
1.0 
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9.01 ± 0.18 
1.94 ± 0.17 
8.85 ± 0.07 
10.66 ± 0.13 
0.88 ± 0.02 



Toxicidad crónica 

En general, la tendencia de las curvas de crecimiento de las tres especies testigos 
(Figuras 1 - 6) muestra que los organismos crecieron poblacionalmente más con relación al 
incremento de la cantidad de alga disponible. Lo anterior fue muy notorio en la densidad, 
abundancia máxima así como las tasas de crecimiento por día. De las especies, B palu/us y 
B. ca/yciflorus mostraron respuestas de mayor abundancia a densidades de alimento de 6.0 
x 106 céJ./ml en tanto que E di/alala la alcanzó a los 2. O x 106 céJ./ml. 

La toxicidad del paratión metilico en todos los tratamientos considerados tuvo un 
impacto dependiente de la abundancia de la microalga. El factor común es que a mayor 
densidad de alimentación, hubo una disminución del efecto tóxico. Es decir, que el 
alimento ejerció en general, un efecto reductor a la concentración del tóxico. Los taxa 
estudiados mostraron sensibilidad variable al estrés experimental, aunque las 
concentraciones umbral que indujeron efectos en la mayoría de los taxa se relacionaron con 
niveles de alimentación bajos y concentraciones de pesticida de cantidades medias a altas. 
Las poblaciones originales no duraron más de seis días en condiciones de niveles 
alimenticios bajos y concentraciones altas de paratión metílico (Figuras 1-6). La toxicidad 
del paratión metilico en todos los tratamientos considerados tuvo un impacto dependiente 
de la abundancia de la microalga. El factor común es que a mayor densidad de 
alimentación, hubo una disminución del efecto tóxico. Es decir, que el alimento ejerció en 
general, un efecto reductor a la concentración del tóxico. Los taxa estudiados mostraron 
sensibilidad variable al estrés experimental, aunque las concentraciones umbral que 
indujeron efectos en la mayoría de los taxa se relacionaron con niveles de alimentación 
bajos y concentraciones de pesticida de cantidades medias a altas. Las poblaciones 
originales no duraron más de seis días en condiciones de niveles alimenticios bajos y 
concentraciones altas de paratión metílico (Figuras '1-6). 

Llama la atención que si bien B. palu/us logró la máxima densidad de las tres 
especies, es B. ca/yciflorus la que tuvo la máxima tasa de crecimiento diario observado 
tanto en los ensayos de toxicidad aguda (CLso) así como en los crónicos (crecimiento 
poblacional máximo (figuras 7-9) y tasa de crecimiento por día (Figuras 10 - 12). La tasa 
de crecimiento por día fue el parámetro más sensible para las tres especies. 

Por otra parte, en este trabajo, debido a que los valores de CEso para la tasa de 
crecimiento diario de los rotíferos se obtuvieron a distintos niveles de Ch/orel/a, no fue 
posible comparar esos valores entre las distintas especies de rotíferos. De la curva de 
regresión resultante, se calculó la concentración efectiva (CEso) para una concentración de 
Ch/orel/a de 2.0 x 106 cél./ml. La infonnación se presenta en la Tabla 3. 

Los resultados señalan que existe tolerancia distinta al pesticida entre los rotíferos. 
La especie más sensible fue E. dilala, seguida de B. palu/us la que mostró una sensibilidad 
similar a la especie anterior y la más tolerante fue B. ca/yciflorus. Es notorio que B. 
ca/yciflorus fue aproximadamente 10 veces más tolerante que B. palu/us y más de 20 veces 
más que E. dilatala. 
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Figura l. Relación entre la concentración de paratión metílico (mgll) y el crecimiento 
poblacional de B. calyciflorus a 0.75 x 106 (círculos claros) y 1.5 x 106 (círculos 
obscuros) cél./ml de Chlorel/a vulgaris en función del tiempo. Valores promedio y 
error estándar. 
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Figura 2. Relación entre concentración de paratión metílico (m gil) y el creCllTIlento 
poblacional de B. calyciflorus a densidad de 3.0 x 106 (círculos claros) y de 6.0 x 106 
(círculos obscuros) de cél./ml de Chlorella vulgaris en función del tiempo. Valores 
promedio y error estándar .. 
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Figura 3. Relación entre la concentración de paratión metílico (mf'l) y el crecimiento 
poblacional de B. patulus a 0.75 x 106 (círculos claros) y 1.5 x 10 (círculos obscuros) 
cél./ml de Chlorella vulgaris en función del tiempo. Valores promedio y error estándar. 
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Figura 4. Relación entre la concentración de paratión metílico (mfl) y el crecimiento 
poblacional de B. patulus a 3.0 x 106 (círculos claros) y 6.0 x 10 (círculos obscuros) 
cél./ml de Chlorella vulgaris en función del tiempo. Valores promedio y error estándar .. 
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Figura 5. Relación entre la concentración de paratión metílico (mfl) y el crecimiento 
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cél./ml de Chlorella vulgaris en función del tiempo. Valores promedio y error estándar. 
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Figura 6. Relación entre concentración de paratión metílico (mgll) y el crecimiento 
poblacional de E. di/atata a densidad de 2.0 x 106 cél./ml de Chlorella vulgaris. Valores 
promedio y error estándar. 
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Tabla 3. Comparación de valores de CEso a una densidad fija de Chlorella (2.0 x 106 

cél./ml) para las tres especies de rotíferos. La CEso de paratión metílico a la cual puede 
o . 50 'X d d .. d 1 t d .. t d' . d l bl" t . cumr un o e re UCClOn e a asa e creclmlen o larlO e a po aClOn estlgo 
Concentración de alga Especies Valores esperados de CEso para r 
jx 106 cél./ml) (mg/l) 
2.0 Brachionus calyciflorus 3.5 
2.0 Brachionus patulus 0.37 
2.0 Euchlanis di/atata 0.16 

La tasa de crecimiento diario fue afectada de manera más sensible en E, di/ata y B. 
patulus que en B. calyciflorus. La CEso necesaria para inducir cambios en la tasa 
relacionados con los niveles alimenticios en las dos primeras especies fue del orden de 
décimas de mg/I mientras que en la última ocurrió con mg/I (Tabla 4). La CEso necesaria 
para producir cambios en la tasa de crecimiento diario entre los niveles alimenticios en E. 
di/atata osciló en torno del 31 %. Esta respuesta fue de una magnitud ligeramente menor en 
B. patulus (25%). Comportamiento diferente exhibió B. calyciflorus. Su sensibilidad fue 
dependiente de la densidad de alimento en el medio; a mayor cantidad de alga, mayor 
tolerancia. 

Tabla 4. Valores de CEso calculados que alteran el crecimiento diario en los rotíferos 
es tud' d l d' t' t . l d al' t l d'fi 'X tr 11 la os ~ara os IS In os mve es e Imen 0'L a 1 erencla en o en e e os. 
B calyciflorus Nivel de CEso Niveles Diferencia entre 

alimento comparados niveles (%). 
0.75 A=O.5 AvsB 54.94 
1.5 B = 0.91 AvsC 6.13 
3.0 C=8.15 AvsD 4.25 
6.0 D=11.75 BvsC 11.16 

BvsD 7.74 
CvsD 69.39 

Bpatulus 
0.75 A - 0.303 AvsB 82.56 
1.5 B - 0.367 AvsC 72.83 
3.0 C-0.416 AvsD 63.12 
6.0 D - 0.48 BvsC 88.22 

BvsD 76.46 
CvsD 86.66 

E di/atata 
0.5 A -0.085 AvsB 84.16 
1.0 B-O.IOI AvsC 52.79 
2.0 C-0.161 Bvs C 62.73 

A continuación se describen los resultados obtenidos con cada especie en las 
diferentes condiciones experimentales. 
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Figura 7. Máxima densidad poblacional (ind./ml) de B. calyciflorus a diferentes 
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Figura 11. Tasa de crecimiento poblacional por día (r) de B. patulus en relación a 
diferentes concentraciones de paratión metílico y densidades de Chlorella vulgaris. 
Valores promedio y error estándar. 
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Figura 12. Tasa de crecimiento pob1acional por día de Euchlanis di/alala en relación a 
niveles tóxicos y alimenticios. Los valores son el promedio y error estándar. 
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Brachionus calyciflorus 

La máxima densidad poblacional (ind./ml) de esta especie fue afectada notoriamente 
por la densidad alimenticia, por la concentración de paratión metílico así como por la 
interacción de ambos factores (ANVA, p<O.OOI, Tabla 5). Aumentos de los niveles de 
alimentación disponible produjeron incrementos de la población de B. calyciflorus. Por otra 
parte, el aumento en la concentración de tóxico provocó una disminución en la densidad 
poblacional del rotífero. Hubo una interacción positiva entre el nivel del tóxico y la 
cantidad de alimento; aumentos de la cantidad de algas redujeron el efecto del paratión 
metílico (hasta los 20 mg/l) en el crecimiento poblacional de B. calyciflorus (Figuras 1 y 2). 
En los ex¡erimentos control (sin tóxico) cuando se administró una cantidad de algas de 
0.75 x 10 cél./ml, los rotíferos mantuvieron una densidad promedio de 4 ind./ml, mientras 
que aquellos con el mismo nivel alimenticio pero con 5 mg/I del plaguicida en el medio, 
decayeron completamente al décimo día (Figura 1). Además, no hubo crecimiento alguno 
de la población del rotífero a concentraciones de 30 mg/l del tóxico a ningún nivel 
alimenticio. 

Tabla 5. Análisis de varianza (ANVA) de la máxima densidad, máxima abundancia y tasa 
de crecimiento poblacional en B. calyciflorus en relación con la densidad alimenticia y la 
concentración del tóxico. 

Fuente de Variación Df Ss Ms F P 
Día de Máxima densidad 
poblacional 
Nivel alimenticio de alga (A) 3 203985.81 67995.27 210.77*** 0.001 
Concentración del Tóxico (B) 4 56689.72 14172.43 43.93*** 0.001 
Interacción (A x B) 12 59687.46 4973.95 15.42*** 0.001 
Error 1080 348404.14 322.59 
Máxima Abundancia Poblacional 
Nivel alimenticio de alga (A) 3 59705.54 19901.85 1640.77*** 0.001 
Concentración del Tóxico (B) 4 12149.90 3037.48 256.84*** 0.001 
Interacción (A x B) 12 15076.22 1256.35 95.61*** 0.001 
Error 
Tasa de Crecimiento poblacional 
Nivel alimenticio de alga (A) 3 25.60 6.40 218.51 ... 0.001 
Concentración del Tóxico (B) 4 6.78 2.26 77.11 *** 0.001 
Interacción (A x B) 12 7.82 0.65 22.31 *** 0.001 
Error 

Los picos de abundancia de la población de rotíferos en los tratamientos control 
oscilaron desde 1I hasta 91 ind./ml y aumentaron de forma lineal como respuesta a 
incrementos en la densidad de Chlorella. Aquellas poblaciones expuestas al tóxico desde 
valores mínimos hasta concentraciones de 20 mgJl se comportaron de manera semejante en 
todos los niveles de microalga (Figura 7). 
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La duración del período de crecimiento también se relacionó con el nivel de 
alimentación y el nivel del tóxico en el sistema; concentraciones alimenticias altas y con 
bajas concentraciones del contaminante en el medio mantuvieron el crecimiento de la 
población durante mayor tiempo. Otro rasgo fue que en tratamientos donde se expuso a los 
rotíferos a los mayores niveles del tóxico y de alimentación, la población no creció 
inicialmente pero se recuperó después de una semana. 

Obviamente, el efecto del tóxico y del alimento así como su interacción, se reflejó 
significativamente en la tasa de crecimiento poblacional (r) por día, (Tabla 5, Figura JO). 
El intervalo de crecimiento poblacional varió desde. -1.46 hasta +0.396 dependiendo de las 
condiciones del experimento. En la figura lOse observa que los valores de la tasa de 
crecimiento diario (r) fueron negativos en todas las concentraciones del tóxico cuando se 
mantuvieron niveles alimenticios de 0.75 y 1.5 x 106 cél./ml. Por otra parte, se observaron 
tasas de crecimiento diario positivas cuando se administraron densidades de alimento algal 
mayores para todos los niveles tóxicos excepto para la concentración de 30 mgll de paratión 
metílico en el medio. 

La concentración efectiva media (mgll) de paratión metílico sobre la tasa de 
crecimiento poblacional por día de B. ca/ycijlorus en distintos niveles alimenticios se 
presenta en la Tabla 6. Basado en la misma, se derivó una matriz en la que se detecta las 
unidades de concentración que existen para las distintas condiciones experimentales (Tabla 
7). Se puede observar que a menor nivel alimenticio, la cantidad efectiva fue menor y que a 
densidades alimenticias mayores, dicha cantidad aumentó sustancialmente. La diferencia 
entre las distintas concentraciones osciló de aproximadamente dos hasta más de 23 
veces(Tabla 7). 

Tabla 6. Concentración efectiva de paratión metílico (mg/l) a la cual se reduce al 50 % la 
tasa de crecimiento poblacional de B. ca/ycijlorus en el control (CEso) a varias densidades 
de alga. Estos valores se calcularon usando una ecuación de regresión con valores de las 
tasas de crecimiento en los distintos tratamientos tóxicos. 

Densidad de alga ( x 106 cél./ml) 
0.75 
1.5 
3.0 
6.0 

CEso (mgll) 
0.50 
0.91 
8.15 
11.75 

Tabla 7. Matriz de valores derivados de la CEio (mgll) de paratión metílico sobre la tasa de 
crecimiento poblacional por día de B. ca/ycijlorus a las distintas concentraciones de 
alimento (derivada de Tabla 6). 

CEso - 0.5 
CEso = 0.91 
CEso = 8.1 
CEso = 11.75 

CEso -0.5 CEso -0.91 CEso -8.15 CEso-11.75 

1.82 
16.2 
23.5 

8.9 
12.9 1.25 
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B. palulus 

En la Tabla 2 se observan los resultados de toxicidad aguda de 24 h para el 
plaguicida teniendo distintos niveles de alimento disponible en el medio; desde cero hasta 
3.0 x 106 cél./ml. Se observa que los valores dependieron del nivel alimenticio de alga, 
mostrando una tendencia a incrementar conforme aumentaba la densidad de alga. Los datos 
del crecimiento de la población revelaron un efecto significativo (p<0.00 1, ANV A Tabla 8) 
tanto de la densidad de alimento así como de la concentración de tóxico en su abundancia 
máxima, día en que se alcanzó dicha abllildancia y sobre la tasa de crecimiento por día. Las 
curvas de crecimiento de la población de B. palulus indicaron llil aumento en la abllildancia 
del rotífero como respuesta a mayor disponibilidad de alimento, pero llil efecto inverso al 
incremento en la concentración del paratión metílico (Figuras 3 y 4). 

Tabla 8. Resultados del análisis de varianza (ANV A) realizado con la máxima densidad y 
la tasa de crecimiento poblacional en B. patulus en relación con la densidad alimenticia y la 
concentración del tóxico. 

Fuente de Variación 
Día de máxima densidad 
poblacional 
Nivel alimenticio de alga (A) 
Concentración del tóxico (B) 
Interacción (A x B) 
Error 

Máxima abllildancia poblacional 
Nivel alimenticio de alga (A) 
Concentración del Tóxico (B) 
Interacción (A x B) 
Error 

Tasa de crecimiento poblacional 
Nivel alimenticio de alga (A) 
Concentración del Tóxico (B) 
Interacción (A x B) 
Error 

Df Ss 

3 
7 
21 

3 
7 
21 
96 

3 
6 
18 
84 

87.33 
6379.7 
163.72 

24.1 x 104 

32.4 x lOs 
67.5 x 104 

8.0 x 104 

0.253 
7.516 
0.092 
0.639 

Ms 

29.11 
911.38 
7.8 

8.0 X 104 

46.4 X 104 

3.2 X 104 

834.7 

0.08 
1.25 
0.01 
0.01 

F 

11.93*** 
254.05*** 
2.80*** 

96.5*** 
526.1*** 
33.7*** 

11.08*** 
164.58*** 
0.58 ns 

p 

0.Q01 
0.001 
0.001 

0.001 
0.001 
0.001 

0.001 
0.001 
>0.05 

A cualquier concentración del tóxico, llil aumento de la densidad del alga redujo la 
toxicidad del paratión metílico al rotífero. Así, los rotíferos expuestos a concentraciones 
bajas de 0.16 mg!1 del pesticida y a la densidad alimenticia más baja usada en este 
experimento, la población máxima fue (media ± error estándar) de 101 ± 9 ind./ml la cual 
aumentó hasta 400 ± 38 ind.lml en la densidad de 6 x 106 cél./ml de algas. En los grupos 
testigo, la máxima densidad del rotífero en el máximo nivel alimenticio (6 x 106 cél./ml) 
fue de 795 ± 46 ind./ml (Figura 8), lo que significó casi el doble de densidad entre esos 
tratamientos. En los tratamientos con poblaciones expuestas a niveles de 0.16-0.62 mg!l del 
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tóxico se detectó un crecimiento mínimo aunque constante y hubo crecimientos nulos o 
negativos en los tratamientos con mayor cantidad de paratión metílico en el medio 
independientemente del nivel de alga disponible. 

La tasa de crecimiento de la población por día (r) en los tratamientos control varió 
de 0.22 ± 0.01 a 0.34 ± 0.01 dependiendo del nivel alimenticio. Indistintamente de la 
concentración del tóxico, un aumento de densidad alimenticia produjo una ampliación en 
los valores de r (Figura 11). Por otra parte, independientemente de la densidad de 
ehlarel/a, concentraciones de paratión metílico de 1.25 mgll no permitieron ningún 
crecimiento del rotífero y por ende los valores de r fueron negativos. Como consecuencia 
del efecto mitigante del aumento de la densidad del alga en la toxicidad del pesticida, la 
interacción de estos dos factores en los valores de la tasa de crecimiento diario no fue 
significativa (Tabla 8). 

Por otra parte, en la Tabla 9 se puede observar que a menor nivel alimenticio, la 
concentración efectiva fue menor y a densidades alimenticias mayores aumentó. La 
diferencia entre ambos grupos de concentraciones es del orden de décimas de mgll como se 
observa a través de la matriz (Tabla 10). 

Tabla 9. Concentración efectiva de paratión metílico (mglI) a la cual se reduce al 50 % la 
tasa de crecimiento poblacional de B. patulus en el control (CEso) a varias densidades de 
alga. Estos valores se calcularon usando una ecuación de regresión con valores de las tasas 
de crecimiento en los distintos tratamientos tóxicos. 

Densidad de alga ( x 106 cél./ml) 
0.75 
1.5 
3.0 
6.0 

CEso (m gil) 
0.303 
0.367 
0.416 
0.480 

Tabla 10. Matriz de valores derivados de CEso (mglI) de paratión metílico sobre la tasa de 
crecimiento poblacional por día de B. patulus a las distintas concentraciones de alimento 
(derivada de Tabla 9). 

CEso = 00303 CEso= 0.367 CEso = 0.416 CEso =0.48 
CEso= 00303 
CEso = 0.367 1.21 
CEso = 0.416 1.37 
CEso = 0.48 1.58 

E. dilatata 

1.13 
1.48 1.15 

Los datos de concentración letal media (CLso) del paratión metílico sobre esta 
especie se presentan en la Tabla 2. La respuesta numérica de los rotíferos tuvo una 
tendencia al aumento de la abundancia a medida que aumentaba la densidad de alimento, la 
cual fue sin embargo reducida en presencia del paratión metilico (Figuras 5 y 6). La 
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máxima densidad de población que se obtuvo en este estudio fue de 259 ± 7 ind./ml en 
condiciones de máximo nivel de alimento en el control (Figura 9). Se puede observar que 
densidades altas de alga y concentración del tóxico mínima permitieron crecimientos 
cercanos al 50 % del alcanzado en los ensayos testigo. No obstante, en la concentración 
alta del pesticida e independiente del nivel de alimento en el medio, la población no tuvo 
crecimiento. La interacción tanto del nivel alimenticio de eh/orella como de la 
concentración de tóxico tuvo igualmente un efecto significativo sobre estas variables (Tabla 
I 1). 

Tanto la densidad del alimento como la concentración del tóxico, tuvieron un efecto 
significativo en la máxima abundancia de la población (p<0.05, ANVA, Tabla 11) y por lo 
tanto, en la tasa de crecimiento poblacional diaria. La tasa de crecimiento de la población 
en los controles varió entre 0.248 - 0.298 y dependió del nivel de alimento de alga (Figura 
12). 

Tabla 11. Resultados del análisis de varianza (ANV A) realizado con el la máxima densidad 
y el día que se alcanza además de la tasa de crecimiento poblacional de E. di/atala en 
relación a la densidad alimenticia y la concentración del tóxico. 

Fuente de Variación Df Ss Ms F P 
Día de máxima densidad poblacional 
Nivel alimenticio de alga (A) 2 98.167 49.08 103.94··· 0.001 
Concentración del Tóxico (B) 3 1332.08 444.03 940.28··- 0.001 
Interacción (A x B) 6 173.167 28.86 61.J2-·- 0.001 
Error 
Máxima Abundancia Poblacional 
Nivel alimenticio de alga (A) 2 41078 20539 111.8--- 0.001 
Concentración del Tóxico (B) 3 253558.9 84519.64 460.2**· 0.001 
Interacción (A x B) 6 18451.06 3075.18 16.74--· 0.001 
Error 
Tasa de Crecimiento poblacional 
Nivel alimenticio de alga (A) 2 0.091 0.05 29.41"- 0.001 
Concentración del Tóxico (B) 3 0.579 0.193 113.5--- 0.001 
Interacción (A x B) 6 0.027 0.0045 2.64- 0.05 
Error 

Tabla 12. Concentración efectiva de paratión metílico (mgll) a la cual se reduce al 50 % la 
tasa de crecimiento poblacional de E. di/alala en el grupo testigo (CEso) a varias densidades 
de alga. Estos valores se calcularon usando una ecuación de regresión con valores de las 
tasas de crecimiento en los distintos tratamientos tóxicos. 

Densidad de alga ( x 106 cél./ml) 
0.5 
1.0 
2.0 

CEso (mgll) 
0.085 
0.101 
0.161 

35 



Por otra parte, en la Tabla 12 se puede observar que a menor nivel alimenticio, la 
cantidad efectiva fue menor y a densidades alimenticias mayores aumentó. La diferencia 
entre ambos grupos de concentraciones es del orden de centésimas de mg/I (Tabla 13). 

Tabla 13. Matriz de valores derivados de CEso (mg/I) de paratión metílico sobre la tasa de 
crecimiento poblacional por día de E. di/atata a las distintas concentraciones de alimento 
(derivada de Tabla 12). 

CEso = 0.085 
CEso = 0.101 
CEso = 0.161 

CEso = 0.085 

1.189 
1.89 

CEso = 0.101 

1.59 

DISCUSIÓN 

TOXICIDAD DEL PARATION METILICO. 

Toxicidad aguda. 

CEso = 0.161 

De experimentos previos sobre el efecto de este pesticida en las especies de 
rotíferos, se obtuvieron resultados de CLso dependientes de la densidad de alimento 
disponible. Por ejemplo en B. patulus, cuando se administró un nivel de 1.5 x 106 cél./ml, la 
concentración de paratión metílico necesaria para causar la muerte del 50% de los 
individuos fue de aproximadamente 9 mg/l. Al duplicar la concentración disponible de 
Chlorella, la CLso se elevó a casi 1I mg/l (Tabla 2) indicando un efecto protector de la 
densidad del alimento sobre la toxicidad del pesticida 

Se ha documentado la toxicidad del paratión metílico para varias especies de 
rotíferos, por ejemplo, Brachionus calyciflorus (Femández-Casalderrey et al., 1993 a-b), B. 
plicatilis (Compilado por Snell y Janssen, 1995) y Asplanchna sieboldi (Sarma et al., 
1998). Las concentraciones letales medias (en 24 h) para estas especies oscilan entre 9-29 
mg/l. En este intervalo se hallaron los valores para las especies de Brachionus en este 
estudio y estuvieron muy cercanos entre si y al valor mínimo (Tabla 2), lo cual coincide 
con otras investigaciones (Snell y Janssen, op. cit.). Cabe señalar que para B patulus no 
existe, hasta el momento, información sobre la toxicidad aguda de ningún tóxico. Los 
valores de CLso para esta especie expuesta al paratión metílico estimados en este trabajo 
están muy cercanos (diferencia menor al 2%) a los de B. calyciflorus para el mismo tóxico 
(Tabla 2; Sarma et al., 1998). Los estudios comparativos de LCso entre especies muy 
cercanas (del mismo género) son muy raros. Al respecto, las observaciones de este estudio 
son muy similares a los encontrados por Pérez-Legaspi y Rico-Martínez (2001). 

Lo contrario ocurrió con E. dilatata cuyo CLso fue menor a 1 mg/l. Valores tan 
bajos, de especies muy sensibles a este pesticida, han sido evaluados para otra especie 
también bentónica como el crustáceo misido, Neomysis mercedis por Brandt et al. (1993), 
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Por otra parte, en la Tabla 12 se puede observar que a menor nivel alimenticio, la 
cantidad efectiva fue menor y a densidades alimenticias mayores aumentó. La diferencia 
entre ambos grupos de concentraciones es del orden de centésimas de mgll (Tabla 13). 

Tabla 13. Matriz de valores derivados de CElO (mgll) de paratión metílico sobre la tasa de 
crecimiento poblacional por día de E. di/atata a las distintas concentraciones de alimento 
(derivada de Tabla 12). 

CElO = 0.085 
CElO = 0.1 01 
CElO = 0.161 

CElO = 0.085 

1.189 
1.89 

CElO = 0.1 01 

1.59 

DISCUSIÓN 

TOXICIDAD DEL PARATION METILICO. 

Toxicidad aguda. 

CEso = 0.161 

De experimentos previos sobre el efecto de este pesticida en las especies de 
rotíferos, se obtuvieron resultados de CLlO dependientes de la densidad de alimento 
disponible. Por ejemplo en B. patulus, cuando se administró un nivel de 1.5 x 106 cél./ml, la 
concentración de paratión metílico necesaria para causar la muerte del 50% de los 
individuos fue de aproximadamente 9 mgll. Al duplicar la concentración disponible de 
ehlorel/a, la CLso se elevó a casi 11 mgll (Tabla 2) indicando un efecto protector de la 
densidad del alimento sobre la toxicidad del pesticida 

Se ha documentado la toxicidad del paratión metílico para varias especies de 
rotíferos, por ejemplo, Brachionus calyciflorus (Femández-Casalderrey et al., 1993 a-b), B. 
plicatilis (Compilado por Snell y Janssen, 1995) Y Asplanchna sieboldi (Sarma et al., 
1998). Las concentraciones letales medias (en 24 h) para estas especies oscilan entre 9-29 
mgll. En este intervalo se hallaron los valores para las especies de Brachionus en este 
estudio y estuvieron muy cercanos entre si y al valor mínimo (Tabla 2), lo cual coincide 
con otras investigaciones (Snell y Janssen, op. cit.). Cabe señalar que para B patulus no 
existe, hasta el momento, información sobre la toxicidad aguda de ningún tóxico. Los 
valores de CLlO para esta especie expuesta al paratión metílico estimados en este trabajo 
están muy cercanos (diferencia menor al 2%) a los de B. calyciflorus para el mismo tóxico 
(Tabla 2; Sarma et al., 1998). Los estudios comparativos de LClO entre especies muy 
cercanas (del mismo género) son muy raros. Al respecto, las observaciones de este estudio 
son muy similares a los encontrados por Pérez-Legaspi y Rico-Martínez (2001). 

Lo contrario ocurrió con E. dilatata cuyo CLso fue menor a 1 mgll. Valores tan 
bajos, de especies muy sensibles a este pesticida, han sido evaluados para otra especie 
también bentónica como el crustáceo misido, Neomysis mercedis por Brandt et al. (1993), 
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quienes utilizando también el paratión metílico obtuvieron una CLso-96 h con un valor 
todavía menor, de 0.20 Ilgll. 

Toxicidad crónica. 

En las condiciones de los grupos testigo, la especie de mayor talla de las especies 
estudiadas es E. dilatata. La máxima densidad de población (núm. ind./ml) observada en 
este estudio fue de 259 ± 7 individuos en el grupo testigo con el nivel de alimentación más 
alto (Figura 9) lo cual se asemeja a lo referido por King (1967) quien fue de los primeros en 
trabajar con esta especie, aspectos de crecimiento poblacional con distintos niveles de 
alimentación. Fue también la especie que presentó la tasa de crecimiento más baja (0.29 
ind./día Figura 12) y el menor valor de densidad máxima. Este valor no difirió mucho entre 
niveles alimenticios medios y altos (Figuras 5 y 6) indicando una posible constancia en la 
tasa de consumo de alimento. 

Contrastante fue en cambio la respuesta de B patulus, especie de talla mínima que 
alcanzó la mayor abundancia y una r con valor ligeramente superior al euclánido; B. 
calyciflorus (talla intermedia de las tres), logró la tasa de crecimiento con el mayor valor 
(0.39 ind./día Figura 7). Con frecuencia las especies con tasas de crecimiento diario (r) 
mayores, dominan a las que tienen tasas inferiores (Walz, 1995). Cabe mencionar que en 
general, el tamaño de partícula alimenticia preferido por la mayoría de géneros de rotíferos 
es de lOa 25 Ilm. No obstante, algunas especies son capaces de consumir partículas sobre 
y bl\io de dicho intervalo y en consecuencia, sus poblaciones alcanzan densidades 
superiores (Walz, op cit.). En particular, Chlorella vulgaris presenta un diámetro en tomo 
de los 5 Ilm, lo que significaría que es una partícula alimenticia muy pequeña para un 
rotífero grande (E. dilatata), pero más apropiada para los braquiónidos, lo que explicaría 
parcialmente el desempeño poblacional inferior de esta especie en comparación a los otros 
organismos estudiados. 

En estas condiciones, las tendencia de crecimiento de Brachionus en los 
experimentos testigo fueron comparables a los de otros miembros del de la familia 
Brachionidae de los cuales existe información disponible (Walz, 1995). No obstante las 
densidades máximas registradas para B. patulus (795 ind./ml) en este estudio a la mayor 
concentración de alimento no había sido documentada anteriormente. Tales densidades no 
son, sin embargo, raras para muchas especies del género con tamaños corporales similares. 
Groeneweg y Schlueter (1981) observaron densidades tan altas como de 580 ind./ml para B. 
rubens. 

Además, numerosos estudios de crecimiento poblacional sobre rotíferos 
planctónicos muestran un aumento de la abundancia poblacional como respuesta a una 
mayor disponibilidad de alimento (Halbach, 1979). Por ejemplo, Dumont et al. (1995) 
mostraron una relación directa y lineal entre la densidad de la población del rotífero 
Anuraeopsis jissa y las concentraciones de Scenedesmus como alimento. Este es también el 
caso de rotíferos depredadores como Asplanchna (Dumont y Sarma, 1995), y que coincide 
con los resultados observados con las tres especies de este estudio, aunque no (odas 
presenten los hábitos planctónicos (Koste, 1978). 
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Entre las especies plantónicas, los valores de crecimiento diario (r) están 
significativamente correlacionados con el tamaño corporal (Stemberger y Gilbert, 1985). El 
mayor valor de r de B calyciflorus con respecto a B palulus concuerdan con lo señalado por 
Bennet y Boraas (1989). En este contexto, las tasas de crecimiento diario observadas en 
esta investigación para los organismos del género Brachionus son similares a las referidas 
en literatura (Miracle y Serra, 1989; Sarma y Rao, 1991; Sarma el al, 1996). 

En una revisión reciente sobre ecotoxicología de rotíferos, Snell y Jansen (1995) 
mencionan numerosas variables ecológicas en las que están incluidos caracteres del 
crecimiento poblacional, como indicadores sensibles de xenobioticos en el medio. Las 
poblaciones de rotíferos en este estudio respondieron rápidamente no sólo en relación a la 
disponibilidad de alimento sino también a las concentraciones tóxicas como ya se ha 
mencionan en otras investigaciones (Halbach el al. 1983). 

Halbach el al. (1983; 1984) fueron de los primeros en recomendar el uso de la 
dinámica poblacional para detectar y cuantificar los efectos nocivos de pesticidas en los 
rotíferos. Siguiendo a estos pioneros, en tiempos recientes se han efectuado numerosos 
trabajos que utilizan el crecimiento poblacional de rotíferos para detectar efectos subletales 
de los pesticidas (Janssen el al., 1994). En la mayoría de estas investigaciones no se 
consideró el efecto protector de la densidad de alimento al disminuir el estrés de los tóxicos 
en los rotíferos. En este estudio, las poblaciones cultivadas en presencia de mayores 
densidades de Chlorel/a tuvieron un mejor desarrollo que sus contrapartes cultivadas a 
niveles menores. Este tipo de datos no son muy comunes y se presentan muy 
ocasionalmente. Por ejemplo, Rao y Sarma (1986 ; 1990) señalaron que cuando la 
densidad de alimento se incrementó de 1.5 x 106 cél./mI a 3 x 106 cél.lml de Chlorel/a, las 
poblaciones de B. palulus fueron capaces de tolerar y reproducirse a concentraciones de 
DDT casi el doble de aquellas mantenidas a bajas densidades de alimento. Kluettgen el al. 
(1996) encontraron también que la toxicidad del 3,4-dichloroanilina para los cladóceros 
Daphnia magna y Ceriodaphnia quadrangula fue afectada de manera significativa por el 
alga verde Scenedesmus subspicatus. 

Por otra parte, al aumentar en la disponibilidad alimenticia se observó una mayor 
abundancia de los rotíferos independientemente de la concentración de paratión metílico, 
con excepción de los niveles más altos (Figuras 7 - 9). Al respecto, Femández-Casalderrey 
el al. (1991) documentaron una tendencia similar para Brachionus calyciflorus utilizando 
endosulfan. 

Existe consenso entre los investigadores que las pruebas de toxicidad en laboratorio 
se conducen a niveles alimenticios mucho mayores que los encontrados en ambientes 
naturales (Rao y Sarma 1986; Jansen el al., 1994). Esto sugiere que las pruebas de 
toxicidad realizadas a niveles de alimentación menores podrían producir un menor valor de 
la concentración de tóxico máxima aceptable. Esto concuerda con los resultados obtenidos 
en este trabajo ya que los niveles de alimento seleccionados incluyeron desde los que 
mantuvieron escasamente a la población hasta los que indujeron aumentos en la 
abundancia. Así, el intervalo de densidad de alimento considerado, está dentro de los 
niveles probados previamente para las especies seleccionadas (Sarma el al., 1996). 
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De las observaciones de sensibilidad de los rotíferos seleccionados al paratión 
metílico, se encontró que B. calyciflorus, aún a concentraciones tan bajas como 5 mg/I 
fueron suficientes para inducir efectos negativos en la densidad poblacional en el nivel de 
alimentación más bajo (Figura 1). Lo anterior concuerda con datos de Femáitdez
Casalderrey el al. (1992) quienes estimaron un valor cercano a 1 mg/I de paratión metílico 
como la concentración mínima con efecto observable para esta especie. 

B. palulus fue susceptible a concentraciones tan bajas como 1.25 mg/l mientras que 
E. dilalala, fue afectado por tan sólo un décimo de esta concentración (Figs, 3 y 4 vs 5 y 6), 
Y su crecimiento estuvo muy restringido, en algunas condiciones, incluso por valores más 
de 100 veces mayores a los B. calyciflorus expuesto a la mayor densidad alimenticia y 20 
mg/I de paratión metilico. Por otra parte, Euchlanis muy raramente se utiliza para pruebas 
de toxicidad, debido probablemente a que en otras especies el cultivo está bien establecido. 
Sin embargo, existe información sobre biología general del género con estudios de 
laboratorio (Walsh, 1989; Ejsmont-Karabin el al., 1993). En esta investigación, en los 
tratamientos con el tóxico se encontraron cantidades notables de individuos de tamaño 
pequeilo y de huevos acumulados en las paredes y en el fondo de los vasos de ensayo lo 
cual dificultó la tarea de recuperación para cambiar las condiciones diariamente. 

Independientemente de los niveles alimenticios, los individuos expuestos a 
concentraciones de tóxico mayores a las de CLso o cercanos a este valor, no sobrevivieron 
más allá de una semana. Esto coincide con Halbach el al. (1983) que el efecto de larga 
duración de los pesticidas sería más apropiado para estimar concentraciones seguras. 

Es importante destacar la interacción estadísticamente significativa del efecto 
combinado del tóxico y la densidad de alimento a valores altos (en este estudio) de ambos 
parámetros en la sensibilidad de los rotíferos; mayor tolerancia al tóxico en el individuo 
desarrollado con mayores niveles de alimento disponible. La sensibilidad al estresor por los 
rotíferos fue superior cuando las poblaciones estuvieron expuestas al tóxico y a densidades 
alimenticias bajas que cuando se les mantuvo a cantidades altas de alga disponible. 
Comportamiento similar presentó B calyciflorus expuesto a toxicidad por mercurio y 
pentaclorofenol y niveles alimenticios bajos y altos de Nannochloris oculala (Cecchine y 
Snell, 1999). Obviamente hubo concentraciones del tóxico a las cuales no se observó 
crecimiento alguno en los organismos independientemente del nivel de alimento en el 
medio (Figuras 2, 4 Y 6) lo que indica que se rebasó todo nivel de tolerancia de los 
rotíferos y del efecto mitigador del alga. 

Las tasas de crecimiento diario de la población registradas, estuvieron dentro del 
intervalo de lo esperado (0-2-0.8 ind.ldía) en el género Brachionus (Walz, 1993). Cabe 
resaltar no obstante, que los valores fueron menores que los de B. palulus, probablemente 
debido a las diferentes densidades de inoculación inicial usadas en este trabajo y las 
consideradas por otros autores (Sarma y Rao, 1990). La relación entre los valores de la 
CLso y la tasa de crecimiento de la población por día ( r ) concuerdan con Roex el al. 
(2000). Ya Foster el al. (1994) concluían que los efectos con mayor impacto eran la 
inhibición reproductiva y el retraso del crecimiento. 
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Generalmente, el paratión metílico se considera relativamente más tóxico para el 
zooplancton que para el fitoplancton, y afecta con mayor intensidad al bentos que al 
plancton (Schaefer el al., 1994; Kungolos el al., 1999). En el presente estudio esto pareció 
confirmarse cabalmente. Brachionus calyciflorus, especie planctónica resultó ser la 
población más tolerante al paratión metílico. Brachionus palulus exhibió un desempeil.o 
semejante a B calyciflorus, mientras Euchlanis di/alala especie béntica mostró ser el 
rotífero más sensible. Hoekstra el al. (1994) refieren que la sensibilidad entre especies 
cercanas entre si (con base filogenética) las hace compartir características relevantes para 
ello ya que provienen de un origen común. Ail.aden que algunas de esas propiedades serían 
superficie y volumen corporal, composición del ectodermo, y mecanismos de consumo, 
metabolismo y excreción. Por su parte, Slooff el al. (1986) indican que la sensibilidad 
interespecífica depende de la posición taxonómica y del tipo de substancia química de que 
se trate. En este trabajo, las especies del género Brachionus mostraron una sensibilidad 
(estimada en base a la CL50 y a los valores de la tasa de crecimiento diario, básicamente) 
más parecida entre sí que en relación a la observada para el euclánido, hecho que concuerda 
con lo seil.alado por dichos autores y por Pérez-Legaspi y Rico-Martínez (2001). Estos 
últimos autores encontraron que las especies bénticas Lecane hamala, L luna y L 
quadridentala presentaron susceptibilidad semejante a ciertos tóxicos y dichas especies 
fueron más sensibles al amparárselas con B calyciflorus. Estos resultados parecen indicar 
que existe mayor sensibilidad en las especies bénticas que las planctónicas, hecho que sería 
importante verificar en estudios futuros. 

La distribución del pesticida en el sistema no es homogénea, puede ser mayor'en el 
lecho del sistema por el acúmulo de alga sedimentada con el tóxico adsorbido a ella. Esta 
distribución es asimétrica al interior de la columna de agua del sistema según (Moriarty, 
1983) y confirmada por Angelidis el al. (1996) y De la Vega-Zalazar et al. (1997). Dichos 
autores encontraron cantidades significativas de paratión metílico en sedimentos mayores a 
las presentes en el medio planctónico. Esto implica que los organismos bentónicos están 
más expuestos al paratión metílico, lo que justifica la inclusión de especies bénticas en este 
estudio. 

La detoxificación o reducción de la toxicidad de los estresores tóxicos en este caso, 
es un aspecto biológico o fisicoquímico? Rao y Sarma (1986) atribuyen una mayor 
resistencia al tóxico por el mayor consumo alimenticio de Chlorella en individuos 
mantenidos en condiciones de mayor disponibilidad: Otros autores mencionan que el 
aumento de la tolerancia se podría deber a una posible detoxificación del pesticida. Es muy 
conocida la inestabilidad ambiental del paratión metílico por su alta susceptibilidad a la 
hidrólisis (Megharaj el al., 1994). Los factores fisico químicos que mayor influencia 
ejercen en la degradación y aparente pérdida de la toxicidad del paratión metílico son la 
fotólisis, termólisis y la cantidad de oxígeno en el medio (Sharmilla el al., 1989; Lépine, 
1991; Coulibaly y Smith, 1993). Con base en lo anterior, en este trabajo se empleó 
iluminación sólo para desarrollar el alga. 

La detoxificación del ambiente por el alga, en particular, es un hecho comprobado 
(Megharaj, el al., op cil.) aunque falta establecer si se debe a la adsorción en la superficie 
de la microalga o por su capacidad para metabolizar el pesticida. Kent y Currie (1995, en su 
investigación para predecir la sensibilidad de algas unicelulares dulceacuícolas al estrés 
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tóxico de un insecticida órgano fosforado, encontraron que en Ch/ore/la vu/garis, lo mismo 
que en otras clorofitas, una fuerte correlación entre la superficie celular y la 
bioconcentración del pesticida. Concluyeron que el tamaño celular del alga era un factor 
significativo en la interacción alga y pesticida. Así, la concentración está relacionada con la 
adsorción a la pared celular y a la cantidad y tipo de sustancias lipídicas en ella. En 
Ch/arel/a, dada la frecuencia de cambio de las condiciones experimentales, y el poco 
tiempo disponible, el metabolismo de la sustancia tóxica es poco factible (Megharaj el a/., 
1994). En consecuencia, se supone que las concentraciones nominales del tóxico en este 
ensayo experimental no cambiaron sustancialmente. El medio de reacción tenía sólo las 
condiciones de solución fisiológica más no las de crecimiento para el alga por lo que queda 
descartada la posibilidad de que el alga metabolizara el insecticida. En última instancia, la 
detoxificación sería vía la adsorción. 

La magnitud máxima de detoxificación por las razones expuestas, sólo se esperaría 
en tomo de un 20 %, según se muestra en la Tabla 2. Lo anterior sería válido en algunas de 
las condiciones de ensayo, concretamente en las de niveles tóxicos mínimos y 
concentraciones de alimento máximo en las que fue posible observar valores no tan 
diferentes de los registrados en las poblaciones testigo. En consecuencia, en las poblaciones 
con las concentraciones del tóxico medias y altas (Figuras 2, 4 y 6), disminuyó 
significativamente el crecimiento de los rotíferos (Tablas 5, 8 y 11), lo cual se atribuye al 
pesticida per se, mientras a niveles mínimos del estresor la disminución del crecimiento se 
debería a la combinación de la cantidad de alimento disponible y el contaminante. 

Barik (1984) menciona que aunque el paratión metílico es poco persistente, los 
productos de la hidrólisis son más tóxicos que el compuesto primario. Una explicación 
plausible a esto es que el paratión metílico es uno de los varios pesticidas causantes de 
mortalidad a muchos organismos mediante la inhibición de la enzima colinesterasa. 
Nogrady y Keshmirian (l986a) encontraron que insecticidas inhibidores de la colinesterasa 
provocaron la retención de huevos en el rotífero bdelloideo, Philadina acuticornis y que 
éste explotaba por la acumulación de los mismos. Dichos autores sugieren que la retención 
de los huevos es causada por un espasmo o tono aumentado del esfinter cloacal más que 
una parálisis del músculo necesario en la expulsión peristáltica del huevo. Estos mismos 
autores más tarde (I 986b), proponen sitios específicos del ionóforo aceptor de la colina en 
el rotífero. Esto influye de manera directa sobre la tasa de reproducción de los individuos. 
Adicionalmente, un efecto indirecto es mediante la limitación alimenticia ya que según 
Femández-Casalderrey el al. (I993), en condiciones de estrés por xenobióticos (sobre todo 
a niveles altos), suele afectarse las tasas de filtración y su capacidad de ingestión. Adams 
(I990) y Chapin el al. (I 987) postulan que dependiendo la forma como afecta un estresor al 
organismo, existen de dos tipos: los de efecto directo y los que lo hacen indirectamente. 
Los primeros provocan daño fisiológico metabólico directo y los segundos impiden 
alcanzar la máxima densidad, y ocasionan daños o alteraciones morfológicas. Estos últimos 
actúan vía alimenticia. Como se observa, dependiendo de la concentración del par¡¡tión 
metílico en los tratamientos crónicos, el efecto del estresor sería muy posiblemente 
indirecto cuando el estresor está poco concentrado en el medio o directo que sería en 
cantidades cercanas al efecto agudo. También podría hacerlo simultáneamente. Esto puede 
explicar la significancia estadística de la interacción de las variables nivel de alimento
concentración del tóxico, en esta investigación. 
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En este estudio, la tasa de crecimiento (r ) de E. di/atata fue la más afectada por el 
paratión metílico, en tanto que la r de B. calyciflorus fue la menos afectada de las tres. Otro 
detalle evidente también, fue el efecto mitigante de los niveles alimenticios, indicando la 
importancia del estado fisiológico de los individuos expuestos a los tratamientos tóxicos; 
mayor sensibilidad en estado de inanición que cuando disponen de alimento a distintas 
cantidades en el medio de crecimiento, hecho ya observado por Kirk (200 1). Los valores 
CE50 mostraron interacciones potencialmente complejas de la interacción niveles de 
alimento y concentraciones de tóxico que permitieron visualizar mediciones más relevantes 
de impacto ecológico, como lo mencionan otras investigaciones (Ferrando et al., 1993; 
Forbes y Calow, 1999; Cecchine y Snell, 1999). 

Cabe destacar que especies taxonómicamente semejantes (braquiónidos) no siempre 
responden de forma similar a un tóxico, tal vez debido a diferencias interespecíficas 
(Forbes y Forbes 1993) como puede ser los distintos nichos. Por su parte, Foster el al. 
(I994) concluyeron que los efectos con mayor impacto eran la inhibición reproductiva y el 
retraso del crecimiento, por estrés tóxico, como se encontró en este estudio para las 
especies de rotíferos mencionadas. 

CONCLUSIONES 

Salvo para B. calyciflorus, los rangos tanto alimenticios como tóxicos fueron 
apropiados ya que permitieron evidenciar desde efectos ligeros que denotaron densidades y 
tasas de crecimiento positivas la mayoría del tiempo experimental, hasta los efectos 
drásticos con densidades y crecimientos mínimos o nulos en tratamientos y en el tiempo. 

Existen distintas estrategias de respuesta poblacional al tóxico. La toxicidcid del 
paratión metílico en todos los tratamientos considerados tuvo una influencia e intensidad 
dependiente de la abundancia de la microalga tanto en los ensayos de toxicidad aguda 
(CL50) así como en los subletales (crecimiento poblacional máximo y tasa de crecimiento 
por día). Es decir, el alga modificó los efectos tóxicos del pesticida en los rotíferos 
estudiados y la intensidad (CE50) es especie-específica. 

Existe una posible interacción entre el alga viva (Chlorella vulgaris) y el paratión 
metílico que modifica el comportamiento poblacional de cada especie y es más notable en 
E di/atata, especie béntica perifitica. 

Los resultados obtenidos hasta este momento, sugieren una sensibilidad de los 
rolíferos al paratión metílico decreciente, de acuerdo al siguiente orden; E di/atata, B 
patulus y B calyciflorus, respectivamente. 

Para establecer concentraciones máximas permisibles de pesticidas, es importante 
considerar la sensibilidad relativa tanto de los rotíferos planctónicos como de los 
perifíticos. 
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APENDICE 

Procedimiento para calcular la CE5o. El ejemplo fue con los datos de E dilatata. 

Utilizando los datos originales del valor de la tasa de crecimiento diario (r) de esta 
especie, se realizó una regresión lineal de cada nivel de alimento, separadamente y se 
obtuvo la ecuación de la misma. Con la mitad del valor de la tasa de crecimiento del grupo 
testigo (=Y en la ecuación) se derivó la concentración teórica de paratión metílico (= X) 
requerida para reducir a la mitad el valor de (r) para cada concentración de alimento, según 
se ilustra a continuación. 

El valor de r en el grupo testigo crecido a densidad de 0.5 x 106 cél./ml fue de 0.248 
ind./día (Figura 12). La mitad (r/2)de dicho valor es entonces = 0.124. Sustituyendo este 
valor en la ecuación de la regresión (Figura A) se tiene: 

y = - 0.344 - 0.436 loglO X 

0.124 = - 0.344 - 0.436 loglo X 

0.124 + 0.344 = - 0.4361og lO X 

0.468 = - 0.436 loglO X 

0.468/- 0.436 = loglO X 

0.085 mgll * 

De manera análoga, el valor de r del grupo testigo con 1.0 x 106 cél./ml de alga en el 
medio fue de 0.2866 y el de r/2 = 0.1433. Sustituyendo este valor en la ecuación de la 
regresión (Figura B) se tiene: 

y = - 0.291 - 0.436 loglO X 

0.1433 = - 0.291- 0.4361oglo X 

0.1433 + 0.291 = - 0.436 loglo X 

0.4343 = - 0.436 10glO X 

0.4343 / - 0.436 = 10glO X 

-0.996 = loglO X 

= 0.101 mgll • (Tabla 12). 
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De igual fonna, cuando el valor de r del grupo testigo con 2.0 x 106 cél./ml de alga 
en el medio fue de 0.2975 y el de r/2 = 0.1487. Sustituyendo este valor en la ecuación de la 
regresión (Figura C) se tiene: 

y = - O. I 75 - 0.409 IOglO X 

0.1487 = - O. I 75 - 0.409 IOglO X 

0.1487 + 0.175 = - 0.409 IOglO X 

0.3237 = - 0.409 IOglO X 

0.3237/- 0.409 = loglO X 

-0.791 = IOglO X 

0.1618 mgll * 
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Nivel de alimento = O.5x106 cél.lml 

0.4 y = -0.344'().436 logX 
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Figura A. Relación entre la tasa de crecimiento diario (r) de E dilatata y 

la concentración de paratión metílico a una densidad de 0.5 x 106 céI./ml 
de Chlorella vulgaris 
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Figura B. Relación entre la tasa de crecimiento diario de E. di/atata y 
la concentración de paratión metílico a una densidad de 1.0 x 106 cél./ml 
de Chlorella vulgaris. 
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de ehlarella vulgaris. 
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In aquatic ecosystems, rotifers play a major role in several important ecologieal 
proeesses. Partieularly in freshwater, they exert heavy grazing pressure on phytoplankton 
abundances (Gilbert and Bogdan 1984). They are also known to feed on detritus
bacterial elumps (Dumont 1977). Their eontribution to the seeondary produetion as food 
source for maoy predatol)' iovertebrates including larval crustaceans, as wel! as for larval 
fish and adult ornamental fish species is well documented. Thus, io aquacultural 
operations rotifers are widely used as ideal first food for rearing a variety of fish and 
crustaceans (Lubzens 1987). Additionally, rotifers are considered as sensitive indicators 
of the health of their environment (Sladecek 1983). They have therefore been used as 
excellent bioassay organisms in water pollution studies in order to detect toxic levels of 
industrial and agricultural wastes in Europe and USA (Halbaeh 1984; ASTM 1991), 

Currently in Mexico, the use of the exotic zooplankton Daphnia magna is in force for 
toxicolegical evaluation of industrial effluents (Martínez·Jeronimo and Garcia-Gonzalez 
1994). Since this is not a native species, its use for natienal testing of toxic material s 
does nol seem relevant. In this connection, sorne attempts have been made in Mexico for 
the application of other zooplankton, particularly rotifers, in aquatic toxicolegy as 
indieators ofthe water quality (Vilaelara and Sladeeek 1989), In Mexieo, there has been 
an increase in the use of different pesticides including methyl parathion by the 
agrieultural sector (CONADE 1991), Sanna et al. (1998) observed that at 24 hr, the LC" 
for the laboratory-grown rotifer Brachionus ca/ycif/orus was, about 9 rng!L for methyl 
parathion. However, this value is three times higher for the same species when the test 
individuals were obtained by hatehing the resting eggs (Femandez-Casalderrey et al. 
1992). Food density is known to influenee the toxieity of pestieides on rotifers (Rao and 
Sanna 1986). The aim ofthe present study is to investigate the effeet ofmethyl parathion 
on population growth of the rotifer B. ca/yc!f1orus under different algal food 
cencentrations. 

MATERlALS AND METHODS 

The rotifer Brachionus ca/ycif/orus was originally eolleeted in Chapultepee Lake 
(Mexico City) and mass eultured using reeonstituted water (EPA) as medium. The EPA 
medium was prepared by dissolving 96 mg NaHCO" 60 mg MgSO., 60 ms CaSO •. 2H,O 
and 4 mg KCI in one litre of distilled water (A non. 1985), In routine cultures, we were 
able to obtain rotifer densities higher than 100 ind.lmL at 25° C using green alga 
Ch/orel/a vulgaris as exclusive food. Ch/orel/a was mass eultured using Bold-Basal 
medium (Borowitzka and Borowitzka 1988), 
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For the experiments we used log phase algae, harvested by eentrifugation at 800 g for 5 
minutes, washed twice with distilled water and resuspended in EPA medium. The algal 
density was estimated using haemocytometer. B. calyciflorus grows on a wide raoge of 
algal density (5 x 10' - 40 x 10' eells/mL), but the optimum is around 6 x 10' eells/mL 
(Sarma et al. 1996). Thus, four tinal algal levels viz 0.75, 1.5, 3.0 and 6.0 x 10' eells/mL 
were prepared by serial dilution using EPA medium. We used methyl parathion 
(commercial grade) as the toxicant. In arder to choose the toxicant concentrations, we 
used the previously reported LC" values obtained under different assay eonditions (9-29' 
mg!L for 24 hr) for this ehemieal for the same rotifer speeies from the literature 
(Fernandez-Casalderrey et al., 1992; Sarma et al. 1998). Aeeordingly, we seleeted tive 
toxieant eoneentrations viz. O (control), 5, 10,20, and 30 mg!L. For obtaining the desired 
final algal eoneentration and toxieant level, we followed Rao and Sarma (1986). In this 
proeedure, every day, twiee the required eoneentrations of both the toxieant and the food 
were mixed in equal proportions, just before using as medium to avoid possible 
detoxitieation ofmethyl parathion by algae in the absenee ofrotifers. 

The experiments were condueted in 25 mL transparent vials. Into eaeh of 100 test vials 
(5 toxieant levels x 4 algal eoncentrations x 5 replieates = 100) eontaining 20 mL 
medium ofdesired algal-toxicant combination, we introduced rotifers at ao ¡nitial density 
of 10 ind.lmL of mixed age group from a growing culture. The vials were kept in a 
thermostatieally eontrolled waterbath set at 27±loC under diffuse and eontinous 
Iluoreseent illumination. At eaeh 24±2 hr interval, the population density of rotifers was 
estimated under a stereo microscope from 811 test vessels using at least two aliquot 
samples of 1-3 mi eaeh or the whole replieate-eounting. Following eounting, the rotifers 
were transferred using 50~m mesh to fresh medium eontaining appropriate food level
toxicant combinations. Fer estimating the densities of rotifers, only live individual s 
(females) were eonsidered. The experiment was terrninated afier .ten days when most 
populations eompleted one population eyele or eompletely deelined. From the data, the 
rate of population growth (r) was ealeulated using the exponential equation (Krebs 
1985): 
r = (In N, . In No)/t 
where, No = the initial density ofrotifers, N, = the tinal density and t = time in days. 

RESUL TS AND D1SCUSSION 

The maximum population density of B. calyciflorus was strongly inllueneed not only by 
both algal density and the eoneentration of methyl parathion but also their interaetion 
(P<O.OOI, ANOVA, Table 1). An inerease in food availability resulted in an inerease in 
population of B. ealycijlorus. On the other hand, an inerease in toxieant level redueed the 
ratifer density. There was a positive interaction between toxicant leve! and food density 
in that increasing food eoneentration redueed the effeet of methyl parathion (up to 20 
mg!L) on the population growth ofthe tested rotifers (Figures la, Ib).fn control (without 
toxieant) when food density was 0.75 x 10' eells/mL, the rotifers maintained an average 
density of 4± I ind.lmL, while those at the same food level but under 5 mglL of the 
toxieant, deelined eompletely on the day 10. 

Methyl parathion at a coneentration of 30 mg!L did not support rotifer growth in any 
food density. The rate of population growth (r) per day was also strongly inllueneed by 
food density, toxieant level and their interaetion (Table 1, Figure 2). The r values were 
negative in all toxicant levels at lower food concentrations (0.75 x 106 and 1.5 x 106 

eells/mL). On the other hand, positive r values were reeorded for higher food levels (3-6 
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x I O' ceJlslmL) in aJl methyl parathion levels except for the highest toxicant 
concentration (30 m¡;'L). 

Table 1. Two-way ANOVA of effect of methyl parathion on mean population density 
and rate of population growth under four different food concentrations. 

Source Sum-of-Squares OF Mean-Square F-Ratio P 

Maximum popu/ation density 
Food 203985.81 3 67995.27 210.77 0.001 
Toxicant 56689.72 4 14 I 72.43 43.93 0.001 
Food x toxicant interaction 59687.46 12 4973.95 15.42 0.001 
Error 348404.14 1080 322.59 
Rote of popu/ation growth 
Food 25.60 3 6.40 218.5 I 0.001 
Toxicant 6.78 4 2.26 77. II 0.001 
Food x toxicant interaction 7.84 12 0.65 22.3 I 0.001 
Error 2.34 80 0.029 

In a recent review of rotifer ecotoxicology, SneJl and Janssen (1995) mentioned many 
ecological variables including population growth characters as sensitive indicators of 
toxicants in the medium. Rotifer populations in the present study responded rapidly not 
only to the food availability but also to the toxicant concentrations as found in many 
other invesligations (Halbach et al. 1983). Even the toxicant level as low as 5 m¡;'L was 
sufficient to have a negative effect on ratifer density in the lowest foad leve!. This is in 
agreement with the data of Femandez-Casalderrey et al. (1992) who derived a no
observed effect concentration (NOEC) for this species close to I m¡;'L of methyl 
parathion. For rotifers exposed to higher toxicant levels and higher food levels, the 
population initiaJly did not increase but recovered afterwards. The range of rate of 
population increase per day (r) in the present investigation also varied strongly from -
1.46 to +0.396 depending on the test conditions (Figure 2). In general, the positive r 
values recorded here for this species are within the range expected for the genus 
Brachionus (Miracle and Serra 1989). 

The peak population abundances of rotifers in controls varied between II to 100 ind.lmL 
and increased Iinearly with increasing food density. Those exposed to methyl parathion 
up to 20 mgIL behaved in a similar way (Figure 3). 

That the ¡ncrease in algal concentration had a positive effect on the toxicant-stressed 
ratifer populations as observed here has becn recorded in earlier studies. For example, 
Brachionus patu/us when grown under 1-3 x 10' ceJls/mL of eh/orel/a, the toxic effect 
of OOT was reduced with increasing algal·food density (Rao and Sarrna 1986; 1990). 
There is some agreement among the investigators that laboratory toxicity tests are 
conducted at much higher foad levels' than those encountered by rotifers in natural 
environments (Rao and Sarma 1986; Janssen et al. 1994). This suggests that toxicity tests 
conducted in lower food levels could yield a lower maximum acceptable toxicant 
concentration. This trend is clearly visible in the present study since the food leve)s 
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Figure 2. Ratc ofpopulation ¡ncrease in Brachionus calyciflorus under various toxicant
foed level combinations. Shown are mean±s.d. values based on five replicates. 

chosen here range from those barely supporting the population to optimum levels 
resulting in a rapid ¡ncrease in their abundance. Thus the range of foed density used here 
is within the levels tested for this speeies earlier (Sarma et al. 1996). In eoncfusion, our 
results demonstrate the importance of algal food density in modifying the toxic effeets of 
methyl parathion on rotifers. 
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The population growth of rhe rotifer Brachionus patulus was 
studied under a combination of different concentrations of 
eh/orella vu/garis aod methyl parathion. To obtaio sublethal 
concentrations of the pesticide a 24-h Leso bioassay was per~ 
formed under two food densities (1.5 and 3.0x !O' eells ml- I ) 

using neonate rotifers. For the population growth experiments, 
seven toxicant concentrations were used ranging from 0.16 to 
10.0 mg L -1 and four food densities (0.75, 1.5,3.0, and 6.0x 10' 
cells ml- 1

), each with four replica tes and thus in aU, 128 testjars. 
A medium with Chlore/la alone and without toxicant acted as 
control. The ¡nitial density of the rotifers in each replicate were 
5 individual mI-l. Experiments were eondueted for 20 days. The 
LC" values of B. palulus were 8.8 'and 10.7 mg L -1 at low and 
high algal food density, respeetively. Data on the population 
growth studies revealed a signifieant elfeet of both food densily 
and toxicant concentration on the maximum abundance, day at 
which maximum abundance was reached, and rate of population 
¡ncrease per day. At any toxicant concentration, an increase in 
food density redueed Ihe toxieity of methyl parathion to rotifers. 
In controls the maximum rotifer density under the highest food 
level (6x 10' eells ml- I

) was 795:!:46 individuals mi-l. The rate 
of population ¡ncrease per day (r) in controls varied from 
0.22:!:0.01 to 0.34:!:0.01 depending on food density. Algal food 
densily had a significant influence in reducing the toxicity of 
methyl parathion lo B. palulus under both aeute and ehronie 
toxicity test conditions. lO 2001 Ac.d~mic Press 

Key Words: methyl parathion; population growth; rotifers; 
food density; toxicity. 

INTROOUCTlON 

There is an increasing trend in the use of rotifers as 
bioassay organisms for ecotoxicological studies in recent 
years. These inelude determination of LC,o values using 
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various toxicants (Snell and Janssen, 1995), life table demo
graphic sludies (Janssen el al., 1994; Ferrando el al., 1996), 
feeding sludies (Juchelka and Snell, 1994), behavioral stud
ies ineluding swimming speed (Charoy el al., 1995; Preston 
el al., 1999), population growth aspects (Halbach el al., 
1983), prey-predator interactions (Rogerson el al., 1982; 
Sarma el al., 1998), biochemical studies such as biomarkers 
(Burbank and Snell, 1994), and trophic level studies (Dobbs 
el al .• 1996) using mesocosm and microcosm (Giddings 
el al., 1996; Jak el al., 1996; Del Valls el al., 1997). 

Life table demographic studies provide valuable data on 
the elfect of a toxicant with respect to lifespan and reproduc
tive rate, but cannot give information on the e/fect of grow
ing population density on the toxicity of a substance to 
a species. Population growth studies can provide data on 
this aspect. The toxicity of a substance to rotifers at the 
population level can be inftuenced by a number of factors 
particularly food concentration (Rao and Sarma, 1986; GiI
bert, 1996). In general, an in crease in the available food 
reduces the e/fect of toxicants. This has earlier been demon
strated in sorne rotifer species such as Brachionus palulus 
(Rao and Sarma, 1990) and B. calyciflorus (Gilberl, 1996; 
Gama-Flores el al., 1999). However, it is not known whether 
other toxic substances, especially commonly used pesticides, 
exhibit similar trends under varying food densities. 

Methyl parathion is an important agricultural ánd do
mes tic pesticide widely used in Mexico to eliminate insects 
(Anonyrnous, 1991). Its toxic e/fects on nontarget organ
isms, especially zooplankton, have been reported, based on 
field collections and laboratory studies (Snell and Janssen, 
1995). Median lethal concenlration al 24 h of methyl para
Ihion for the rotifer B. calyciflorus has been found to vary 
from 29 mg L -1 (Fernandez-Casalderrey el al., 1992) to 
9 mg L - 1 (Sarma el al., 1998) depending on the source of 
test individuals. It has also been reported that the popula
tion growth of this species was improved at 6 x 106 cells 
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mi I or Chlordla \vht.:n cxposcd 10 sublethal cOIH.:c.:ntrations 
of methyl parathion compared to 0.75x 106 ceUs ml- I 

(Gama-Flores er a/., 1999). lt is not known whether the 
cosmopolitan rotifer species B. paru/us would behave in 
a similar way when exposed to methyl parathion. 

The aim of the present work was to study the population 
growth of B. paru/us exposed to dilferent concentrations of 
methyl parathion under varying densities of the microalga 
Ch/arel/a vu/garis. 

MATERIALS AND METHODS 

The cosmopolita n rotifer B. patu/us (O. F. MüUer) was 
used as the test species. This species was isolated from 
a local pond and mass-cultured in 40-L glass aquaria using 
the green alga C. vulgaris as the exclusive food at a density 
of about 2 x lO' ceUs mI -1 Every alternate day, the rotifers 
from the aquaria were transferred to fresh containers and 
fed the green alga at the same density. For mass cultures as 
well as for experiments, reconstituted hardwater was used as 
the medium (EPA medium) (Anonymous, 1985). The EPA 
medium was prepared by dissolving 96 mg NaHCO" 
60 mg CaSO" 60 mg MgSO., and 4 mg KCI in I L of 
distiUed water. C. vulgaris was mass-cultured using Bold 
Basal medium (Borowitzka and Borowitzka, 1988). For 
routine maintenance and for experiments, alga harvested 
during the log phase, centrifuged at 3000 rpm for 5 min, and 
resuspended in EPA medium was used. 

The pesticide methyl parathion (commercial grade, 
Bayer's product) was used as the toxican!. A stock solution 
of 1000 mg L - 1 was prepared using distiUed water. In order 
to choose appropriate toxicant concentrations for po pula
tion growth experiments, it became necessary to obtain 
median lethal concentration at 24 h of assay. For this, five 
concentrations of methyl parathion (2.5, 5.0, 10.0, 20.0, and 
40.0 mg L -1) were prepared through serial dilution from the 
stock solution using EPA medium. Since alga is essential for 
population growth studies, LC,o tests were conducted at 
two food den sities (1.5 and 3.0 x 106 ceUs ml- I ), which were 
within the range selected for final experiments. LC,o tests 
were conducted in 50-mI volume of the medium in lOO-mI 
containers. For each food density-toxicant combination, 
three replica tes were used. Thus, into each of the 36 test jars 
(= 2 food levels x 6 toxicant concentrations (including con
trol, with O mg L - 1 of methyl parathion) x 3 replicates} 
containing 50 mI medium with specified algal density and 
toxicant concentration, 100 neonates of B. patulus were 
introduced using a finely drawn Pasteur pipette under 
a stereomicroscope at 30 x magnification. After 24 ± 2h, the 
number of rotifers alive in each test jar was counted. The 
LC,o values were derived foUowing the probit method 
(Fin ley, 1971). 

Based on LC,o values, for population growth studies we 
selected seven toxicant concentrations viz. 0.16, 0.31, 0.62, 

1.25,2.5, 5.0, anJ 10 111g 1- l. A medium with CIr/ore!ltr alone 
and without toxicant acted as control. In order lO avoid 
possible detoxification of the pesticide by the alga in the 
absence of rotifers, every day just before the experiment, 
equal volumes of both the toxicant and Ch/orel/a were 
mixed, foUowing Rao and Sarma (1986). 

The rotifer population growth experiments were conduc
ted in 50-mI transparent jars containing 20 mI EPA me
dium. Four algal food densities were used, viz. 0.75, 1.5, 3.0, 
and 6.0 x lO' ceUs ml- l. For each food density and toxicant 
concentration, 4 replica tes were maintained. Thus, in all, 
128 test jars were used (= 4 food levels x 8 toxicant concen
trations including control x 4 replica tes). Into each of these 
containers, B. patu/us individuals were introduced (mixed 
age group) at an initial density or 5 individuals ml- l. The 
experiments were conducted in a static-renewal system, al 
25'C with continuous but dilfused Huorescent iUumination. 
The initial pH of the medium was 7.2. FoUowing inocula
tion, at every 24-h interval, the number of live rotifers was 
estimated using whole count or two to three aliquots of 
0.5-5 mI each. The test individuals were then filtered 
through a 40-llm mesh and transrerred to fresh EPA me
dium containing the appropriate toxicant-alga combina
tion. The experiments were terminated after 20 days when 
most test populations began to decline. 

From the data, the rate of population growth was cal
culated using the foUowing exponential equation: 

r = (lnN, - InN o}/t, 

where N o and N, are the initial and final population densit
ies respectively, and t is time in days. 

Varying data points were used along the growth curve to 
calculate the mean per replica te. In general, 4-6 data points 
were taken during the exponential phase or the population 
as documented in Dumont et al. (1995). 

RESULTS 

Based on a 24-h acute toxicity assay for methyl parathion, 
the LC,o values or B. patu/us were 8.8 and 10.7 mg L -1 

depending on the algal rood density (Table I). Data on the 
population growth studies revealed a significant elfect 
(P < 0.001, ANOVA) of both rood density and toxicant 
concentration on the maximum abundan ce, day at which 
maximum abundance was reached, and the rate or popula
tion increase per day (Table 2). Population growth curves or 
B. patu/us exhibited increasing abundance of rotirers with 
increasing rood availability but decreasing abundance with 
increasing concentration or methyl parathion (Figs. 1-4). At 
any toxicant concentration, an increase in rood density 
reduced the toxicity of methyl parathion to rotifers. For 
example, in rotirers exposed to as low as 0.16 mg L -1 of 
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TABLE 1 
Values of Median Lethal Concentration of Methyl Parathion 

for B. pa/u/us for 24 h Assay u"der Two Dilferent Algal Food 
Densities 

eh/orel/a density 
(xt06 cellsml- l ) 

1.5 
3.0 

Leso 24 h 
(mean ±standard error) 

8.85±0.07 
10.66 ± 0.1 J 

methyl parathion, at the lowest food density the maximum 
population was (mean ± standard error) 101 ± 9 individual s 
ml- 1, whieh was inereased to 400 ± 38 individuals ml- 1 at 
6 x 106 eeJls ml- 1 algal density. In eontrols the maximum 
rotifer density under the highest food level (6 x 106 eeJls 
ml- 1

) was 795±46 individuals ml- 1 (Fig. 5). 
The rate of population inerease per day (r) in eontrols 

varied from 0.22±0.01 to 0.34±0.01 depending on food 
density. Regardless of toxieant eoneentration, an inerease in 
food density resulted in an inerease in the r values (Fig. 6). 
Regardless of Chlorella density, methyl parathion at eon
eentrations of 1.25 mg L - 1 and above did not support 
rotifer growth and thus r values beeame negative. Beeause of 
the mitigating effeet of inereasing food density on the toxie
ity of methyl parathion, the interaetion of food density and 
toxicant concentration on r values was not significant 
(P > 0.05) (Table 2). 

TABLE 2 
Resuhs of Analysis of Variance (ANOVA) Performed on 

Selected Populalion Variables of B. pa/u/us Exposed lo Dilferent 
Concentralions of Melhyl Paralhion and Clrlorella vu/garis 

Source DF SS MS F 

Maximum population density 
Food density (A) J 24.1x104 8.0 X 104 96.5"· 
Toxican! level (B) 7 32.4 x 105 46.4 X 104 526.1"· 
Interaction (A x B) 21 67.5 x 104 3.2 X 104 33.7·" 
Error 96 8.0 x 104 834.7 

Day at maximum population density 
Food density (A) 3. 87.33 29.11 11.93··· 
Toxicant level (8) 7 6379.7 911.38 254.05"· 
Interaction (A x B) 21 163.72 7.8 2.80··· 
Error 96 234.25 2.44 

Rate of population ¡ncrease 
Food density (A) 3 0.253 0.08 11.08 .... • 
Toxicant level (B) 6 7.516 1.25 164.5S··· 
Interaction (A x B) 18 0.092 0.01 O.5Sn • 

Error 84 0.639 0.01 

Note. DF, degrees offreedom; SS, sum of squares; MS, mean square; F, 
F ratio. Highly significant .u P < 0.001; ns, nonsignificant. 
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FIG. 1. Population growth of Brachionus patulus in relation to differ
ent concentrations of methyl parathion under Chlorella density of 
0.75 x 106 cells ml- l. Presented are mean ± standard error based on four 
replieate recordings. 

DISCUSSION 

An LC,o value of B. patulus for any toxicant has not been 
published so faro The LC,o values of B. patulus for methyl 
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FIG.2. Population growth of B. patulus in relation to different coneen
tralions ofmethyl parathion under Chlorella density of 1.5 x 106 eells ml- 1. 

Presented are mean±standard error based on four replicate reeordings. 
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FIG.3. Population growth of B. patulus in relation lo different caneen. 
Iralians of methyl paralhion under Chlorella density of 3.0 x 106 cells rnl- l. 

Presented are mean ± standard error based on four replicatc recordings. 

parathion (8.8-10.7 mg L - ') recorded here were close to 
those of B. calyciflorus for the same toxicant (Sarma el al., 
1998). Halbach el al. (1983) were among the eartiest to 
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FIC.4. Population growth of B. patulus in relation lo differenl caneen
tratians ofmethyl parathion under Chlorel/a density of 6.0 x 106 cells ml- l. 

Presented are mean±slandard error based on four replicate recordings. 
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FIG.5. Rate of population increase per day (r) of B. patulus in relation 
to different concentrations of methyl parathion and Chlorella densities. 
Preseoted are mean ±standard error based 00 four replicate recordings. 
The r values using 5 and 10 mg L - I of the toxicant have nOI been included 
since there was no population growth. 

advocate the use of population dynamics to detect and 
quantify harmful effects of pesticides to rotifers. Following 
them, in recent times a number of works using rotifer popu
lation growth to detect the sublethal effects of pesticides 
have appeared (e.g., Janssen el al., 1994). Most of these 
studies, however, did not consider the positive effect of food 
density in reducing the effect oftoxicants on rotifers. Only in 
rare cases such data were presented. For example, Rao and 
Sarma (1990) have found that when food density was en
hanced from 1.5 x 106 cells ml- I to 3 x 106 cells ml-l, the 
rotifers were able to tolerate and reproduce at DDT concen
trations nearly double those at which the rolifers under low 
food density could. In the present study, if the increased 
food density had no effect on Ihe toxicity of methyl para
thion, then at any tested toxicant concentration, the popula
tion density of rotifers should have been similar regardless 
of food availability. But this did not happen. On the other 
hand, increase in the availability of food resulted in corre
spondingly higher abundance of rotifers at any given Con
centration of methyl parathion. This trend has al so been 
demonstrated for B. calyciflorus using endosulfan as the 
toxicant (Fernandez-Casalderrey el al., 1991). 

In this study, it was evident that LCso values were also 
dependent on the available food density. Thus, when the 
food density was 1.5 x 106 cells ml- I , the concentration of 
methyl parathion required to produce a 50% kili ofthe test 
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FIG.6. Maximum population density (individuals ml- 1) of B. patuJus 
in relalion to different concentrations of methyl parathion and Chlorella 
densities. Presentcd are mean ± standard error based 00 four replicate 
rccordings. The maximum populalion density values using 5 and 
10 mg L - 1 of Ihe toxican! ha ve 110t beeo included since lhere was no 
growth. 

rotifers was about 9-mg L - l. Wilh doubling of lhe available 
Ch/arella level, lhe Le,o shifled lo a higher level (about 
11 mg L -1), indicating a positive role of food density in 
reducing the toxicity of methyl parathion. Since long-term 
lests of populalion level elfects of toxicants were more 
pronounced than acule toxicity lests, population growth 
experiments were conducted using more food levels and 
toxicant concentrations. 

From Figs. 1-4, it is obvious thal population growth of 
B. patulus exposed to melhyl parathion, was significantly 
reduced campa red to controls. However, within the toxi
cant-stressed populations, those offered higher Chlarella 
den sities had a belter performance than those under lower 
food le veis. This may be due to possible detoxification of 
methyl parathion and/or higher availability food leading to 
increased consumption and thus betler resistance to the 
loxicant (Rao and Sarma, 1986). [ndependent offood levels, 
rotifers exposed lO methyl parathion at concenlrations 
higher Ihan half Ihe Le,o values did nol survive beyond 
1 week. This is in agreement wilh Halbach et al. (1983), who 
found lhat long-lerm studies of peslicide effects on popula
tion growth were more appropriate for delermining safe 
concentrations. 

The growth trends of B. patulus in controls were compa
rable to those of lhe olher members of lhe genus Brachianus 
for which dala were available (see Walz, 1993). The max
imum density (ca. 800 individuals ml- 1

) of B. patulus ob-

ser ved in lhis study al the highest food concentration has 
not been documented earlier. However, this density waS nol 
uncommon for many species of Brachionus with similar 
body size. Groeneweg and Schlueter (1981) .have reported 
densities as high as 580 individuals ml- I for B. rubens. The 
rates of population increase per day recorded here were 
within the range expected for Brachianus (Walz, 1993). They 
were, however, on the lower range for B. patulus, probably 
beca use of the differences in the initial inoculation densities 
used in this sludy and those of the others (Sarma and Rao, 
1990). The relation between lhe Le,o values and the rate of 
populalion increase has been documenled for a wide spec
trum of species (Roex et al., 2000). The current results are in 
agreement with this . 

CONCLUSION 

The toxicity of methyl parathion to B. patulus was depen
dent on the density of algal food in both acute and chronic 
toxicity tests. The maximal concentration of methyl para
lhion lhat produced population growth rates similar lo 
controls was 0.16 mg- 1

, which was nearly one-hundredth of 
lhe Leso value. 
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ABSTRACT 

In tbe present work, tbe combined impact of four concentrations (O, 
0.0625, 0.125, and 0.25 mgIL) of metbyl paratbion and !bree densities (0.5 x 
106, 1.0 X 106, and 2.0 x 106 cellslrnL) of tbe green alga Chlorella vulgaris on 
tbe population growtb of Euchlanis dilatata was studied. In general, regardless 
of tbe food level, an increase in tbe concentration of metbyl paratbion resulted in 
a significant reduction of the maximal population density and rate of population 
increase. The population growtb rate in tbe controls ranged from 0.248 to 0.298; 
rates were lower in the presence of the pesticide. At any.toxicant concentration, 
rotifers fed higher a1gal density showed significantly higher population growtb 
compared witb tbose at lower foed levels. An interaction between toxicant and 
foed level was evident on !he population growtb of E. dilatata. Results have 
been dischssed in light of tbe protective role of alga! density on tbe toxic ef-

I 
fects of insecticides on rotifers and tbe differences in susceptibility to toxicants 
between planktonic and liuoral rotifers . 
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INTRODUCTION 

Pesticides are important in crop protection and management. However, indis
criminate and excessive use may affect nontarget organisms. From the agricultural 
sector, due to runoff, a certain portion of the insectides applied reach waterbodies 
and affect aquatic organisms mainly plankton, which are important in tisheries man
agement (1-3). Rotifers are one ofthe dominant groups in freshwater zooplankton 
and their role in transferring energy from lower (phytoplankton, bacteria, etc.) to 
higher (fish larvae) trophie levels is widely appreeiated (4). 

Among pestieides, methyl parathion is used extensively in the agricultural sec
tor in Mexico (5). Its toxieity to rotifers of the genera Brachionus and Asplanchna 
has been documented with reference to median lethal eoncentration (LC50 24 h 
bioassay) (6), life table demography (7), prey-predator interactions (8), and popu
lation grawth (9). However, these studies have dealt with planktonic species. Nearly 
90% (total known rotifer species = 2000) of rotifer species are nonplanktonie (i.e., 
epiphytic, benthic or even epizoie) (lO). These species eould be more adversely 
affected than planktonie species if toxieants have a tendeney to seule. Therefore, 
responses of planktonic rotifers to toxieants. methyl parathion for instanee, eannot 
be extrapolated to nonplanktonic taxa. In general, there are few studies eoneeming 
the effeet of toxieants on periphytie and benthie rotifers eompared to planktonic 
species (1 1). Studies on the effects of toxicants to nonplanktonic rotifers are, thus, 
equally important to assess the health of aquatic ecosystems. 

Planktonic and nonplanktonic rotifers have different modes of reproduction. 
Planktonic rotifers carry eggs at the posterior end of the body, whereas benthie and 
epiphytie taxa deposit their eggs on a substratum (4). Euchlanis dilalala has been 
studied earlier with respect to its life table demography, population growth, physio
logical funetions, and egg deposition behavior (1 2-14). Due to their high sensitivity, 
in general, rotifers are widely used in eeotoxieological studies. They have also been 
included as bioassay organisms in aquatic toxicity tests by the American Society for 
Testing and Materials (15). Data on the ratifer toxieity tests are primarily eontined 
to the establishment of median lethal concentrations for a variety of substances, 
sueh as heavy metals, pesticides, and herbicides. These studies are neeessary but 
not suftieient for formulating no observed effeet eoncentration (NOEC), aimed at 
protecting aquatic eeosystems (16). In general, the NOEC is derived by multiply
ing the LC50 values by a factor that may vary from 0.1 to 0.01 and in rare cases 
up to 0.001 (I7). This procedure is generally followed when no data based on the 
ehronie toxicity tests are available. Beeause the NOEC is of derivative nature, in 
this process, the recommended safe eoneentration for a given toxieant is sometimes 
extremely low (although a mueh higher eoneentration may in faet have no effeet on 
a given sensitive species) and may cause to shut down an industry produeing the 
effluents. On the eontrary, higher eoneentrations of toxieants are permiued freely 
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10 pass into the water bodies from tbe industrial and agricultural sectors due to 
lack of data from the chronic toxieity tests. Thus, it is not surprising ¡hat most 
investigators recornmend carrying out bioassays under chronic toxicity tests ratber 
than using a derivative value (18). Under chronic toxicity bioassays, a variety of 
tests could be conducted, but the most commonly used approaehes for whieh end 
points are statistically testable are tbe numerical responses involving population 
growth studies and tbe life table demographie approaches (I9). Population growth 
studies are relatively easy to execute and only tbrough this approach can we assess 
the possible adaptation of test population to tbe toxicants because at any time all 
age groups, ranging from just hatched neonates to postrepreductive and senescent 
individual s oecur simultaneously. It is also from the population growth studies tbat 
we ean assess variables, su eh as maximal density reaehed by a species and tbe time 
needed to reaeh this abundanee (9). The aim of tbe present work was to study tbe 
effect of different concentrations of methyl paratbion on the population growth of 
tbe periphytie rotifer E. dilatata in relation to different levels of tbe green alga 
Ch/orella vu/garis. 

MATERIAL AND METHODS 

The rotifer E. dilatata was isolated from a local freshwater pond and was 
eultured in I-L beakers, using tbe green alga C. vu/garis as the exclusive food 
at a density of approximately Ixl 06 eells/mL. For mass culture as well as for 
experiments, moderate hardwater as the medium etber-isopentane-ethanol (EPA) 
was used (20). The EPA medium was prepared by dissolving 96 mg NaHC03, 
60 mg CaSO., 60 mg MgSO., and 4. mg KCl in 1 L of distilled water. Rotifers 
were ehanged every alternate day and a fresh quantity of C. vu/garis was added. 
Ch/orella was mass eultured in 2 l-eapaeity transparent bottles using Bold's basal 
medium (21). Algae in tbe log phase oftbeir growtb was eoncentrated by centrifug
ing at 3000 rpm for 5 min and was later resuspended in EPA medium. The density 
of algae was estimated using a haemocy!ometer. Based on preliminary experiments 
for population growth studies, we selected four toxicant eoncentrations ineluding 
control: viz. O (control), 0.0625, 0.125, and 0.25 mg!L. To avoid possible interae
tion of algae with pesticides in tbe absence of rotifers, every day just before tbe 
experiment, we mixed equal volumes ofboth tbe toxicant and Ch/ore/la following 
Rao and Sarma (22). 

The experiments were conducted in 50-mL transparentjars containing 20 mL 
EPA medium. Three algal foed densities viz., 0.5 x 106, 1.0 x 106, 2.0 x 106 

cells/mL were used. At each food density and toxicant concentration, 3 replicates 
were maintained. Thus, in all, 36 test jars (i.e., 3 food levels x 4 toxicant concen
trations, including control x 3 replicates) were used. Into each of these containers, 
were introduced 5 ind.lmL of E. dilatata of a mixed age group. The experiments 
were eonducted in a static renewal system, at 25'C with continuous but diffused 
ftuorescent illumination. The initial pH of tbe medium was 7.2. After inoculation, 
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at every 24-h interval, the number of live rotifers were estímated using whole count 
or two to three aliquots of 0.5-2 rnL each. The test individual s (incJuding eggs) 
were then filtered through a 50-llm mesh and transferred to fresh EPA medium 
comaining appropriate pesticide-alga combination. The experiments were termi
nated after 20 days by which time most test populations began tO decline. 

From the data, the rate of population growth was caJculated using the expo
nential equation: 

r = (In N, - In No)/t (1) 

where No and N, are the initial and final population densities respectively, and l is 
tbe time in days. 

Varying data poims along tbe growtb curve were used to calculate the mean 
per replicate. In general, 4--Q data points were taken during tbe exponential phase 
of tbe population. 

RESULTS AND DISCUSSION 

The numerical response of rotífers followed an expected trend of increas
ing abundance with increasing food density, which was, however, reduced in tbe 
presence of methyl parathion (Figs. 1-3). Thus, food density and methyl parathion 
concentration had a significam effect (p < 0.05, analysis ofvariance) on tbe maxi
mal population abundance and also the rate of population increase, The interaction 
of ehlarella level x toxicant concentration was also a significant effect on tbese 
variables (Tab. 1). The maximum population density obtained during this study was 
259 ± 7 ind.lrnL under the highest algalfood level in control (Fig. 4). The rate of 
population increase in controls varied from 0.248 to 0.298depending on the algal 
foodlevel (Fig. 5). 

Numerous studies on the population growth of planklOnic rotifers have in
dicated an increased population abundance with increasing food availability. For 
example, Dumom et al. (23) have shown a direct and linear relation between pop
ulation density of the rotifer Anuraeapsis fissa and Scenedesmus concentrations. 
This is also the case with predatory rotifers such as Asplanchna (24). In the present 
study, we used an epiphytic rotifer. Our data in controls broadly resemble those of 
King (12) who was among the earliest to study the population growth of E. dilatata 
using dfferent algal food den sities. Euchlanis in general is rareIy used in toxicity 
tests mainly due to lack of culture stability and nonplanktonic nature where eggs 
are deposited on the bonom. However, a good set of information is available on the 
general biology of this genus based on the laboratory studies (13). For example, 
Ejsmom-Karabin et al. (14) have shown that E. dilalata continues to grow beyond 
age at maturity. This implies that they continue to accumulate reserve energy de
spite faidy high costs of investiment for reprodution through production of a largo 
number of cJustered eggs (25). In our experimental containers, we noticed a largo 
number of smalJer-size individuals under toxicant treatmen!. 
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rabie 1. Resu]ts of Analysis of Variance Perfonned on lhe Rate of Population 
¡ncrease and Maximal Population Densüy in E. dilatata in Relation [Q Chloretla 
Density and Melhyl Parathion Concentration 

SOUTce of Variation dI SS MS F 

Rate of population ¡"crease 
Algal lood level (A) 2 0.091 0.05 29.41" 
Toxicant concencration (8) 3 0.579 0.193 113.5" 
Imeraclion (A x B) 6 0.027 0.0045 2.64' 
Error 24 0.041 0.0017 

Maximum population abundance 
Algal lood level (A) 2 41078 20539 111.8" 
Toxicant concentratio" (B) 3 253558.9 84519.64 460.2" 
lnteraction (A x B) 6 18451.06 3075.18 16.74" 
Error 24 4407.88 183.66 

"p < 0.001. 
'p <0.05. 

From lhe dala available in lilerature, melhyl paralhion is considered to be 
relalively more toxic lO zooplanklon lhan 10 phyloplankton (26,27). Its toxicily lO 
a variely of rotifers has also been documented [e.g., Brachionus calycifiorus (7,28) 
B. plicatilis (29), Asplanchna sieboldi (8), and B. patulus (30)]. The median lelhal 
concentration for lhese species varied from 9 to 29 mgIL. Brand! et al. (31), a1so 
using methyl parathion, have shown a much less Le50 (96 h bioassay) value for 
the mysid Neomysis mercedis (0.20 ¡;.gIL). From our previous experiments on lhe 
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Figure 4. Maximum population density of E. dilatara in relation to different concentrations of 
methyl para[hion and three levels of C. vu/garis. Shown are the mean ± standard error based on three 
replicare recordings. 
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three replicare recordings. 

effect of !his pesticide to planktonic rotifers, B. calyciflorus and B. patulus (9,30), 
we found !hat although the fomer could tolerate levels as high as 5 mgJL, the 
latter was suceptible to levels as low as 1.25 mgJL. From !his study we find that 
E. dilatata is susceptible to levels even lower, in !he range of 0.125-0.25 mgJL 
of melhyl paralhion. This warrants lhe use of several rotifer species in toxicity 
testing in arder to determine lhe MATClevels for pesticides finally reaching aquatic 
systems. 

Based on lhe life table demography of B. patulus, Rao'and Sarma (22) have 
shawn !hat the toxicity of DDT could be reduced by !he presence of algal food. 
Kluettgen et al. (32) have also shown !hat lhe toxicity of 3,4-dichloroaniline to 
!he cladocerans Daphnia magna and Ceriodaphnia quadrangula was significantly 
infiuenced by the green algae Scenedesmus subspicatus. In lhe present study too, 
an increase in the foad density resulted in a reduction of lhe toxic effect on lhe 
population abundance of E. dilatata. Thus, under 0.125 mgJL concentration of 
me!hyl para!hion and 0.5 x 106 cellslmL of foad density, rotifers were able to 
reach only 5 ± I ind./mL. Under sinúlar toxicant concentration when lhe algal 
foad density offered was 2.0 x 106 cellslmL, rotifers reached a peak density of 
79 ± 4 ind./mL (Fig. 4). Similar trends were also evident for lhe rate of population 
increase (Fig. 5). The positive rolé of algae in reducing !he effects of toxicants 
to rotifers has been interpreted variously. Some have attributed lhis to changes 
in the filtration rates (28), whereas olhers have explained it on lhe basis of lhe 
detoxification tendency of live algae on melhyl para!hion (33). In tbis study lhe 
observed pasitive role of algae in mitigating !he toxic effects of methyl para!hion 
could be a result of these factors. 
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CONCLUSION 

The data suggest that the periphytic rotifer E. dilatata is more sensitive to 
methyl parathion than the planktonic rotifers studied so faro There exists a possible 
imeraction of live Chlorella with methyl parathion in intluencing the population 
growth of E. dilatata. For establishing maximum acceptable pesticide levels, it is 
imponant to consider the relalive sensitivities of both planktonic and periphytic 
rotifer species. 
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