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Resumen

El aumento de la resistencia a los medicamentos en humanos y animales de granja ha
resultado en la aplicacion de dosis mas altas de antibidticos para tratar enfermedades
infecciosas. Entre los antibidticos, las tetraciclinas son ampliamente utilizadas y son los
derivados quimicos de la naftacenacarboxamida policiclica, con fuertes propiedades
antibacterianas. Aunque una parte sustancial de las tetraciclinas se degradan
rapidamente en la naturaleza debido a la accion bacteriana, algunos persisten en
diferentes formas en los cuerpos de agua y tienen contacto con organismos no obijetivo.
El zooplancton de agua dulce se compone de copépodos, claddceros vy rotiferos. Los
rotiferos son ampliamente utilizados como organismos de prueba en trabajos
ecotoxicolégicos debido a su relevancia ecoldgica, facil cultivo, sensibilidad, tiempo de
vida corto y altas tasas de reproduccion. Sin embargo, la mayoria de los trabajos
ecotoxicoldgicos en rotiferos estan sesgados hacia pesticidas y metales pesados, por
ello en el presente estudio se probo el efecto de tres concentraciones subletales de
tetraciclina de grado analitico sobre algunas variables demograficas de Brachionus
calyciflorus, Brachionus havanaensis y Plationus patulus especies de rotiferos de la
familia Brachionidae que habitan en cuerpos de agua dulce comunes en México.
Concentraciones nominales 5, 10, 20 mg/L, 7.5, 15, 30 mg/L y 1.25, 2.5, 5 mg/L
respectivamente fueron utilizadas con base en la CLso y la literatura. Se realizé cambio
de medio cada 24 h. en todos los experimentos, y los conteos se realizaron cada 24 h.
para el crecimiento poblacional y cada 12 h. en tabla de vida. Nuestros resultados
mostraron que habia una relacidon entre la concentracién de tetraciclina y las variables
de historia de vida de rotiferos. Se observa que al incrementar la concentracion de
tetraciclina en el medio, hubo un decremento en la densidad poblacional de los
rotiferos. En tabla de vida la supervivencia y reproduccién fueron adversamente
afectadas, ademas de otras variables de historia de vida lo que demuestra la toxicidad

del antibidtico.




Introduccién

Contaminacién del agua por contaminantes emergentes.

Un problema a nivel mundial es la alteracion de diversos sistemas de agua marinos y
dulceacuicolas por contaminantes emergentes, refiriéndose este término a los
compuestos de distinto origen y naturaleza quimica, cuya presencia no se considera
significativa en términos de distribucion y/o concentracion (Gil et al., 2012). Una de las
principales caracteristicas de los contaminantes emergentes es que no necesitan estar
constantemente en el ambiente para causar efectos negativos ya que sus tasas de
transformacion y remocion se compensan por la introduccién continua en el ambiente
(Barcelé y Lopez, 2007). Los contaminantes emergentes incluyen contaminantes
organicos, microcomponentes, cianotoxinas, pesticidas, herbicidas, productos de
desinfeccion, disruptores endocrinos, productos farmacéuticos y de cuidado personal
asi como una gran cantidad de otros compuestos (Tijani, Fatoba y Petrik, 2013). En la
actualidad las concentraciones de estas sustancias en el ambiente han incrementado,
generando preocupaciéon entre los ecotoxicologos (Murray et al., 2010). Se espera que
el numero de estos contaminantes incremente en aguas residuales tratadas y no

tratadas debido a la elevada densidad de la poblacién (Tijani et al., 2013).
Antibioticos

El incremento de la poblacion exige un gasto de recursos y el sector salud es uno de
ellos. Los antibidéticos son uno de los contaminantes emergentes que genera
preocupacion debido a su amplio uso y alto consumo a nivel mundial (Weng-Jing, Na y
Guang-Guo, 2018). Un antibidtico es un agente quimioterapéutico que inhibe o anula el
crecimiento de microorganismos como bacterias, hongos o protozoos (Kummerer,
2009) y estos se agrupan por su estructura quimica o mecanismo de accion. Kimmerer
(2009) sefiala que son un diverso grupo de quimicos que pueden dividirse en
subgrupos como beta lactamicos, quinolonas, tetraciclinas, macrélidos, sulfonamidas y
otros; ademas indica que frecuentemente son moléculas que pueden poseer diferentes

funciones.




Se estima que el consumo de antibidticos globalmente es de 100,000 a 200, 000
toneladas por ano (Marin-Morales et al., 2016). México es el segundo lugar en ventas
anuales (14.3%) en farmacias privadas del pais y también tiene el segundo mercado
farmacéutico mas grande (Secretaria de economia, 2013). La proyeccion realizada en
2013 indica que la produccion y consumo incrementaran en 2020. Ademas, previo a la
politica de restriccion de venta sin receta México era el pais latinoamericano con el
mayor consumo de antibidticos. Las penicilinas, seguidas por las tetraciclinas y las

quinolonas eran los mas consumidos (Ortiz-Islas, 2001).

En la mayoria de los paises la disposicién, prescripciéon, consumo y desecho son
inadecuados lo que conlleva al desecho directo e indirecto en cuerpos de agua o
también pueden encontrarse parcialmente metabolizados después de la excrecién de
humanos y animales (Halling-Sarensen et al., 1998). Dentro de los antibioticos, los mas
frecuentes y detectados en aguas superficiales y aguas residuales son sulfonamidas,
fluoroquinolonas, trimetoprim, clortetraciclina, eritromicina, lincomicina, oxitetraciclina,

roxitromicina, tirosina y tetraciclina (Esplugas et al., 2007).
Tetraciclinas

Las tetraciclinas (Figura 1) son agentes de amplio espectro que exhiben actividad
contra una amplia gama de bacterias gram-positivas y gram-negativas, organismos
atipicos como clamidias, micoplasmas, rickettsias y parasitos protozoarios (Rodriguez
et al., 1998). Las propiedades antimicrobianas favorables de estos agentes y la
ausencia de efectos secundarios adversos importantes han llevado a su uso extensivo
en la terapia de infecciones humanas y animales (Chopra y Roberts, 2001). Constituyen
una familia de productos naturales y semisintéticos derivados de diferentes especies de
Streptomyces spp. Actuan inhibiendo la sintesis de proteinas mediante la union a la
subunidad ribosomal 30S de las bacterias (Vicente y Pérez-Trallero, 2010). Entre las
vias de administracion la via oral es la mas usual con una absorcion del 75% vy
disminuye si tiene interaccion con alimentos, ademas en los pacientes que cuentan con
insuficiencia renal la vida media de la tetraciclina es substancialmente prolongada ya

que la via primaria de eliminacion es la renal (Smilack, 1999).
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Figura 1.- Estructura quimica de la tetraciclina

Vias de ingreso a cuerpos de agua

Los residuos de hospitales, acuacultura, ganaderia, aguas residuales domésticas y
excrecion de humanos o animales son las vias en las que los antibiéticos ingresan a los
cuerpos de agua, aguas subterraneas y que a largo plazo se encontraran en agua
potable como lo muestra la Figura 2. Muy poco se conoce acerca de la ocurrencia,
destino y riesgos asociados con la entrada de antibiéticos en el ambiente después de
ser usados en medicina humana y veterinaria y como promotores de crecimiento en
ganado (Kimmerer, 2003). Los niveles de concentracion varian en los cuerpos de
agua, Bolong y colaboradores (2009) indican que depende del consumo de
medicamentos en cada pais y/o regidn, patrones de uso, indices poblacionales e
indices potenciales de las plantas de tratamiento. Aunado a la introduccién continua de
estos compuestos a los cuerpos de agua otro factor a considerar es su complejidad
estructural. Rosal y colaboradores (2010) sefalan que dicha complejidad es atribuida a
sus propiedades fisicas y quimicas las cuales han contribuido a su distribucién
prevalente en el ambiente. En el ambiente, los farmacos pueden encontrarse en sus
presentaciones farmacéuticas originales, metabolizados o parcialmente metabolizados
(Houeto y colaboradores, 2012) Estos contaminantes generalmente se encuentran en
plantas de tratamiento de aguas residuales, sin embargo también se han encontrado en
agua superficiale, subterranea, potable e incluso hay presencia de cientos de productos

igual de dafinos en el agua de mar (Tijani et al., 2013).
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Figura 2. Rutas en las que los antibiéticos ingresan a los cuerpos de agua, modificado
(Kimmerer, 2003).

Plantas de tratamiento de aqguas residuales

Las plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR), tienen como objetivo eliminar
la mayor cantidad posible de contaminantes antes de su vertido, buscando que los
niveles de contaminacion que queden en los efluentes tratados cumplan los limites
legales existentes y puedan ser asimilados de forma natural por los cauces receptores,
todo esto a través de un conjunto de operaciones fisicas, biolégicas y quimicas
(CENTA, 2014). Sin embargo, actualmente no hay un adecuado y eficiente servicio de
tratamiento de aguas capaz de eliminar y degradar efectivamente los toxicos y
compuestos recalcitrantes de sustancias inofensivas como los antibiéticos (Gulkowska
et al., 2008). Teijon y colaboradores en 2010 sefialan que las plantas de tratamiento de
aguas residuales emplean métodos convencionales que no son eficientes, porque se ha
encontrado que varios compuestos persisten sin ninguna alteracién, aun después de
haber sido sometidos a un tratamiento terciario. La introduccion de agentes extrafos a
los cuerpos de agua conlleva a problemas de salud publica y ambiental afectando a los
organismos que habitan ahi, pues la contaminacion induce cambios en la funcién
biolégica de los sistemas acuaticos, en la estructura de las comunidades, y al propio
organismo, afectando su ciclo de vida, crecimiento y su condicién reproductiva (Batram
y Ballance, 1996).
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Dafo de antibidticos a organismos no objetivo

Debido a que las plantas de tratamiento de aguas residuales no son del todo efectivas,
estas sustancias tendran contacto directo con organismos que no son su objetivo, aqui
se incluyen vertebrados acuaticos como peces, anfibios, reptiles, plantas, macroalgas y
microalgas, asi como invertebrados del zooplancton como cladéceros, copépodos y
rotiferos afectando asi toda una red trofica. Por lo tanto, los antibidticos pueden tener
un riesgo potencial sobre la supervivencia y la historia de vida de los organismos. Los
efectos a corto y largo plazo no se han estudiado ampliamente entre los diferentes
grupos. Se han realizado algunos estudios contemplando diferentes clases de
antibidticos de uso veterinario como tetraciclina, sulfonamida, estreptomicina,
tirmetorpim, bacitracina, macrdélidos entre otros y de estos la mayoria se enfocan en
ensayos de toxicidad aguda como la Concentracién Letal Media (ClLso) o la
Concentracion Efectiva Media (CEso) donde solo se observan efectos adversos en un
tiempo reducido (Repetto y Sanz, 1995). Pocos estudios contemplan ensayos de
toxicidad cronica como crecimientos poblacionales o tablas de vida donde se pueden
observar los efectos en los organismos durante y después de la exposicién de alguna

sustancia durante el ciclo de vida de los organismos.

Rotiferos como modelo de estudio

Algunos organismos pueden proporcionar informacion de cambios fisicos y quimicos en
el agua, ya que a lo largo del tiempo revelan modificaciones en la composicion de la
comunidad (Laws, 1981). Los rotiferos son sensibles en campo y en los bioensayos,
son un grupo de invertebrados de tamano pequeio que van desde los 25 pm a los 2.5
mm de largo aproximadamente. Son acuaticos y semiacuaticos y comprenden
alrededor de 120 géneros y 2100 especies (Sarma y Nandini, 2017). Son organismos
insegmentados, pseudocelomados y poseen simetria bilateral, ademas su morfologia

es facilmente reconocible en tres regiones: corona, tronco y pie (Segers, 2002).

Entre los brachionidos las especies Brachionus calyciflorus y Brachionus plicatilis estan
aprobadas como organismos de pruebas toxicoldgicas por la Asociacion Americana de
Ensayos Materiales (ASTM, 2012) de acuerdo a los estandares internacionales

mundiales. En cambio, la Asociacién Estadounidense de Salud Publica (APHA, 1999)
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incluye ademas a Brachionus rubens y Plationus patulus como especies recomendadas
para este tipo de pruebas. Los rotiferos son utilizados en toxicologia ya que tienen
amplia distribucion y diversidad, altas tasas de eficiencia de consumo y asimilacion,
tasa metabdlica rapida, capacidad de crecer en aguas residuales, altas tasas de
reproduccién gracias a su reproduccion partenogenética, ciclo de vida breve (Figura 3)
y bajos costos en cultivo Sarma (2000). En la subclase monogononta el ciclo de vida es
haplodiploide con partenogénesis como fase dominante en la que hembras amicticas
producen huevos diploides por meiosis (King y Snell, 2016). La relacion huevo-hembra
propuesta por Edmonson (1965), indica el numero de huevos por hembra lo cual
permite medir las tasas de crecimiento de la poblacion y ayuda a predecir las
fluctuaciones en las poblaciones (Jiménez-Contreras et al., 2018) aunado a esto la
dinamica poblacional de los rotiferos esta bien caracterizada y es util para investigar los

principios ecoldgicos y demograficos (Rico-Martinez y colaboradores, 2016).
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Figura 3.- Ciclo de vida generalizado de rotiferos monogonontos. Tomado de King y
Snell (1977).
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Antecedentes
Pruebas agudas

Holten y colaboradores (1998) utilizaron siete agentes antibacteriales sobre tres
especies de algas. La toxicidad CEso con oxitetraciclina hidroclorada fue de 0.207 mg/L
para Microcystis aeruginosa la cual mostro mayor sensibilidad, 1.6 mg/L para

Selenastrum capricornutum y 4.5 mg /L con Rhodomonas salina.

Halling-Sarensen, (2000) evalud el efecto de ocho agentes antibacteriales, entre ellos la
tetraciclina y la clortetraciclina sobre Microcystis aeruginosa y Selenastrum
capricornutum, la toxicidad (valores de CEso, mg/L) fue de 0.09 en tetraciclina y 0.05 en
clortetraciclina para M. aeruginosa y de 2.2 en tetraciclina y 3.41 en clortetraciclina para
la especie de S. capricornutum. El autor menciona que M. aeruginosa, fue dos veces

mas sensible que S. capricornutum en relacidn a la supervivencia.

Isidori y colaboradores (2005) utilizaron seis antibiéticos sobre Vibrio fischeri,
Brachionus calyciflorus, Thamnocephalus platyurus, Daphnia magna, Ceriodaphnia
dubia y Danio rerio. Uno de los antibidticos, la oxitetraciclina mostro valores de CLso de

34.21 mg/L para B. calyciflorus, 22.64 mg/L para D. magna y 18.65 mg/L para C. dubia.

Pelaez (2015) probo el efecto de la tetraciclina sobre las especies Lemna minor y
Daphnia pulex en pruebas agudas con 25 mg/L y 50 mg/L respectivamente. Indicaron
que en Lemna minor la supervivencia se redujo respecto al control y ademas algunas
frondas estaban descoloridas y/o amarillas. Respecto a Daphnia pulex esta especie no

tuvo ningun sobreviviente en el tratamiento.

Havelkova y colaboradores (2016) utilizaron tres antibiéticos: penicilina G, vancomicina
y tetraciclina sobre el productor (Pseudokirchneriella subcapitata), el consumidor
(Daphnia magna) y el descomponedor (Vibrio fischeri). Ademas del colémbolo Folsomia
candida y la lombriz de tierra Eisenia fétida. Sefialan que la mayor toxicidad fue por

tetraciclina en el alga con CEso de 1.82 mg/L y la pulga de agua con CEso de 8.16 mg/L.

Hui-zhu y colaboradores (2008), estudiaron los efectos toxicos de la tetraciclina y
clortetraciclina sobre algunos organismos acuaticos (Daphnia magna, Danio rerio y

Carassius auratus). Las pruebas agudas de CLso, mg/L para D. rerio, C. auratus y D.
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magna con tetraciclina fueron de 322.8, 406.0 y 617.2 respectivamente. Con
clortetraciclina fue de 137.59 (ECs0), 61.15 y 34.68 (en ambos CLso). Tetraciclina tuvo
una toxicidad baja para estos organismos, pero la clortetraciclina tuvo una toxicidad

intermedia para D. rerio and C. auratus.

Freitas y colaboradores (2018) usaron cloranfenicol y oxitetraciclina para evaluar los
efectos a corto y largo plazo sobre Ceriodaphnia silvestrii. La CEso a 48 h fue de 26.19 y
17.08 mg/L respectivamente y la CEso a 7 dias tuvo valores de 0.27 y 0.30 mg/L y
mencionan que hubo efectos adversos sobre la movilidad, la reproduccion y la tasa de

crecimiento del claddcero.
Pruebas croénicas

Pomati y colaboradores (2004) utilizaron antibiéticos de uso comun como eritromicina,
ibuprofeno y tetraciclina sobre Synechocystis sp. y Lemna minor. Las concentraciones
utilizadas fueron 1, 10, 100 y 1000 ug /L para los tres antibidticos. La eritromicina redujo
el crecimiento de Synechocystis sp. en 15% en la concentracion mas baja y hasta 70 %
en la mas elevada. En L. minor se redujo solo en la mas elevada en 20%. El ibuprofeno
estimul6 el crecimiento de la cianobacteria en los primeros cinco dias, mientras que en
la lenteja de agua se redujo el crecimiento en la concentracion mas elevada en un 25%.
La tetraciclina inhibié el crecimiento de Synechocystis sp. en un 20 y 22% en las
concentraciones de 10 y 100 pg/L, mientras que en L. minor solo la concentraciéon de
1000 pg/L redujo el crecimiento. También determinaron que la exposicion a los tres
farmacos produjo la hormona del estrés, el acido abscisico (ABA), en L. minor, donde la

eritromicina y la tetraciclina fueron mas efectivas para promover la sintesis de ABA.

Wollenberger y colaboradores (2000) evaluaron el efecto de nueve antibioticos de uso
veterinario sobre Daphnia magna; entre ellos tetraciclina y oxitetraciclina. La toxicidad
aguda mostré valores CE10 en 48 h de 340 mg/L para tetraciclina en la cual no se
observo un efecto significativo en la supervivencia y en oxitetraciclina la CE1o fue de 100
mg/L y si observo un efecto significativo. Para la toxicidad cronica la concentracion
minima utilizada fue de 7.8 mg/L de ambos antibiéticos donde se observan efectos en la
fecundidad pues esta se reduce al igual que la supervivencia y donde se observa que la

pendiente incrementd en relacion a la concentracion del farmaco.
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Araujo y McNair (2007) evaluaron el efecto del hidrocloruro de tetraciclina, sulfato de
estreptomicina y tartrato de tilosina (cuatro concentraciones en un rango de 5.6-2000
mg L") individualmente y a nivel poblacional sobre Brachionus calyciflorus y Brachionus
plicatilis. Los resultados mostraron que B. calyciflorus mostré6 mayor sensibilidad al ser
expuesto a los farmacos. En ambas especies, la reproduccion se redujo al incrementar
la concentracion de hidrocloruro de tetraciclina y la supervivencia se vio adversamente
afectada en las dos concentraciones mas elevadas, 360 mg/L y 2000 mg/L. La
concentracion mas baja observada (LOEC) que tuvo un efecto significativo en B.

calyciflorus fue de 5.6 mg/L.

Kim y colaboradores (2012) probaron diferentes concentraciones de tetraciclina (0, 0.1,
0.2, 0.5, 1, 2, 5 y 10 mg/L) sobre Daphnia magna a través de generaciones, las
concentraciones menores a 10, no tuvieron diferencias significativas en la reproduccién
en comparacion con el control en todas las generaciones. El efecto de la tetraciclina

aumentd en las generaciones posteriores a FO.

El efecto del paracetamol y diclofenaco fue evaluado por Gonzalez-Pérez (2012) en el
crecimiento poblacional de Plationus patulus. Concluye que ambos antibidticos son
adversos en la supervivencia y reproduccion de ambos rotiferos a concentraciones

superiores a 16 mg/L en paracetamol y a 32 mg/L con diclofenaco.
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Justificacion

El consumo de antibidticos incrementa cada afio y el uso de estos farmacos es amplio
en medicina humana y veterinaria. El interés por parte del area médica sobre los
efectos en los organismos solo radica en humanos y mamiferos vertebrados que les
proporcionen informacion sobre la relacion dosis-respuesta. La tasa de degradacion de
tetraciclina es relativamente alta (9-12 h), sin embargo, su ingreso en los cuerpos de
agua es constante y no siempre se completa la degradacion persistiendo asi en el
ambiente en la forma original o transformada. Los efectos de estos sobre organismos
no objetivo son desconocidos y no se sabe que repercusion pueda tener a corto y largo
plazo. Los rotiferos se utilizan como modelo de estudio en ecotoxicologia por su amplia
distribucion, facil cultivo en laboratorio, altas tasas de reproduccién al igual que altas
densidades que brinden mayor significancia estadisticamente. Actualmente solo la
especie Brachionus calyciflorus y Brachionus plicatilis estan aprobadas como
organismos de pruebas toxicoldgicas por la Asociacion Americana de Ensayos
Materiales (ASTM) de acuerdo a los estandares internacionales mundiales por tal
motivo el utilizar especies nativas de la familia Brachionidae brindara una mejor
percepcion sobre el efecto que tendra el antibidtico en los organismos zooplancténicos
de los cuerpos de agua mexicanos. El impacto de un toxico se suele valorar mediante
dinamicas poblacionales de crecimiento o con tablas de historia de vida. Con las
primeras se tiene estimacion de la densidad maxima y el tiempo que tarda en
alcanzarla. Con la tabla se completan aspectos tales como promedio de vida,
esperanza de vida, tasa de reproduccion bruta, tasa de reproduccion neta, tiempo
generacional y tasa intrinseca de incremento poblacional dando una descripcion mas
completa de las respuestas de una cohorte al toxico. Los antibidticos son sustancias
xenobidticas que se hallan comunmente en los cuerpos de agua, por ello es importante

evaluar sus efectos sobre organismos sensibles como los rotiferos.
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Hipotesis
La tetraciclina, al ser inhibidor de la sintesis de proteinas en microorganismos, también
puede afectar negativamente a otros organismos mas pequenos, como los rotiferos en

el crecimiento de la poblacion y la demografia, de una manera dependiente de la

concentracion.
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Objetivo general

Analizar el efecto del antibidtico tetraciclina sobre variables demograficas de

Brachionus havanaensis, Brachionus calyciflorus y Plationus patulus.

Objetivos particulares

Determinar la concentracién letal media para cada especie expuesta a
tetraciclina.

Comparar las curvas de crecimiento poblacional asi como las graficas de
supervivencia y fecundidad de los rotiferos expuestos a diferentes
concentraciones de tetraciclina.

Evaluar la tasa de incremento poblacional, dia de abundancia maxima, densidad
poblacional maxima y relacion hembra huevo de los rotiferos expuestos al
antibidtico.

Evaluar el efecto de la tetraciclina sobre los parametros de promedio de vida,
esperanza de vida, tasa de reproduccion bruta, tasa de reproduccidén neta,
tiempo generacional, y tasa de incremento poblacional de las especies

expuestas las concentraciones de tetraciclina.
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Materiales y métodos
Aislamiento y cultivo de organismos

Las cepas de los rotiferos de la familia Brachionidae: Brachionus havanaensis
Rousselet, 1911, Brachionus calyciflorus Pallas, 1766 y Plationus patulus Muller (1786)
(Figura 4), fueron aislados del canal Cuemanco que se localiza en las inmediaciones
del Lago de Xochimilco con una malla de 50 um y se recolectd en recipientes de
plastico de 300 ml. Se trasladaron al laboratorio de Zoologia Acuatica de la Facultad de
Estudios Superiores Iztacala. Previo al experimento, se mantuvieron en condiciones de
laboratorio y se realizé un cultivo monoclonal a partir de una hembra partenogénica y se
mantuvieron en agua moderadamente dura (medio EPA), preparada con 60 mg de
CaSO04, 60 mg de MgSO4, 96 mg de NaHCOs y 4 mg de KCI por litro. El alga de
experimentacion Chlorella vulgaris cepa CL V-3, CICESE, Ensenada, México (Figura 5)
se cultivd en medio basal Bold en contenedores de 2 L agregando cada tres dias 0.5 g
de bicarbonato de sodio como fuente adicional de carbono con luz y aireacion
constante. Cuando llego a una densidad elevada se cosecho, fue sedimentada y
decantada para posteriormente ser resuspendida en agua destilada. Finalmente se
cuantifico en la camara de Neubauer y se administré a los organismos en densidades
de 0.5x10° céls./mL. Los rotiferos permanecieron en periodos de luz/obscuridad y

temperatura ambiente 20 + 2°C y el cambio de medio se realizé cada tres dias.

Figura 4.- Organismos utilizados en las pruebas agudas y cronicas. Brachionus

calyciflorus (izquierda), Brachionus havanaensis (centro) y Plationus patulus (derecha).
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Figura 5.- Alga utilizada en la experimentacion. Chlorella vulgaris. La concentracion de

alga utilizada en todos los tratamientos y el control fue de 0.5 x 106 células por mililitro.
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Figura 6.- Antibidtico de amplio espectro tetraciclina.

Prueba aguda

El antibiotico tetraciclina (Figura 6) se obtuvo a través de Sigma Aldrich (25 gr) con una
pureza de 298%. Posteriormente, se realizé una solucion stock de 200 mg/L y se
realizaron las diluciones correspondientes a partir de la solucion stock para obtener las
concentraciones a utilizar en la prueba aguda de concentracion letal media (CLs,): 25,
50, 75 y 100 mg/L para B. calyciflorus, 100, 125, 150, 175 y 200 mg/L para B.
havanaensis y 12.5, 25, 50, 75 y 100 mg/L para P. patulus. La prueba aguda tuvo una
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duracion de 24 h donde se afadieron 20 ml de las concentraciones seleccionadas vy
para control medio EPA sin alimento, se anadieron 20 neonatos, al final del lapso se
procedié con los conteos, se realizaron los calculos para obtener en analisis probit y
con base en el valor se selecciond la concentracidon donde murié el 50% de los

organismos.
Prueba crénica

De acuerdo con lo obtenido en la CLso de la prueba aguda, se seleccionaron las
concentraciones nominales que fueron utilizadas en las pruebas crénicas, que
incluyeron crecimiento poblacional y tabla de vida. Para todos los tratamientos
incluyendo el control se realizaron cuatro réplicas. Se utilizaron contenedores de 50 mL
de capacidad con un volumen total de 20 mL que contenian medio EPA vy las
concentraciones seleccionadas de tetraciclina (5, 10 y 20 mg/L para B. calyciflorus, 7.5,
15 y 30 mg/L para B. havanaensis y 1.25, 2.5 y 5 mg/L para P. patulus, la densidad
inicial fue de 1 ind/mL (20 neonatos) adicionando 0.5x108 céls./mL de C. vulgaris Los
conteos y cambio de medio se realizaron diariamente durante un periodo de 24 dias
para crecimiento poblacional. La tasa de incremento poblacional (r) se obtuvo utilizando
la ecuacion exponencial de Krebs (1985):

_ lnNt - lnNO
_f

r

Donde:

No= densidad de la poblacion inicial

Nt= densidad de la poblacion después del tiempo
t= tiempo en dias

Respecto a tabla de vida se realizaron conteos cada doce horas, cambio de medio
diario y la duracion fue hasta que el ultimo individuo de la cohorte murié. Se calcularon

los siguientes parametros de tabla de vida con la ecuacion de Krebs (1985).

Supervivencia:
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nx
Ix

- Ne° inicial de individuos
Fecundidad:

N° de individuos producidos

nx

Promedio de vida:

Esperanza de vida:

Tasa de reproduccion bruta:

Tasa de reproduccion neta:

Tiempo generacional:

Tasa de incremento poblacional (r):

o)

Z e ™*lm, =1

x=0

Donde Ix es la probabilidad de que un individuo sobreviva a una clase de edad dada,
mx es la fecundidad especifica de edad y Ro es el nuUmero de descendencia promedio

por hembra.
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En ambos experimentos las condiciones experimentales contemplaron temperatura 20 *

2°C, pH~7.5, luz continua y difusa.
Analisis estadistico

La concentracion letal cincuenta se obtuvo a partir del modelo Probit. Se obtuvo el valor
en el que murié el cincuenta por ciento de los organismos, ademas del limite inferior y
limite superior. Se grafic6 modificando los valores de las concentraciones en logaritmo
base 10 y se realiz6 una regresion lineal para obtener la significancia estadistica y la

ecuacion de la curva.

El analisis estadistico para crecimiento poblacional se realizé colocando los datos en
bruto en una matriz, obteniendo el promedio, desviacién y error estandar, al obtenerlos
se grafico el crecimiento en funciéon del tiempo, ademas se obtuvo la tasa de
crecimiento poblacional, dia de abundancia maxima y densidad maxima a los cuales se
les aplico un analisis de varianza (ANDEVA) de una via para observar las diferencias
significativas entre tratamientos. Se obtuvo la relacién huevo-hembra y se grafico
contrastandola con la densidad poblacional y para obtener la significancia estadistica se

realizd una regresion lineal para obtener la ecuacion de la curva.

En relacion a la tabla de vida, de los datos en bruto se obtuvo el promedio, desviacion y
error estandar y se grafico la supervivencia y fecundidad en funcion al tiempo en el
programa Sigma Plot. Se colocaron los datos de las variables en una matriz para
obtener los datos de promedio de vida, esperanza de vida, tasa de reproduccion bruta,
tasa de reproduccion neta, tiempo generacional, y tasa de incremento poblacional de
acuerdo a las formulas antes mencionadas. Ademas, se obtuvo la relacidn entre
promedio de vida y tiempo generacional a la cual se le aplico un analisis de regresion
lineal y asi observar la significancia estadistica. Un analisis de varianza (ANDEVA) de
una via se efectué para observar las diferencias significativas en cada una de las

variables demograficas.
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Resultados
Concentracion letal media

La concentracion letal media de las tres especies se muestra en la Figura 7. Se observa
el valor de la LCso, limite inferior y superior. Los valores obtenidos difieren entre si, y el
valor mas alto lo present6 B. havanaensis con 147.96 mg/L, seguido de B. calyciflorus
con 77.07 mg/L y P. patulus con 30.01 mg/L. Con esto se puede inferir que P. patulus

es mas sensible al farmaco.
Crecimiento poblacional

El crecimiento poblacional de las tres especies de brachionidos increment6 a lo largo
del tiempo, sin embargo, la cantidad de individuos por mililitro se ve afectada en los
tratamientos en los que se utilizé el antibidtico por lo cual se observé un crecimiento
deficiente dentro de los primeros dias (Fig. 8). Independientemente del aumento en la
concentracion del toxico tuvo un efecto adverso en el crecimiento del rotifero. En
general, la concentracion del antibiotico superior a 5 mg/L para B. calyciflorus, 15 mg/L
para B. havanaensis y 2.5 mg/L para P. patulus resulté en un menor crecimiento de la
poblacion en comparacién con los controles. Los patrones de crecimiento de la
poblacién de las especies de rotiferos probados mostraron una curva sigmoidea tipica
donde la poblacién tuvo una fase de retraso inicial, seguida de una fase exponencial
rapida y finalmente un estado de retraso donde los individuos se mantuvieron en una

densidad particular o comenzaron a disminuir en abundancia.

El efecto del farmaco sobre los rotiferos tratados es evidente desde la menor
concentracion por ejemplo en B. calyciflorus en la concentracion mas baja se reduce la
densidad final hasta en un 82%. En la especie B. havanaensis en un 31% y finalmente
en P. patulus decrecié un 27% denotando con ello que las concentraciones menores

tienen un efecto negativo adverso.

Dos de tres caracteristicas del crecimiento de la poblacion tuvieron un efecto
significativo dependiendo de la concentracion del antibidtico. Estos fueron: la
abundancia de poblacién maxima (Fig. 9) y la tasa de aumento de la poblacion (Fig.

10). El dia de maxima densidad de poblacion para las tres especies de rotiferos
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analizados no difirid significativamente (p>0.05, ANDEVA) (Fig. 11) cuando estuvo

expuesto a las diferentes concentraciones de tetraciclina.
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Figura 7.-Concentracion letal media. Se observa la tendencia y el valor CL50 con limite

inferior y superior.
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Figura 8.- Crecimiento poblacional de los rotiferos B. calyciflorus, B. havanaensis y P.
patulus expuesto al antibidético de uso comun tetraciclina. Los valores indican el

promedio * el error promedio de tres repeticiones.
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La evaluacion estadistica incluyd comparaciones multiples entre los tratamientos con
diferentes concentraciones del antibiético y los controles para cada una de las tres
especies de rotiferos el cual mostré tendencias variables, dependiendo la especie y la
variable considerada. Para la variable de la densidad maxima de B. calyciflorus el
control fue significativamente mayor que los tratamientos con antibidtico, sin embargo,
dentro de los tratamientos de antibidticos no hubo diferencias significativas (p>0.05,
ANDEVA). Por otro lado, para B. havanaensis y P. patulus las diferencias dentro los

tratamientos y con el control fueron significativas.

Con respecto a la tasa de incremento poblacional hubo diferencias significativas entre el
control y los tratamientos en las tres especies (p<0.05, ANDEVA), sin embargo, para B.
calyciflorus y B. havanaensis las dos primeras concentraciones probadas no tuvieron
diferencias significativas entre si. En comparacion P. patulus no tuvo diferencias
significativas en la concentracion de 2.5 mg/L con la concentracion de 1.25 y 5mg/L,

pero todas fueron diferentes significativamente comparado con el control.

La relacion entre huevos y hembras de B. calyciflorus en el control y en los tratamientos
con el antibidtico se muestra en la Figura 12 en donde se puede observar que en el
control esta relacion fue negativa y significativa (p<0.05, ANDEVA), en la concentracién
del antibidtico (5 mg/L) fue negativa y no significativa, sin embargo, cuando aumenta la

concentracion esta relacion fue positiva y significativa.

Cuando los datos sobre la relacion diaria de huevos (huevos/hembra) de B.
havanaensis se presentaron en funcion de la densidad de poblacion, hubo una relacion
inversa entre estas dos variables (Fig. 13). Sin embargo, la relacién fue significativa
(p<0.05, ANDEVA) para el control y dos tratamientos con antibiético (7.5 y 15 mg/L).
Para la mas alta concentracion de tetraciclina (30 mg/L), la relacion no fue significativa.

La relacion entre huevos/ hembras con la densidad poblacional de P. patulus fue
negativa y significativa (p<0.05, ANDEVA) en el control y los tratamientos de tetraciclina
(1.25, 2.5y 5 mg/L) (Fig. 14).
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Figura 9.- Densidad poblacional maxima de los rotiferos Brachionus calyciflorus,
Brachionus havanaensis y Plationus patulus expuestos a diferentes concentraciones
tetraciclina. Los valores muestran el promedio de tres repeticiones y las letras las

diferencias entre los tratamientos a través del analisis post hoc de Tukey.
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Figura 10.- Tasa intrinseca de incremento poblacional de los rotiferos Brachionus

calyciflorus, Brachionus havanaensis y Plationus patulus expuestos a diferentes

concentraciones tetraciclina. Los valores muestran el promedio de tres repeticiones y

las letras las diferencias entre los tratamientos a través del analisis post hoc de Tukey.
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Figura 11.- Dia de abundancia maxima de los rotiferos Brachionus calyciflorus,

Brachionus havanaensis y Plationus patulus expuestos a diferentes concentraciones

tetraciclina. Los valores muestran el promedio de tres repeticiones y las letras las

diferencias entre los tratamientos a través del analisis post hoc de Tukey.
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Tabla de vida

En la tabla de vida la supervivencia (Fig. 15) de los controles muestra una curva de tipo
| donde en general, las tres especies mostraron patrones tipicos de curva rectangular
donde habia poca mortalidad durante los primeros 7-10 dias y luego la mortalidad
incrementd con el aumento de la edad de la poblacidon de la cohorte. En los
tratamientos es visible que mientras incrementa la concentracion del farmaco la forma

de la curva se pierde acentuando la pendiente, lo que indica mayor mortandad.

En relacién con la fecundidad, los controles de B. calyciflorus y P. patulus tienen una
tendencia de reproduccion constante y similar dentro de los dias 5 a 22, mientras que
en B. havanaensis la reproduccion presentd un pico en la produccion de descendientes
de los dias 4 a 10 (Fig. 16). La misma tendencia fue presentada en los tratamientos con
antibiotico, sin embargo, con incremento en la concentracion hubo una disminucion de
numero de descendientes por dia. También la duracion del periodo reproductivo
disminuy6 con el incremento de tetraciclina ya que los testigos de las tres especies
presentan mayor produccion de individuos de los dias 5 a 21 y en los tratamientos es
variable por especie y concentracion, ya que presentan una reduccion en la fecundidad
en relacion al tiempo y a los descendientes producidos e incluso en las concentraciones

mas elevadas esta disminuye hasta mas del 50%.

Independientemente de la concentracion del antibidtico el numero de descendientes
producidos por dia de B. calyciflorus (alrededor 1 huevo/hembra) fue significativamente
menor que en B. havanaensis (alrededor 2.5 huevo/hembra) o P. patulus (alrededor de
1.5 huevos/hembra). Es importante sefalar que aunque todas las especies se
expusieron a concentraciones del antibidtico en todos los tratamientos hubo una
reproduccién diaria aunque baja y en ningun caso hubo cesién completa de la

reproduccion.
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B. calyciflorus B. havananensis P. patulus
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Figura 15.- Curvas de supervivencia de las tres especies de brachionidos expuestos a
distintas concentraciones del antibidtico tetraciclina. Los valores indican el promedio +

el error promedio de tres repeticiones.
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Figura 16.- Curvas de fecundidad de las tres especies de brachionidos expuestos a

tetraciclina. Los valores indican el promedio % el error promedio de tres repeticiones.
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Variables de historia de vida

Los datos sobre las variables de historia de vida seleccionadas, derivadas del estudio
de la tabla de vida, de las tres especies de rotiferos expuestos a diferentes
concentraciones de antibidticos se muestran en las Figuras 17, 18 y 19. Para B.
calyciflorus el promedio de vida y esperanza de vida varié entre 7 y 17 dias
dependiendo la concentracion del antibiotico y generalmente estas variables mostraron
una tendencia de decremento con el aumento en la concentracion de tetraciclina y con
diferencias significativas respecto al control. Entre tratamientos la concentracién de 5y
10 mg/L no fueron diferentes estadisticamente (p>0.05, ANDEVA).

La tasa de reproduccion bruta de B. calyciflorus vari6 entre 1 y 9
huevos/hembra/duracion de vida, dependiendo la concentracién de antibidtico en el
medio. También hubo un decremento en la tasa de reproduccion bruta con el
incremento de la concentracion del antibiotico en el medio. Estadisticamente la tasa de
reproduccién bruta en el control fue significativamente distinta a los tratamientos y entre
tratamientos (p<0.05, ANDEVA).

La tasa de reproduccidon neta de B. calyciflorus varié de 0 a 7 huevos/hembra/duracion
de vida, dependiendo de la concentracidén de tetraciclina en el medio. Como en la tasa
de reproduccion bruta, en esta variable también se observa un decremento en el
numero de descendientes con el incremento del antibidtico. El analisis estadistico de
comparaciones multiples indico que hubo diferencias entre los tratamientos y el control
(p<0.05, ANDEVA).

Con respecto al tiempo generacional de B. calyciflorus esta variable varié entre 6 y 11
dias dependiendo la concentracion de antibidtico. Estadisticamente en la mas alta
concentracion (20 mg/L) del antibiotico disminuy6 significativamente (p<0.05, ANDEVA)

el tiempo generacional comparando con el testigo.

La tasa de incremento poblacional de B. calyciflorus vari6 de 0 a 0.3 por dia
dependiendo la concentracion. Hubo diferencias significativas (p<0.05, ANDEVA) entre
tratamientos y control. Las concentraciones de 5y 10 mg/L no tuvieron diferencias entre

Si.
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Brachionus calyciflorus
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Figura 17.- Variables de tabla de vida de Brachionus calyciflorus expuesto a distintas

concentraciones tetraciclina. Los valores muestran el promedio de tres repeticiones y

las letras las diferencias entre los tratamientos a través del analisis post hoc de Tukey.
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Brachionus havanaensis tuvo un promedio de vida entre 9 y 15 dias donde mostraron
diferencias significativas (p<0.05, ANDEVA) en el promedio de vida respecto a los
tratamientos, pero entre tratamientos solo hay diferencias significativas entre la
concentracion mas elevada y la mas baja. La tendencia fue similar en esperanza de

vida donde los valores fueron entre los 8 y 15 dias.

La tasa de reproduccion bruta del rotifero varié entre 12 y 26 huevos/hembra/duracion
de vida y presenta una disminucion al incrementar la concentracion, por lo cual existen
diferencias significativas (p<0.05, ANDEVA) entre el control y los tratamientos. Entre
tratamientos la primera y segunda concentracion fueron similares, por lo cual solo hubo

diferencias entre la concentracion mas elevada y la mas baja.

La tasa de reproduccion neta presenté valores de 5 a 17 huevos/hembra/duracion de
vida, existen diferencias significativas entre el control y las concentraciones probadas
(p<0.05, ANDEVA), pero entre tratamientos solo hay diferencia significativa entre la

concentracion mas elevada y la mas baja.

Respecto al tiempo generacional de B. havanaensis, se observaron diferencias entre el
control y las dos primeras concentraciones (p>0.05, ANDEVA), sin embargo, entre

tratamientos todos fueron similares. Los valores presentados fueron de 7 a 9 dias.

En la tasa intrinseca de incremento poblacional se ve esclarecido el efecto de la
tetraciclina sobre B. havanaensis pues este tiene diferencias significativas respecto al
control y entre tratamientos. Ademas, es claro que conforme aumenta la concentracién
disminuyen los valores de r-dia’' pues todos los tratamientos fueron significativos
(p<0.05, ANDEVA) con valores entre 0.2 y 0.5.
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Figura 18.- Variables de tabla de vida de Brachionus havanaensis expuesto a distintas

concentraciones tetraciclina. Los valores muestran el promedio de tres repeticiones y

las letras las diferencias entre los tratamientos a través del analisis post hoc de Tukey.
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Los dias de promedio de vida de la especie P. patulus oscilaron entre 8 y 22 dias
mientras que para la esperanza de vida estos valores fueron de entre 7 y 21 dias. En
ambos, el control tiene diferencias significativas (p<0.05, ANDEVA) con los tratamientos
a los que se les anadié el farmaco y entre tratamientos hay diferencias entre la

concentracion mas alta y las dos mas bajas (7.5 y 15 mg/L).

En P. patulus la tasa de reproduccion bruta tuvo diferencias significativas entre el
control y los tratamientos (p<0.05, ANDEVA), sin embargo, los tratamientos fueron
similares. La tasa de reproducciéon bruta tuvo valores de 16 a 23

huevos/hembra/duracién de vida.

La tasa de reproduccion neta presentd valores en un rango de 5 a 19
huevos/hembra/duracién de vida. Respecto al control hubo diferencias significativas
(p<0.05, ANDEVA) y entre tratamientos las dos primeras fueron similares, pero fueron

diferentes a la concentracion de 5 mg/L.

El tiempo generacional de P. patulus se estimé de entre 10 y 14 dias. Aqui cabe sefialar
que el control solo presenté diferencias con la segunda y tercera concentracion (p<0.05,
ANDEVA). Entre tratamientos solo la mas alta tuvo diferencias significativas contra las

otras dos concentraciones de antibidtico.

En la tasa intrinseca de incremento poblacional los valores de r-dia que van de 0.1 a
0.4 disminuyeron cuando se incrementd la concentracion del farmaco y ademas
existieron diferencias significativas entre el control y los tratamientos (p<0.05,
ANDEVA); entre tratamientos las diferencias se presentan en la concentracidn mas

elevada (5mg/L y las dos mas bajas (1.25y 2.25 mg/L).
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Plationus patulus
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Figura 19.- Variables de tabla de vida de Plationus patulus expuesto a distintas
concentraciones tetraciclina. Los valores muestran el promedio de tres repeticiones y

las letras las diferencias entre los tratamientos a través del analisis post hoc de Tukey.
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Se obtuvo la relacion entre promedio de vida y tiempo generacional por especie de
rotiferos seleccionados. Se observd una relacién positiva entre promedio de vida y
tiempo generacional, sin embargo, la pendiente de la regresién varié6 dependiendo la
concentracion de tetraciclina. En la Figura 20 se observa que los valores del tiempo
generacional en los testigos son aproximadamente la mitad del promedio de vida. Por
ejemplo, con B. calyciflorus la proporcion del control es de 1.7, en cambio los
tratamientos difieren, pues con 5 mg/L present6 un valor de 1.22, el de 10 mg/L tuvo

1.26 y la concentracion mas elevada de 20 mg/L un valor de 1.22.

La relacion entre promedio de vida y tiempo generacional de B. havanaensis muestra el
valor en el control de 1.65, mientras que en los tratamientos la relacién es de 1.54 para
7.5 mg/L; 1.2 en 15 mg/L y 1.29 en la mayor concentracion de 30 mg/L en las cuales

también se observa que se pierde la proporcion.

En P. patulus la relacién entre promedio de vida y tiempo generacional tuvo el valor de
1.63 en el control. En los tratamientos presenté valores de 1.4 en la concentracion de
1.25 mg/L; 1.29 en 2.5 mg/L y 0.81 para la concentracibn mas elevada de 5 mgl/L,
donde la conclusion es la misma que para las otras dos especies ya que se pierde la

relacion.

En general la relacion entre promedio de vida y tiempo generacional entre especies es
similar en cuanto a tendencia, y se observa una pérdida de la relaciéon en todos los

tratamientos a los que se les aplico la tetraciclina.
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Discusion

La ocurrencia de xenobidticos en cuerpos de agua ha incrementado, muchas de estas
sustancias son farmacos y los efectos que tienen en los organismos aun son
desconocidos. El potencial toxico de antibidticos sobre invertebrados acuaticos esta aun
pobremente comprendido y a menudo es polémico (Contardo-Jara et al., 2011). En
general muchos estudios son dirigidos en relacion a los compuestos con limites
permisibles estipulados en cada pais, por ejemplo, en México esta regulacion esta
establecida por la Norma Oficial Mexicana 001 (NOM-001-SEMARNAT-1996) e indica
los limites permisibles en mg/L de solidos suspendidos totales, demanda quimica y
bioquimica de oxigeno, fosforo, nitrégeno y de algunos pocos metales, por ello muchos
estudios van dirigidos hacia dichos contaminantes. La norma no indica los limites de
otros compuestos de relevancia como pesticidas, productos de cuidado personal o
farmacos, aunque se sabe que existe un alto consumo anual de ellos. Los estudios
realizados con tetraciclina o sus derivados son dirigidos a vertebrados mamiferos para
evaluar el efecto dosis-respuesta en veterinaria y medicina dejando de lado a los
organismos acuaticos. Los estudios publicados de tetraciclina sobre organismos
acuaticos implican estudios individuales generalmente agudos para evaluar la calidad
del agua (Rico-Martinez et al., 2016). En los estudios crénicos en la mayoria de los

casos se evalua unicamente el crecimiento poblacional o tabla de vida.

El estudio de toxicologia con rotiferos esta ya estandarizado por la Asociacion
Americana de Ensayos Materiales (AAEM, en inglés ASTM), donde se incluyen como
organismos de prueba a B. plicatilis y B. calyciflorus. El primer organismo es de agua
salada por lo cual su distribucién en el pais es reducida a las costas y aunque el
segundo si se halla en cuerpos de agua dulce y cuenta con una amplia distribucion, el
ingresar mas rotiferos a la lista aprobada de la ASTM incrementaria la comprension de
los efectos de contaminantes al zooplancton. La Asociaciéon Estadounidense de Salud
Publica (APHA) incluye ademas la estandarizacion de la técnica para P. patulus en la
cual muchos estudios se han basado para probar los efectos de sustancias como
metales sobre rotiferos (Sarma et al., 2008). Brachionus havanaensis es un rotifero de

importancia en los cuerpos de agua nacionales debido a que tiene una amplia
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distribucion y también es sensible como otros rotiferos brachionidos. Ademas, siendo
pequeia, esta especie alcanza abundancias mucho mas altas en comparacion con
otras Brachionus spp. en condiciones comparables (Pavon-Meza et al. 2004). Estudios
recientes demuestran que esta especie tiene una tendencia invasiva (Sarma et al.
2019). Por lo tanto, el uso de esta especie en bioensayos también tiene aplicaciones

desde el punto de vista de la perspectiva global.

La LCso es una prueba muy utilizada en estudios toxicologicos, nuestros resultados
indicaron LCso diferentes para cada especie ya que B. havanaensis tuvo la mas elevada
(147.96 mg/L.), seguida de Brachionus calyciflorus (77.07 mg/L) y P. patulus (24.11
mg/L). El estudio previo de Isidori (2005) mostro una LCso de 34.21 mg/L para
Brachionus calyciflorus, de 22.64 mg/L para Daphnia magna y de 10.65 mg/L para D.
pulex con oxitetraciclina observando mayor sensibilidad para cladoceros. En cambio,
autores como Hui-zhu (2008) hallaron concentraciones mas elevadas en Daphnia
magna ya que obtuvieron concentraciones superiores a 300 mg/L en la CLso con
tetraciclina y superiores a 100 mg/L con oxitetraciclina. Algunos estudios también se
han enfocado a algas verdes y cianobacterias como el estudio de Holten (1998) en el
cual la CEso tuvo valores de 0.207 mg/L para M. aeruginosa, 1.6 mg/L para S.
capricornotum y 4.25 mg/L para R. salina. Es importante mencionar que el autor indica
que ambos grupos presentan alta sensibilidad e incluso presenta un poco mas el grupo
de las cianobacterias ya que tienen estructura similar al de las bacterias. Estos estudios
agudos nos brindan una perspectiva de los efectos inmediatos de un téxico sobre los
organismos probados sin embargo las concentraciones utilizadas siempre son mucho
mas elevadas que las que se hallan en los cuerpos de agua, es por ello que nuestro

estudio contemplo ademas el efecto crénico del antibiético.

En este trabajo la densidad poblacional de B. calyciflorus alcanzo los 80 ind/ml parecido
a lo que reporta Pavon y colaboradores (2001) ya que ellos obtuvieron 55 ind/ml y (r -
0.5) a la misma concentracion de alimento. La densidad poblacional de B. havanaensis
alcanzdé un maximo de 212 ind/ml, esto se asemeja a lo que reporto Pavon y

colaboradores (2004) pues el estudio del rotifero a una concentracién de alimento
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(1x108 céls/ml) y a temperatura de 20°C tuvo densidades de superiores a 200 ind/ml y (r
> 0.20) e indican que incluso pueden tener densidades mas elevadas a mayor
concentracion de alimento. P. patulus alcanzo 22 ind/ml y varia un poco respecto los
resultados de Sarma y Rao (1990) ya que los autores reportaron 50-60 ind/ml y (r -~
0.12 por dia) a una temperatura de 25°C y el doble de alimento. Estos valores indican
que los controles tuvieron caracteristicas similares a las reportadas con anterioridad en
la literatura con pequefas variaciones. Sin embargo se observa que en los tratamientos
a los que se les aplico la tetraciclina disminuyeron en densidad respecto a los controles

y también se redujo la tasa intrinseca de incremento de la poblacion.

En la literatura no se ha probado el efecto de la tetraciclina o sus derivados sobre
crecimientos poblacionales sobre rotiferos; sin embargo, Gonzalez- Pérez (2012) utilizo
analgésicos como paracetamol y diclofenaco sobre P. patulus sus resultados arrojaron
que el paracetamol tuvo un efecto adverso a concentraciones de 16 y 32 mg/L y el
diclofenaco a 12.5 y 25 mg/L ya que ambos redujeron la densidad y la r por dia. La
densidad poblacional de acuerdo con Gama-flores y colaboradores (2009) se reduce
bajo condiciones de estrés, por lo tanto, se infiere que las poblaciones tratadas con
tetraciclina también sufrieron estrés por parte del toxico y por ende la densidad y la r por
dia disminuyo. Otro estudio de crecimiento poblacional evaluado en distintas
generaciones fue realizado por Kim y colaboradores (2012). Ellos probaron el efecto de
la tetraciclina sobre el crecimiento poblacional del cladécero Daphnia magna y sus
descendientes donde se utilizaron concentraciones de 0-10 mg/L durante un periodo de
21 dias. En el estudio la poblacion empezé a crecer en diferentes dias dependiendo de
la generacion (Fo, F1, F2 y F3) y la concentracion, pero se observo relacion sinérgica
pues a mayor concentracion y generacion disminuye el crecimiento poblacional, con
afectaciones similares en el aspecto reproductivo. Este trabajo de D. magna muestra
valores de la tasa de incremento poblacional de 0 a 0.43 r dia™! siendo el testigo quien
presenta la tasa mas alta y se reduce en los tratamientos y aun mas en las siguientes
generaciones, mostrando asi que puede haber efectos multigeneracionales. En el
presente trabajo, aunque no se evalué el efecto del antibidtico a través de las

generaciones, el efecto adverso de la tetraciclina fue evidente en la primera y unica
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generacion debido a la sensibilidad de los rotiferos, o que indica que es suficiente

evaluar una generacion para observar la toxicidad.

Los resultados particulares de nuestro estudio muestran una relacién inversa en la
proporcion de huevos y densidad de hembras en Brachionus calyciflorus solo en el
testigo y la concentracién mas baja. En comparacion, las especies de B. havanaensis y
P. patulus tuvieron una relacién inversa para los controles y todos los tratamientos, lo
cual es equiparable a lo ya discutido por Sarma y colaboradores (2005), ya que indican
que existe una relacién inversa entre la densidad de poblacion y proporcion de huevos,
lo que implica que bajo condiciones limitantes, se canaliza menos energia hacia la
produccion de huevos. La discrepancia de la relacion en las concentraciones de 10 y 20
mg/L en la especie B. calyciflorus (la cual tuvo una relacion positiva) puede deberse a
que la densidad poblacional fue baja hasta ese punto pues comparado con el control
que tuvo 79 ind/ml, la densidad poblacional fue de 11 ind/ml en la concentracion de 10
mg/L y de 4 ind/ml en la concentracion de 20 mg/L, lo que sugiere que la poblacion

crecia lentamente.

Los efectos cronicos evaluados en tablas de vida utilizando derivados de tetraciclina
han sido realizados por Araujo y McNair (2007) donde utilizaron el hidruro de tetraciclina
sobre B. plicatilis y B. calyciflorus. La concentracion mas baja utilizada fue de 5.6 mg/L
y el efecto no fue significativo en la reduccion de la supervivencia, pero si disminuyeron
la reproduccién. Los autores indican que B. calyciflorus fue mas sensible que el rotifero
de agua salada y ademas argumentan que existen diferentes respuestas entre especies
e incluso entre cepas de la misma especie a toxicos. Esto posiblemente es también el
caso de nuestro estudio donde empleamos tres especies de rotiferos con diferentes
tamanos corporales. En la literatura parece no haber correlacién entre el tamano
corporal del rotifero y su sensibilidad a los toxicos. En este trabajo, B. havanaensis es el
mas pequefio de todos, mientras que B. calyciflorus fue el mas grande. Wollenberger y
colaboradores (2000) evaluaron el efecto de la tetraciclina y de la oxitetracilina sobre la
tabla de vida de Daphnia magna ellos observaron reduccién de la reproduccion desde

la concentracion mas baja (5mg/L) con ambos derivados de tetraciclina. Las variables
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de historia de vida también fueron afectadas adversamente. Brachionus calyciflorus
tuvo diferencias significativas en la mayoria de las variables comparadas con el control
a excepcion de la concentracidon de 5mg/L pues solo tuvo diferencias significativas
(p<0.05, ANDEVA) en los parametros de tasa de reproducciéon neta y tasa de
incremento poblacional. Brachionus havanaensis si tuvo diferencias en el control
contrastado con todos los tratamientos (p<0.05, ANDEVA) y P. patulus también tuvo
diferencias significativas en la mayoria de las variables comparado con el control a
excepcion de la concentracion de 1.25 mg/L donde un parametro no fue significativo
(p>0.05, ANDEVA). El tiempo generacional en los controles es aproximadamente la
mitad del promedio de vida por lo cual al dividirse debe tener un valor aproximado al 2,
de acuerdo a la hipotesis establecida por King (1982). En este trabajo se obtuvo la
relacion siguiente: B. calyciflorus (1.7), B. havanaensis (1.65) y P. patulus (1.63). En los
resultados se menciond que conforme incrementd la concentraciéon en el medio esta
relacion iba descendiendo, esta es una evidencia mas del efecto negativo del antibiético

sobre los rotiferos.

El efecto de farmaco en este trabajo pudo haber actuado en tres formas, la primera a
través de la microalga ya que pudo haber afectado la calidad del alimento, la segunda a
través del medio ya que el antibiético pudo ingresar cuando los rotiferos lo filtraban y la
tercera seria considerando el efecto de ambos. Teniendo en cuenta que el alga es mas
resistente que los rotiferos es posible que el efecto de tetraciclina sobre el alga y a su
vez sobre rotiferos no sea necesariamente significativo. En general, el efecto del
antibiético sobre los parametros a nivel de poblacién de las tres especies de rotiferos
indicé algunas conclusiones interesantes: cuando se compara la densidad de la
poblacién de los controles con el nivel mas alto de tetraciclina, B. calyciflorus fue
mayormente afectado (>90%), mientras que P. patulus fue menos afectado (50%) y
significativamente mas bajo. La tasa de aumento de la poblacién en los tratamientos
con el nivel mas alto de antibidticos se redujo en aproximadamente un 70% para B.
calyciflorus y aproximadamente un 30% para las otras dos especies de rotiferos en
condiciones comparables. Los parametros de la historia de vida obtenidos del estudio

también indicaron el efecto adverso del antibidtico en las especies de rotiferos
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analizados. En comparacion con los controles, el tratamiento con la concentracion mas
alta del antibidtico redujo significativamente las tasas reproductivas brutas y netas, asi
como la tasa de aumento de la poblacién de B. calyciflorus (30-125%). El efecto fue
menor pero aun significativamente adverso (27-35%) para los otros dos rotiferos en
condiciones de prueba comparables. Sin embargo, las variables de supervivencia
(promedio de vida y esperanza de vida) de P. patulus fueron mas sensibles al nivel mas
alto del antibiético (con una reduccién de hasta> 60% en comparacion con los

controles) que B. calyciflorus y B. havanaensis.

Los datos de concentraciones de tetraciclina detectadas en los cuerpos de agua en
México y a nivel mundial aun son escasos y variables. En Canada se reportan
superiores a 2 ug/L (Deblonde et al., 2011), en Estados Unidos de 0.15 ug/L (Lindsey
et al. 2001), La clortetraciclina se reporta en cantidades cercanas a 0.5 ug/L en Estados
Unidos, 0.9 ug/L en Reino Unido, oxitetraciclina 1.34 ug/L en Estados Unidos, 0.5 en
Reino Unido y 71.7 en Inglaterra (Boxall et al., 2004). El unico estudio realizado en
México donde se detectaron diversos contaminantes entre ellos la tetraciclina fue el que
realizaron Robledo y colaboradores (2017) en una planta de tratamiento de aguas
residuales de Morelia, Michoacan donde la tetraciclina fue detectada en afluentes en
un rango de 2.2 — 160.2 pg/L y una frecuencia de 92.3% y en efluentes en un rango de
2.7 -119.4 pg/L y una frecuencia del 84.6%. Por otro lado como en 2010 la tetraciclina
fue uno de los antibiéticos mas consumidos, antes de la politica de venta sin receta, se

presume que puede hallarse en concentraciones elevadas.

Debido a los riesgos potenciales del antibidtico se sugieren estudios actuales donde se
reporten las concentraciones e incidencia de la tetraciclina en los cuerpos de agua y
estudios cronicos en diferentes modelos biolégicos ya que pueden ser candidatos a una
regulacion futura. Este estudio también demuestra la necesidad de utilizar especies no
objetivo como los rotiferos para organismos de bioensayo. Los datos obtenidos de
dicho estudio seran utiles para establecer criterios de calidad del agua para proteger

nuestros cuerpos de agua.

50




Conclusiones

La concentracion letal media indicé que el rotifero P. patulus fue mas sensible a la

tetraciclina con un valor de 30.01 mg/L a 24 h.

Al incrementar las concentraciones del antibidtico tetraciclina en el medio, se observd
una disminucion significativa en la densidad poblacional y tasa intrinseca de crecimiento
poblacional en las tres especies de rotiferos. El crecimiento poblacional fue afectado

adversamente en las tres especies siendo el efecto mas visible en B. calyciflorus.

El dia de abundancia maxima fue similar en las tres especies (dia 23 y 24) y no tuvo
afectacion por el farmaco. La densidad poblacional maxima en cambio disminuyé

conforme se incrementd la concentracion del antibidtico.

En la tabla de vida la supervivencia se redujo conforme se incrementd la concentracion
del farmaco en el medio y la fecundidad tuvo una tendencia similar, pues se redujo el

periodo reproductivo y la cantidad de individuos producidos.

Las variables de la tabla de vida de B. calyciflorus disminuyeron en comparacion con el
testigo, existen diferencias significativas con las concentraciones de 10 y 20 mg/L. En la
concentracion mas baja solo se afectoé la tasa de reproducciéon neta y la tasa intrinseca
de incremento poblacional. Lo que indica que las afectaciones comienzan en la
reproduccién y supervivencia pero a mayores concentraciones el farmaco puede afectar

otras variables importantes en la historia de vida del rotifero.

En B. havanaensis la tabla de vida mostré diferencias entre el control y todos los
tratamientos para la mayoria de las variables, excepto el tiempo generacional donde se
observa que no hubo diferencias significativas entre el control y la concentracién mas
elevada por lo cual el tiempo generacional se acelerd en las concentraciones mas bajas

pero fue similar al del control.

La tabla de vida de P. patulus también presentd diferencias significativas entre el control
y los tratamientos. Los tratamientos de la variable de tasa de reproduccién bruta no
tuvieron diferencias significativas entre si, lo que sugiere que todas las hembras

tuvieron un promedio de progenie similar en su ciclo de vida.
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