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Resumen

Los florecimientos algales nocivos de cianobacterias (CianoFANSs) tienen efectos adversos
sobre miembros del zooplancton debido a la produccion de cianotoxinas, alterando asi, las
redes troficas de los sistemas acuaticos. Para dimensionar esos dafios se utiliza al cladocero
Daphnia magna, la cual ha sido utilizada ampliamente en los ensayos ecotoxicoldgicos sin
embargo se cuestiona su uso en aguas tropicales donde su presencia de forma natural es
nula. Por lo tanto, es esencial buscar alternativas con organismos aislados de sistemas
epicontinentales tropicales y subtropicales que permitan un diagndstico adecuado. Es asi
que se evaluo la sensibilidad de tres especies nativas (Daphnia laevis, Ceriodaphnia dubia y
Simocephalus vetulus), y como especie de referencia a D. magna ante el efecto de

diferentes proporciones de un extracto crudo de cianobacterias.

De las muestras de florecimientos cianobacteriales del Lago de Zumpango, Edo. Mex
colectados en el mes de febrero del 2022, se obtuvo un extracto crudo a través de cinco
ciclos de Congelacién/Descongelacion/Sonicacion a 20 MHz. Los extractos se mantuvieron
en congelacion hasta su uso en los bioensayos. Se evaluo la concentracion de equivalentes
de microcistina-LR disueltas mediante el Kit inmunologico de ELISA. La muestra de campo
estuvo dominada por Planktothrix cf. agardhii con una densidad de 1.16x106 ind ml'. Se
desarrollaron pruebas agudas (CLso) y crénicas (Tabla de Vida). La concentracion letal media
para D. magna fue de 17.83% (1.79 pg L") a 24 horas y 6.92% (0.69 pg L") para S. vetulus,
esta ultima fue la especie mas sensible. Se concluye la importancia de usar especies nativas

para el monitoreo y analisis de sistemas acuaticos con problemas por CianoFANS.




Introduccién
Las cianobacterias son microorganismos fotosintéticos que subsisten en diversos entornos

terrestres y acuaticos, son responsables de crear una atmésfera de oxigeno respirable desde
hace mas de 3500 millones de arios, proporcionando la primera capa de ozono en el planeta
(Briand et al., 2003; Schopf, 2012). En general, la mayoria de los géneros de cianobacterias
se desarrollan en sistemas acuaticos como lagos, estanques y ecosistemas marinos, donde
representan una parte importante de los productores primarios (Moss, 2018). La presencia
de cianobacterias esta aumentando, sin embargo, la diversidad de los productores primarios
ha disminuido en el ultimo siglo (Boyce et al., 2010). Sin embargo, por su amplia historia
evolutiva, las cianobacterias han colonizado diversos nichos ecoldgicos, por ejemplo,
algunas especies pueden llegar a vivir en condiciones extremas como en el circulo polar

Artico y Antartico o en las regiones ecuatoriales extremadamente célidas (Tang et al., 1997).

Existe una gran diversidad morfolégica de cianobacterias, entre ellas esféricas, ovoides,
cilindricas, asi como presentar formas multicelulares, coloniales y filamentosas, estas
caracteristicas hacen que sean dificiles de identificar. La clasificacion taxondmica de las
cianobacterias a lo largo de los afios se ha ido modificando en diferentes estudios a través
de la historia, debido a que presentan diversas caracteristicas que se deben considerar para
su identificacion, como rasgos morfolégicos, andlisis filogenéticos moleculares, caracteres

ecofisiologicos, bioquimicos y ecoldgicos (Komarek, 2010).

Mediante un enfoque polifasico moderno que incluye la secuenciacion del gen 16S rADN.
Actualmente se reconocen las familias heteréclitas (presencia de heterocito): Nostocaceae,
Hapalosiphonaceae,  Fischerellaceae,  Nostochopsidaceae,  Chlorogloeopsidaceae,
Tolypothrichaceae, Rivulariaceae, Microchaetaceae, Coleospermaceae,
Simphyonemataceae y Scytonemataceae. Por otro lado, algunos géneros de cianobacterias
filamentosas sin heterocistos definidos: Cyanobium, Halothece, Anathece, Gloeobacter,

Nodosilinea, Oculatella, Willmottia, Synechococcus, entre otros (Komarek, 2014).

Las cianobacterias presentan reproduccion asexual, principalmente por division celular; a su

vez, existen especies que forman filamentos, talos pluricelulares o colonias que pueden




dividirse por fragmentacion. Otras especies forman hormogonios que son distintos
segmentos de tricomas que, al separarse, actuaran en la reproduccidn, originando un nuevo
organismo (Komarek & Johansen, 2014). Algunas especies se pueden diferenciar por células
especializadas como los heterdcitos (especializada en fijacion de nitrégeno) y los acinetos
que les permiten sobrevivir cuando se enfrentan a condiciones estresantes como periodos
de sequia (Briand et al., 2003).

Diversas especies tienen la capacidad de desarrollar vesiculas de gas que les permite
mantener una flotabilidad positiva, que es una ventaja cuando la tasa de mezcla vertical de la
columna de agua es relativamente baja (Whitton, 2012). Entre los macronutrientes
necesarios para el crecimiento de las cianobacterias se encuentra el fosforo (P) y el
nitrogeno (N), en los sistemas enriquecidos con ambos nutrientes, las relaciones N:P pueden
ser altas, llegando a presentarse en exceso y asi favoreciendo la formacion de los
florecimientos, especialmente por géneros no fijadores de N2 (Paerl & Fulton, 2006). Las
cianobacterias que tienen la capacidad de fijar nitrégeno atmosférico (N2) por medio de una
estructura llamada heterocisto, sintetizan la enzima nitrogenasa, que les confiere una ventaja

competitiva cuando las concentraciones combinadas de nitrégeno son bajas (Whitton, 2012).

En diversos sistemas acuaticos, algunas especies de cianobacterias llegan a constituir gran
parte de la biomasa fitoplancténica, especialmente durante el verano, formando con
frecuencia fendmenos de crecimiento masivo denominados como florecimientos de algas
nocivos “CianoFANs” (en inglés: blooms o scums) (Sevrin-Reyssac & Pletikosic, 1990; Ger et
al., 2014). Un CianoFAN es caracterizado por la dominancia de unas cuantas especies de
cianobacterias, representando mas del 80% de la biomasa total entre los productores

primarios (Humbert & Fastner, 2017).

Las cantidades, proporciones y composicion quimica de las diversas fuentes de N y P estan
relacionadas con la composicion, magnitud y duracién de los florecimientos en los sistemas
acuaticos. Sin embargo, existen otros factores adicionales que son importantes en la
determinacion de la composicion de los CianoFANs y su biomasa; la disponibilidad de

materia organica, la atenuacion de la luz, la descarga de agua dulce, las tasas de descarga




(tiempo de residencia) y la estabilidad de la columna de agua (Paerl, 2008; Paerl & Otten,
2013).

Las cargas de N y P excesivas por las modificaciones antropogénicas (agricultura, aguas
residuales, la industria, etc.), aceleran el proceso de eutrofizacién y promueven los
florecimientos de cianobacterias en los ecosistemas marinos y de agua dulce (Elmgren &
Larsson, 2001). La eutrofizacion antropogénica, se presenta como un incremento en la
concentracion de nutrientes introducidos a un sistema acuatico, originados principalmente
por intervencion humana, que aumenta la concentracion de compuestos nitrogenados y
fosfatados, lo cual, favorece la abundancia de cianobacterias, causando impactos
ecologicos, sanitarios y economicos en diferentes sectores publicos (Ledesma et al., 2013).
Los cambios que se han presentado a través de los ultimos afios se deben al incremento en
la aplicacién de fertilizantes con gran cantidad de compuestos nitrogenados, escorrentias
fluviales, desechos humanos y la deposicién atmosférica, cada uno de ellos contiene
diversas concentraciones de estos compuestos inorganicos, que a su vez, conduce a altas
cargas en cuerpos de agua que presentaban un estado oligotrofico (nutrientes escasos) y

transformandolos en sistemas eutréficos (Paerl, 1997; Boyer et al., 2006; Paerl, 2017).

Ademas, otro factor que favorece a las cianobacterias es el incremento térmico, estas
alcanzan una tasa de replicacion muy alta con temperaturas muy calidas, en un rango de 25
a 35°C, favoreciendo a los géneros formadores de CianoFANs superficiales (Butterwick et
al., 2005; Reynolds, 2006). El calentamiento global, los niveles altos de didxido de carbono
atmosférico (CO2) y el cambio climatico global han aumentado a través de los afios y por
consecuencia modificado las redes tréficas de los sistemas acuaticos en el mundo,

favoreciendo la intensidad y duracion de estos (Ullah, et al., 2018).

10




Cianotoxinas
Existen diversas especies de cianobacterias que tienen la capacidad de producir metabolitos

secundarios que pueden ser toxicos para diferentes organismos vivos que se encuentren en
contacto directo con plantas, el zooplancton, peces, mamiferos entre ellos los seres
humanos y asi modificando gravemente las redes tréficas donde se encuentran (Merel, et al.,
2013; SvirCev, et al., 2017). Entre estos metabolitos se incluyen péptidos ciclicos como las
Microcistinas y las Nodularias; entre los alcaloides se encuentran la Anatoxina-a, Anatoxina-
a(S), Cilindrospermopsina, Saxitoxinas, Aplysiatoxinas y la Lyngbyatoxina. Recientemente,
se han descrito amino&cidos no proteicos como el Beta-metilamino-L alanina (BMAA) y una

gran variedad de Lipopolisacaridos (Moosova et al., 2019; Sazdova et al., 2022).

Entre los principales géneros productores de cianotoxinas en los sistemas acuaticos
destacan Microcystis, Nostoc, Cylindrospermopsis, Nodularia, Umezakia, Anabaena,
Oscillatoria, ~ Raphidiopsis, Lyngbya, Planktothrix, ~Aphanizomenon,  Cuspidothrix,
Dolichospermum,  Aphanizomenon,  Phormidium,  Anabaenopsis,  Leptolyngbya,

Synechococcus (Carmichael, 2001; Huisman et al.,2018)

Actualmente no se tiene un estudio exacto sobre el motivo por el que las cianobacterias
producen estas toxinas, pero existen experimentos donde se ha destacado que su
biosintesis es influenciada por distintas concentraciones de nitrogeno y fdsforo, son
importantes para la regulacion de la transcripcion de ciertos genes promotores de los
metabolitos secundarios como las mcy para las microcistinas, la salinidad, la baja
concentracién de hierro (nutrientes y metales traza), la intensidad de luz, el pH y la
temperatura (Neilan, et al., 2013). También, las cianotoxinas podrian funcionar como
elementos disuasorios contra el pastoreo, una clara adaptacion coevolutiva entre las

cianobacterias y el zooplancton (Jiang, et al., 2016).

Entre las cianotoxinas mas estudiadas destacan las microcistinas-LR que su exposicion tiene
un efecto de alto riesgo en los mamiferos incluyendo los humanos, inhiben las proteinas
fostasas, (PP1- PP2B, PP4 y PP6) lo que ocasiona la formacion de tumoraciones o dafios

asociados al sistema hepatico, con sintomas de intoxicacion relacionados a gastroenteritis,
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necrosis, cancer primario hepatico que finalmente podria concluir en la muerte de los
organismos expuestos (Fontanillo & Kohn 2018), es por eso que la Organizacion Mundial de
la Salud ha establecido un valor guia de 1 ug L' para fuentes de abastecimiento de agua
potable (Chorus & Bar 1991).

Se ha relacionado la biomasa de las cianobacterias con la concentracién de microcistinas
que un florecimiento puede producir; sin embargo, recientes investigaciones han demostrado
que su biosintesis esta mas relacionada en los genes implicados en su produccion (mcy). La
presencia 0 ausencia de este cluster genético es una herramienta para discriminar entre

cepas con potencial toxico y de aquellas que no lo son (Salmazo et al., 2016)

Zooplancton
El zooplancton forma parte de las redes alimentarias acuaticas, debido a su gran abundancia

y funciones vitales en el ecosistema, estos organismos proporcionan la via principal para la
transferencia de energia desde los productores primarios hasta los consumidores en niveles
tréficos superiores (Moss, 2018). Los organismos del zooplancton, (rotiferos, claddceros,
copépodos, etc.), son el principal alimento de diversos organismos acuaticos como los
peces, principalmente durante las etapas iniciales de su ciclo de vida debido a su tamafio y
alta calidad nutricional (Lampert & Sommer, 2007). Es un grupo muy diverso y por lo tanto
realizan diferentes funciones (transferencia energética de los productores primarios y

secundarios a los productores terciarios en las redes troficas) en los sitios donde habitan.

Los claddceros son un componente importante en las cadenas tréficas acuaticas y debido a
su sensibilidad han sido utilizados para evaluar la interaccidén entre el zooplancton y las
cianobacterias (Ger et al, 2016). Tienen un comportamiento relativamente simple y es
susceptible de manipulacién experimental y mediciones automatizadas, esto hace que sea
mas facil investigar los impactos potenciales de las cianotoxinas que intervienen en su
desarrollo natural de una manera mas practica en comparacion con niveles tréficos mas altos
(Richardson, 2008).

Los CianoFANSs llegan a dominar los ecosistemas de agua dulce, ya que son resistentes al

pastoreo de los organismos zooplanctdnicos (De Bernardi & Giussani, 1990). El zooplancton
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es un acumulador eficiente de cianotoxinas a lo largo de la cadena alimentaria, (Ferréo-Filho,
et al, 2002), pero esto presenta algunas desventajas para los organismos, pues se
presentan algunos puntos importantes con el problema de la idoneidad de las cianobacterias
como alimento; el primero es la interferencia mecanica; la filtraciéon se ve afectada por las
distintas formas que presentan las cianobacterias (colonias, filamentosas, etc.) y las
cianotoxinas para los organismos (De Bernardi & Giussani, 1990), ademas, el mecanismo de
toxicidad depende también de cada una de las especies expuestas, aun cuando sean del

mismo género (Asselman, et al., 2014).

Diversas agencias ambientales han desarrollado protocolos especificos usando a Daphnia
magna como centinela del efecto deletéreo de diversos contaminantes (Versteeg et al,
1997). En la norma mexicana (NMX-AA-087-SCFI-2010) para la evaluacién de toxicidad
aguda se establece el uso de Daphnia magna y dicromato de potasio como toxico de
referencia para la medicion en aguas y en sustancias solubles en agua en cuerpos de agua
dulce, aguas residuales industriales y municipales. Sin embargo, la Comisién Nacional del
Agua (CONAGUA) recomiendan usar en ensayos de toxicidad especies nativas de la zona
de valoracién. Debido a que proporciona una imagen mas precisa del riesgo ecoldgico y
reduce la expansién de especies exoticas potencialmente invasoras (Mendoza-Cantu et al.,
2007; Lopes et al., 2011).

Las pruebas toxicologicas agudas se basan en la mortalidad de los organismos expuestos a
lo largo de un periodo de tiempo (usualmente 24 o 48 h), con la finalidad de determinar la
concentracion que altera a la mitad de los organismos sometidos (OECD, 2004; Herrera et
al., 2015). Por otro lado, las pruebas crénicas evaluan el efecto subletal durante un periodo
de tiempo mayor (10 y 20% de la historia de vida de un organismo) a lo largo de la historia
de vida. La duracion de vida de una especie se puede estudiar mediante experimentos de
tabla de vida o crecimiento poblacional, ambos registran las variaciones demograficas
relacionadas a los cambios en la supervivencia y la fecundidad; sin embargo, el primero de
estos experimentos no esta sometido a la presion por competencia intraespecifica. Su uso

en ecotoxicologia permite valorar el efecto de numerosos estresores ambientales sobre los
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organismos, y conocer si existen efectos negativos, sinérgicos, asi como la forma de

compensarlos (Allan, 1976; Sarma & Nandini, 2006).

Antecedentes
Antoniou et al. (2005) realizaron una revision sobre las toxinas que generan las

cianobacterias y los efectos adversos que pueden causar a los cuerpos de agua, las toxinas
mas preocupantes son los derivados de la Microcistina que son péptidos ciclicos
(hepatotoxinas), y Cilindrospermopsina, anatoxina-a, saxitoxina y anatoxina-a (s), que son
todos alcaloides (neurotoxinas). Se hace énfasis en una microcistina en particular, la
variante-LR (L y R significan leucina y arginina, respectivamente). Su alta estabilidad en
condiciones extremas y alta solubilidad en agua se atribuyen a su estructura quimica ciclica
y a sus grupos funcionales, respectivamente. Puede persistir en los sistemas acuaticos
durante dias antes de que se produzca una degradacion significativa. La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) establecié el limite de concentracion provisional para MC-LR en
agua potable de 1 ug L-'. La OMS también ha establecido el limite de ingesta diaria tolerable
(TDI) en 0.04 yg Kg' dia’' ya que estas toxinas se acumulan en los microorganismos

acuaticos que consume el ser humano y por su uso como suplementos alimenticios.

Okumura et al. (2007) llevaron a cabo la evaluacion de la toxicidad de un extracto crudo de
cianobacterias en distintos claddceros (Ceriodaphnia silvestrii, Ceriodaphnia dubia y Daphnia
similis) donde expusieron cinco neonatos (<24 h de edad) de cada especie a diferentes
concentraciones de microcistina de dos embalses diferentes de 7.8, 15.5, 31.1, 62.2 y 124.4
ug g~' para Barra Bonita y 6.6, 12.2, 26.2, 53.0 y 106.0 yg g~' para lbitinga, sitios ubicados
en Brasil, a una temperatura de 25°C. Los resultados muestran que el extracto de material
de floracién crudo del embalse de Ibitinga tuvo mayor toxicidad para los claddceros que el de
Barra Bonita. Los valores de CEso a las 48 h para Barra Bonita fueron de 73.1y 80.2 ug g™
de material liofilizado para Ceriodaphnia dubia'y C. silvestrii, respectivamente ya que fueron
aproximadamente dos veces superiores a las obtenidas para Ibitinga de 32.6 y 35.8 ug g~
de material liofilizado para C. dubia y C. silvestrii, respectivamente, revelando una mayor

toxicidad en el material del embalse de Ibitinga.
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Vasconcelos et al. (2010) realizaron un estudio sobre la ocurrencia de microcistinas en ocho
lagos del centro de México, en lagos naturales (Zumpango, Laguna Atotonilco y Cienega
Chica), embalses (Los Angeles y Valle de Bravo), canales artificiales (Cuemanco, Tlameleca)
y lagos urbanos (Chapultepec). Se utilizaron distintas técnicas microscépicas para la
identificacion y recuentos de cianobacterias, inmunologicas como ELISA, quimicos como
MALDI-TOF y moleculares utilizando PCR para realizar un anélisis de muestras de agua y de
los florecimientos recolectados. La densidad mayor de cianobacterias que se obtuvo varié de
1.6x103 células mL-" en Tlameleca a 7.5x108 células mL-' en Chapultepec (Lago Mayor), lo
que representa entre el 67 y 100% de la densidad total de fitoplancton. La concentracién de
microcistinas totales varié de 4.9 a 78 ug L' de equivalentes de MC-LR. Las especies
dominantes encontradas fueron Microcystis aeruginosa en Chapultepec, Zumpango y Presa
Los Angeles. Microcystis panniformis y Microcystis protocystis en Chapultepec, Zumpango y
Ciénaga Chica, Plancktothrix. agardhii en Cuemanco, Merismopedia sp. para Ciénaga Chica

y Pseudanabaena mucicola en Chapultepec y Zumpango.

Bednarska et al. (2011) utilizaron para su experimento cuatro clones de Daphnia magna para
evaluar el efecto de la cianobacteria Cylindrospermopsis raciborskii que tiene sobre este
cladocero en funcién de la temperatura la cual se utilizé dos medios a 20 y 24°C haciendo
referencia a los registros de temperatura que se han encontrado en un lago de Polonia y al
cambio que ha sufrido debido a al cambio climatico. Se midié la edad de la primera
reproduccion y la longitud del cuerpo en la primera reproduccion, se obtuvo que la
temperatura elevada puede reforzar el efecto negativo de las cianobacterias sobre los
cladoceros de gran tamafio como Daphnia magna, esto puede conducir a una seleccién de
clones mejor adaptados y, por tanto, a cambios microevolutivos en las poblaciones de esta

especie.

Han et al. (2012) llevaron a cabo un experimento donde se pretendia que la presencia de
cianobacterias en un embalse de Liuxihe China, afectaba la distribuciéon de Daphnia galeata,
se utilizaron tres cepas de Microcystis aeruginosa: MC1, MC2 y MC3, y una cepa de

Pseudoanabaena sp., junto con una microalga Chlorella pyrenoidosa, estas cepas son
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diferentes en cuanto a su morfologia, composicién bioquimica y contenido de toxinas
celulares pues todas provenian de embalses diferentes. Se realizaron combinaciones de
alimento (Chlorella) con distintos porcentajes de las diferentes cepas de cianobacterias, 20,
50, 80 y 100% de cada cepa como alimento, y se demostr6 que los alimentos mixtos afectan
la vida util y la supervivencia de D. galeata porque las cianobacterias son un alimento de

baja calidad.

Huang et al. (2012) realizaron un trabajo donde se evalud el efecto de la microcistina-LR
sobre el crecimiento poblacional de Brachionus calyciflorus a diferentes temperaturas, las
concentraciones que se utilizaron de la cianotoxina fueron de 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10, 100 y
200 pg L'y las temperaturas fueron 20, 25 y 30°C. Realizaron cuatro réplicas para cada
tratamiento y también un control de medio EPA, se iniciaron introduciendo 10 neonatos, y se
demostré que las altas temperaturas estimulan significativamente el crecimiento de los
rotiferos y también mostraron una alta tolerancia a la microcistina-LR para todas las
concentraciones usadas en este experimento y el crecimiento de la poblacién de los rotiferos

se destaco a diferentes concentraciones de MC-LR a 30°C.

Araiza et al. (2020) realizaron experimentos donde se expuso a Simocephalus vetulus a
extractos crudos de Microcystis aeruginosa de una pista de remo y canotaje de Xochimilco a
dos temperaturas (18 y 25°C). Para las pruebas ecotoxicoldgicas agudas encontrd una
concentracion letal media de 2.05 ug L' para 18°C y 1.69 pg L' para 25°C, en las pruebas
cronicas la supervivencia disminuy6 en ambas temperaturas para cada tratamiento, mientras
que aumento y disminuyd la fecundidad dependiendo de la temperatura. Se observo que el
incremento de la temperatura logré agudizar la respuesta de S. vetulus al extracto crudo, ya
que debido al aumento de su metabolismo -por ser un organismo ectotérmico- da como
resultado que asimilen en menor tiempo sustancias y los efectos se presenten de manera

mas rapida pues se necesita una menor cantidad de extracto para provocar un efecto.

Bustillos-Guzman et al. (2020) llevaron a cabo un estudio de microcistinas en el lago del
crater Santa Maria del Oro, México, donde identifican y cuantifican mediante un detector de

fluorescencia HPLC y UHPLC-MS/MS las toxinas presentes, demostrando la presencia de
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siete analogos de microcistinas (MC-WR, MC-LR, MC-LA, MC-HilR, MC-LF, MC-YR y MC-
LY). Las concentraciones totales de microcistinas fueron de 0.15 y 6.84 pg kg y los
congéneres MC-WR, MC-LR y MC-LA dominaron el perfil de toxinas, representando el
94.5% de la muestra total sobre una base de concentracion porcentual, y cada uno de estos
congéneres contribuyé con el 39.8, 381 y 16.5% por concentracion relativa,
respectivamente, se confirmd que el florecimiento fue causado por las cianobacterias

Lyngbya robusta y M. aeruginosa, aunque la primera en cantidades menores.

Justificacion
En los Ultimos afios, numerosos estudios han indicado que la eutrofizacion, el aumento de

los niveles de CO> y el calentamiento global pueden aumentar la frecuencia, intensidad y
duracion de las floraciones de cianobacterias en muchos ecosistemas acuaticos de todo el
mundo (Paerl & Huisman, 2008; Ullah, et al, 2018). La investigacién acerca de los
CianoFANSs en el pais y en el mundo es de suma importancia, pues estos organismos son
capaces de generar cambios drasticos en los sistemas acuaticos epicontinentales,
modificando las cadenas troficas y afectando la salud de los seres humanos. En
aproximadamente los Ultimos 500 afios las modificaciones antropogénicas en los sistemas
lacustres del Valle de México han resultado en un incremento irreversible en la temperatura,

generando un microclima regionalmente (Ruiz-Angulo & Lépez-Espinoza, 2015).

Diversos sistemas acuaticos mexicanos han demostrado el incremento térmico debido a la
actividad antropogénica, como los cambios de paisaje a zonas agricolas y de pastoreo,
también han contribuido a los cambios del clima a escala regional (Jauregui et al., 2004).
Actualmente, se tiene un registro de los sistemas acuaticos que presentan problemas de
contaminacion en México, en el afio 2020 se registro la red de agua superficial que estuvo
constituida por 3,493 sitios y la calidad del agua se midié a través de 8 indicadores:
Demanda Bioquimica de Oxigeno a cinco dias (DBOs), Demanda Quimica de Oxigeno,
Sdlidos Suspendidos Totales, Coliformes Fecales, Escherichia coli, Enterococos, Porcentaje
de Saturacion de Oxigeno y Toxicidad. De esta manera, se determinan los limites aceptables

de calidad de agua teniendo un total de 2,225 cuerpos de agua contaminados equivalente al
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63.7% del total de sitios monitoreados (CONAGUA, 2021). Este alto porcentaje de sistemas
contaminados, posiblemente con problemas de eutrofizacion.,, en conjunto con el
calentamiento global propicia escenarios ideales para la proliferacion de CianoFANSs,
propiciando cambios en las caracteristicas ambientales y reduccion de la diversidad o
abundancia de especies zooplanctonicas que habitan en estos sistemas acuaticos. Aunando
a lo anterior; diversas cianobacterias son capaces de producir distintos metabolitos
secundarios, lo que conlleva a que existan diferentes especies de cianobacterias y
posiblemente diversas cianotoxinas (Merel et al., 2013). Teniendo en cuenta que no hay
certeza de que el efecto s6lo sea por algunas cianotoxinas especificas como las
microcistinas, también puede ser la interaccidn de otros metabolitos secundarios con

caracteristicas toxicas (Arzate-Céardenas et al., 2010).

El uso de extractos crudos esta pensado para representar los eventos que ocurren de
manera natural al romper las células y liberar las cianotoxinas al medio. Los organismos del
plancton son vulnerables a las toxinas debido a que son los primeros expuestos; sin
embargo, su respuesta a estos metabolitos en ampliamente variable entre especies,
mostrando variaciones morfolégicas, fisioldgicas, conductuales, etc. Ha sido demostrado que
algunas especies tienen la capacidad de tolerar las cianotoxinas debido al desarrollo de
tolerancia fisioldgica y genética y al proceso de coexistencia con estos productores primarios

(Zamora-Barrios et al., 2023, en preparacion).

Los cladéceros han sido ampliamente utilizados para evaluar la relacion zooplancton-
cianobacteria en diversos sistemas acuaticos templados como tropicales, Daphnia magna es
una especie de zonas templadas utilizada ampliamente en los ensayos ecotoxicologicos,
pero se cuestiona su uso en aguas tropicales donde no tiene registros previos, o si existe, es
considerada una especie exodtica con potencial invasor. Por lo tanto, resulta vital ofrecer
alternativas de organismos aislados de nuestros sistemas epicontinentales (especies
nativas), que permitan una evaluacion eficiente no sélo de las cianotoxinas, sino de cualquier

compuesto con potencial toxico.
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Hipotesis

Si el extracto crudo obtenido de un CianoFAN presente en la laguna de Zumpango contiene
altas concentraciones de microcistinas; entonces, la exposicion aguda y cronica de especies
nativas de cladoceros (Daphnia laevis, Simocephalus vetulus y Ceriodaphnia dubia) y una
especie de prueba en las directrices internacionales (Daphnia magna) a los extractos crudos,

estaria asociado a cambios negativos sobre sus variables demograficas seleccionadas.

19




Objetivos
Objetivo General:

Evaluar el efecto ecotoxicoldgico que representa el extracto crudo de un CianoFAN presente

en la Laguna de Zumpango sobre las caracteristicas demograficas de Daphnia magna,

Daphnia laevis, Ceriodaphnia dubia y Simocephalus vetulus.

Objetivos Particulares:

Realizar un extracto crudo del consorcio de cianobacterias presentes en la Laguna
de Zumpango.

Determinar la concentracion de equivalentes de microcistinas-LR disueltas en el
extracto crudo, mediante la técnica inmunoldgica de ELISA.

Evaluar el efecto toxicoldgico mediante pruebas agudas (concentracion letal 50) con
diferentes concentraciones del extracto crudo cianobacterial sobre D. magna, D.
lagvis, C. dubiay S. vetulus.

Evaluar el efecto cronico del extracto crudo mediante bioensayos de Tabla de vida
sobre D. magna, D. laevis 'y S. vetulus.

Establecer la sensibilidad relativa de D. laevis, C. dubia 'y S. vetulus con relacion a D.
magna expuestas a un toxico de referencia (dicromato de potasio) y a un extracto

crudo de cianobacterias.
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Materiales y métodos

Recolecta de muestra del florecimiento de cianobacterias
El lago de Zumpango es un embalse de gran altitud (2250 m sobre el nivel del mar), con una

capacidad de almacenamiento de agua de 100x106 m3 y una superficie de 20 km2. Es un
lago poco profundo (1.2-3.8 m) que estd ubicado entre los municipios Zumpango de
Ocampo y Teoloyucan, ambos en el Estado de México a 19 ° 48 "Ny 99 ° 06 'W (Zamora-
Barrios et al, 2019). Forma parte de la Region Hidrolégica Prioritaria “Remanentes del
Complejo Lacustre de la Cuenca de México”, donde existen problemas de eutrofizacion por
una mal planificacién urbana (Maldonado., 2005; IMTA, 2012).

La mayor parte del agua utilizada, de acuerdo a las concesiones, es destinada al uso
agricola pero no se considera adecuada para el desarrollo de la vida acuatica debido a los
niveles altos de contaminacién, por lo que en la normatividad estos valores sobrepasan los
limites establecidos para la calidad del agua (IMTA, 2012). Una muestra directa del
florecimiento de cianobacterias se obtuvo de la zona litoral de este sistema (Fig.1). Esta se
depositd en un contenedor plastico de 10 L de capacidad, y una submuestra de 50 ml fue
fijada con formol al 3% para la identificacion y cuantificacion de la abundancia de las

especies principales presentes en el consorcio de cianobacterias.

Figura 1. Sitio de recoleccidn en el lago de Zumpango, Estado de México. Tomado de Google Earth.
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Aislamiento y mantenimiento de los organismos de bioensayos
La recoleccion de las muestras se realizo en el mes de enero del 2022. Se filtraron 20 L de la

zona superficial con una red para zooplancton de 45 um de apertura de poro.
Posteriormente, en el laboratorio con el uso de un microscopio estereoscopico (Nikon,
SMZ645) y pipetas Pasteur se aislaron los cladéceros presentes en ese momento en el
sistema. A partir de la inoculacion de una hembra partenogenética, se establecieron las
poblaciones de Daphnia laevis, Ceriodaphnia dubia y Simocephalus vetulus. Por otra parte,
Daphnia magna fue proporcionada por el Instituto de Mexicano de Tecnologia del Agua. Las
poblaciones monoclonales se mantuvieron en contenedores de vidrio de 2 L de capacidad
con medio EPA (agua moderadamente dura), previamente preparado disolviendo 1.2 mg de
CaSO04, 1.2 mg de MgSQ4, 1.9 mg de NaHCO3 y 0.04 de KCl en 20 L de agua destilada (este
medio se mantuvo a temperatura ambiente), y se alimentaron con una dieta exclusiva de
Scenedesmus acutus. Para el mantenimiento de los cultivos stock se hizo la renovacion del
medio cada tercer dia, filtrando el medio a través de una malla de 200 pm. Los cultivos
fueron mantenidos con un ciclo de luz de 16:8 horas hasta su uso en los bioensayos de

toxicidad aguda y cronica.

Como se menciona previamente, la alimentacion de los claddceros consistié en una fuente
de carbono provista por el alga verde Scenedesmus acutus. Esta fue cultivada en botellas de
2 L desechables, usando medio basal Bold como fuente de nutrientes (Borowitzka &
Borowitzka, 1988) y se cosechd hasta alcanzar su fase exponencial (aproximadamente, 8-10
dias), después el alga fue sedimentada y decantada junto con agua destilada para su
aprovechamiento, finalmente mediante un hematocitémetro (camara de Neubauer) fue

cuantificada su densidad.
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Figura 2. Especies de cladoceros encontrados en la laguna de Zumpango en el mes de enero; C. Daphnia laevis, B.
Simocephalus vetulus, D. Cerodaphnia dubia y la especie proporcionada por el Instituto de Mexicano de Tecnologia del
Agua; A. Daphnia magna.

Identificacion y cuantificacion de las cianobacterias
La muestra preservada fue fotografiada y se obtuvieron las medidas del diametro y el largo y

ancho de las células vegetativas de las cianobacterias filamentosas, mediante la aplicacion
informatica del programa Motic images plus 3.0. Estas caracteristicas morfolégicas fueron
utilizadas para la identificacion de las especies siguiendo las indicaciones de claves
taxondémicas especializadas, basadas en los caracteres anatémicos diacriticos (Anagnostidis

& Komarek, 1990; Hindak, 2008). Para la cuantificacion de las cianobacterias se utilizé la
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camara de Sedgwick-Rafter, tomando en cuenta tres repeticiones de la muestra fijada y se

obtuvo un valor promedio.

Figura 3. Especies de cianobacterias encontradas en los florecimientos de cianobacterias de la laguna de Zumpango; A.
Planktothrix agardhii, B. Cylindrospermopsis cf. raciborskiil y C. Dolichospermum sp.
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Preparacién del extracto crudo del florecimiento cianobacterial
Para poder obtener el extracto crudo del florecimiento la muestra se somete a un ciclo de

congelacion-descongelacion y una posterior sonicacién, creando que las células entren en
un proceso de lisis y asi obtener las cianotoxinas intracelulares. La muestra se congel6 a -
70°C y se descongeld a temperatura ambiente durante 24 horas. Para sonicar la muestra se
mantuvo durante 10 min a 20 MHz, y posteriormente se coloco en el ultracongelador
nuevamente hasta alcanzar cinco ciclos (Piestch, et al, 2001; Nandini et al., 2020). Por
ultimo, se centrifugd a 4000 rpm por 30 minutos y se filtr a través de membranas Millipore
(0.45 um) para remover todos los restos celulares. Finalmente, la muestra obtenida se

mantuvo en congelacion hasta su utilizacion en los bioensayos con los claddceros.

Determinacion de la concentracion de microcistinas
Para determinar la concentraciéon de microcistinas-LR se realizd una prueba inmunolégica,

mediante el kit comercial basado en el ensayo de ELISA “Quantiplate TMKit for Microcystins”
de EnvirologixTM (USA), siguiendo las especificaciones del fabricante. Los anticuerpos
utilizados con este método son de origen policlonal y se suministran como antisuero de
inmunoglobulina purificada, son empleados como conjugados no marcados o enzimaticos y
reaccionan con un antigénico determinado, en este caso las microcistinas-LR y sus

equivalentes.

Solucién estandar (dicromato de potasio)
El estandar utilizado en esta investigacion fue de la marca Fermont (Productos Quimicos

Monterrey) con nimero de LOTE: 044101, CAS: 7778-50-9. La solucién estandar de
Dicromato de potasio (de K.Cr.O7) se prepard pesando 50 mg aforados en un matraz
volumétrico de 100 ml con agua desionizada. Esta solucion se conservd en oscuridad y
refrigeracion a 4 + 2 °C hasta por doce meses. A partir de esta solucion se establecieron las
concentraciones necesarias para la prueba de toxicidad aguda, de acuerdo con la norma
mexicana para el anélisis de agua (NMX-AA-087-SCFI-2010).

25




Prueba de toxicidad aguda con el téxico de referencia (dicromato de potasio)
Se realizaron los bioensayos de toxicidad aguda con diferentes cladéceros (Daphnia magna,

Daphnia laevis, Ceriodaphnia dubia y Simocephalus vetulus) para determinar la
concentracion letal media (CLso) durante la exposicion con el dicromato de potasio. El disefio
experimental consistio en exponer 20 neonatos (<24 h de edad) de cada una de las especies
de claddceros por separado, en frascos de vidrio con diferentes concentraciones con el
dicromato de potasio en medio de cultivo EPA. Se realizaron soluciones con diferentes
concentraciones del téxico, 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0 y 1.5 mg L, todos los
tratamientos tuvieron cuatro repeticiones junto con un grupo control negativo. Todos los
tratamientos se colocaron en una incubadora a 20 + 2°C y posteriormente se cuantificé la
sobrevivencia de los individuos transcurridas 24 y 48 horas con el uso de un microscopio

estereoscopico.

Sensibilidad relativa
Se calculé mediante la siguiente férmula (Von der Ohe & Liess, 2004):

SR =log (CLso D. magna / CLsi)

Donde: SR= sensibilidad relativa; CLso D. magna = valor CLso para D. magna y CLsoi = valor
para la especie i. Un valor cero indica una sensibilidad igual a la de D. magna, el valor

positivo D. magna es menos sensible valor negativo D. magna es mas sensible.

Prueba de toxicidad aguda con extracto crudo
Se realizaron los bioensayos de toxicidad aguda con diferentes claddceros (Daphnia magna,

Daphnia laevis, Ceriodaphnia dubia y Simocephalus vetulus) para determinar la
concentracion letal media (CLso) durante la exposiciéon al extracto crudo obtenido de
Zumpango. El disefio experimental consistio en exponer 20 neonatos (<24 h de edad) de

cada una de las especies de claddceros, en frascos de vidrio a diferentes proporciones, del
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extracto crudo en medio de cultivo EPA. Se realizaron soluciones con diferentes porcentajes
del extracto empezando desde 1.25 hasta 40%, todos los tratamientos tenian cuatro
repeticiones junto con un grupo control negativo. Todos los frascos se colocaron en una
incubadora a 20 + 2° C y posteriormente se registro la sobrevivencia de los individuos a 24 y
48 horas.

Prueba de toxicidad cronica con extracto crudo (Tabla de Vida)
Para la prueba crénica, se realizo el experimento demografico de tabla de vida para cada

una de las especies. Se colocaron 20 neonatos de cada especie en un volumen de 40 ml,
utilizando tres concentraciones subletales del 5, 10 y 20% del LCso, estas concentraciones se
mezclaron en medio de cultivo EPA y se afiadi6 Scenedesmus acutus a una concentracion
de 1x108 células ml-* como alimento. Cada uno de los experimentos contaba con un grupo

control negativo (sin alimento), un control y cada tratamiento con cuatro réplicas.

Todos los dias se cuantific los individuos sobrevivientes. Los neonatos también fueron
contados a excepcion que cada dia fueron retirados de los tratamientos, debido a su ciclo
reproductivo todos los cladoceros se cuantifican cada 24 horas. Continuando el experimento
hasta que todos los organismos de la cohorte inicial perecieron. A partir de los datos
obtenidos se calculd la supervivencia y fecundidad y los parametros de Tabla de Vida con las

formulas propuestas por Krebs (1985):

Promedio de vida

lx= Proporcion de organismos que sobreviven al inicio del intervalo x.

Esperanza de vida

ex = Esperanza promedio de vida para los organismos que estan vivos al comienzo del
periodo de edad x.

Tx= Sumatoria de nimero de individuos vivos en promedio, durante el intervalo de edad.

nx= NUmero de individuos al inicio del intervalo de edad x.
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Tasa Reproductiva bruta

my= Proporcion de hembras nacidas en el intervalo de tiempo x.

oo
0

Tasa Reproductiva neta

= z Lymy
0

Tiempo generacional
Ro= indice de multiplicacién por generacién o promedio del nimero de descendientes por
hembra.

T= Duracion promedio de una generacion o periodo promedio que transcurre entre el nacimiento de la hembra progenitora y la descendencia.

_ XlLmyx
==z

Tasa intrinseca de incremento poblacional resuelta iterativamente
rx= indice de estimacion aproximada de incremento poblacional para generaciones

traslapadas.

n

Z e ™lm,=1

X=w
El andlisis estadistico de los datos obtenidos y las visualizaciones gréficas de ambas

evaluaciones fueron realizados con el programa Sigma Plot 11.0.

28




Resultados

Identificacién y cuantificacion de las cianobacterias
De la muestra que se obtuvo del florecimiento cianobacterial se identificaron tres especies de

cianobacterias, entre ellas Planktothrix cf. agardhii que obtuvo una densidad > 1,166,000 ind
ml-', sequida de Cylindrospermopsis cf. raciborskii y Dolichospermum sp. con una densidad
<a45ind ml' (Tabla. 1).

Tabla 1. Promedios de conteos de cianobacterias por mililitro de la muestra tomada de la Laguna de

Zumpango
Especie Conteo
Planktothrix cf. agardhii 1,166,600 ind ml™
Cylindrospermopsis cf. raciborskiil, 45 ind ml™*
Dolichospermum sp. 3ind ml?

Determinacion de la concentracion de microcistinas
De la muestra que se recolectd, se obtuvo una concentracién de 10.0795 ug L' de

equivalentes de microcistina-LR del 100% del extracto total, se interpolo a las distintas
proporciones para determinar la concentracidn letal media y a su vez obtener la cantidad de

microcistina.

Prueba de toxicidad aguda con el toxico de referencia (CLso)
El valor de CLso para Daphnia magna fue de 0.93 mg L' a 24 horas y 0.36 mg L-" a 48 horas

(Fig. 1a), representando la especie con mayor tolerancia al dicromato de potasio. Las
especies nativas de la Laguna de Zumpango presentaron mayor sensibilidad a
concentraciones mas bajas en comparacion con la especie utilizada en zonas templadas (D.
magna). Daphnia laevis presentd una CLso de 0.70 mg L a 24 horas y 0.34 mg L' a 48
horas respectivamente (Fig. 1b), siendo la especie mas tolerante al toxico. Ceriodaphnia
dubia con 0.34 mg L' a 24 horas y 0.20 mg L' a 48 horas (Fig. 1c). El efecto que tuvo el

toxico sobre D. laevis a 48 horas fue el mismo para C. dubia a 24 horas (0.34 mg L), siendo
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la segunda especie del sitio mas tolerante al dicromato, tomando en cuenta la diferencia de
tamario con D. laevis, S. vetulus fue la especie mas sensible al toxico de referencia con una
Clso de 0.33 mg L' a 24 horas y 0.10 mg L' a 48 horas (Fig. 1d). Las especies que fueron
aisladas del lago de Zumpango son mas sensibles, S. vetulus las méas afectada y D. magna

presentd mayor resistencia a las distintas concentraciones del toxico.

a
24 h Daphnia magna 10 48 h Daphnia magna
10
y= -2.1397x + 2.4031 y=-3.1256x +3.1783
R%=0.7779 R?= 0.8490
o 8] Lcy=093 8 LC,,=0.36 .
o 6 6
/)]
5
s 4 4
=
2 2
b
24 h Daphnia laevi 10 48 h Daphnia laevis
a nia raevis 1
10 P y= -4.0981x + 3.5905
R’=0.8825
y= -1.5549x + 2.3000
g | R’=0.8504 8 LC,,=0.34 "
- LC,,=0.70
%
a6 6
w
®
S 4|
= 4
>
2 2
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Valores Probit

Valores Probit

24 h Ceriodaphnia dubia

10
y=-2.4459x + 2.9309
R?= 0.8259
8| LC,=0.34 .
G 3
4 4
2 3
d
- 24 h Simocephalus vetulus
y=-0.6816x + 2.2452
R?=0.9301
8 LC,=0.33
@
6
e
4 °
2

48 h Ceriodaphnia dubia

10 1
y=-2.7439x + 3.3575
R?=0.9262
8{ LC,=020
6 A
4 4
2 ]
o 48 h Simocephalus vetulus
| y=-0.4774x + 2.6976
R%= 0.9588
g | LCs=0.10

2 1

16 18 20 22 24 26 28 3.0 3.2 34
Logaritmo de la Concentracion

16 18 2.0 22 24 26 28 3.0 3.2 34

Logaritmo de la Concentracion

Figura 4. a Daphnia magna, b Daphnia laevis, ¢ Ceriodaphnia dubia, d Simocephalus vetulus, expuestos a diferentes

concentraciones del toxico (0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0 y 1.5 mg L") dicromato de potasio a una temperatura de
20+ 2°C.

Sensibilidad relativa con el toxico de referencia (dicromato de potasio)
A partir de la formula y de las concentraciones letales se identifico la sensibilidad relativa por

cada especie del sitio. Simocephalus vetulus tiene valores entre 0.44 y 0.55 a 24 y 48 horas
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respectivamente, en comparacion con las otras especies. Daphnia laevis tiene una tendencia

a la misma sensibilidad que D. magna (~5 % de variacion) a las 48 horas.

Tabla 2. CLso con dicromato de potasio y sensibilidad relativa obtenida a partir de la formula SR = log (CLso D. magnal

CLsoi).
Sensibilidad Sensibilidad
LCsol 24h relativa (24 h) 48 h relativa (48 h)
D. magna 0.93+0.05 - 0.36 £ 0.01 -
D. leavis 0.70 + 0.04 0.12 0.34 £0.01 0.02
C. dubia 0.34 £0.01 0.43 0.20 £ 0.009 0.25
S. vetulus 0.33+£0.02 0.44 0.10 £ 0.006 0.55

Como se puede observar en la tabla 2, D. magna es la especie mas tolerante al dicromato de
potasio a 24 y 48 horas. Las especies nativas presentan un valor positivo del limite para
sensibilidad relativa, S. vetulus fue la especie que presentd mayor sensibilidad al toxico, con
un valor de SR= 0.44 a 24 horas y 0.55 a 48 horas, mostrando un comportamiento muy
sensible, en comparacion con D. laevis que a las 48 horas presentd un valor muy cercano a

0 que indica ser una especie muy parecida a la sensibilidad que tiene D. magna.

Dicromato de Potasio

SN
24 h 7777070070070/

D. m/S. vetulus

48 h 177777777
24 h 7777700707777

D. m/D. laevis 48h
24 h
0

0.

D. m/C. dubia

0.2 04 0.6

Sensibilidad Relativa

Figura 5. Sensibilidad relativa con dicromato de potasio expresada como proporcion logaritmica (CLso) en relacion con la

sensibilidad de Daphnia magna.

32




Sensibilidad relativa con extracto crudo
De acuerdo con el equivalente de Microcistina-LR en las proporciones obtenidas de la CLso

se obtuvo que Daphnia laevis fue la especie con mayor resistencia al extracto crudo en 24 h,

mientras que D. magna en 48 h tuvo un valor mas alto que D. laevis. A partir de la formula y

de las concentraciones letales se identifico la sensibilidad relativa.

Tabla 3. CLso con extracto crudo y sensibilidad relativa obtenida a partir de la formula SR = log (CLso D. magna / CLsoi).

LCorr 24 h Sensibilidad 48 h Sensibilidad
S0 (Mg/L MC-LR) | relativa (24 h) | (ug/L MC-LR) | relativa (48 h)
D. magna 1.79 + 0.08 - 1.19+0.04 -
D. laevis 3.25+0.08 -0.25 0.95 + 0.05 0.097
C. dubia 1.0 £0.08 0.25 0.56 + 0.02 0.32
S. vetulus 0.69 + 0.05 0.41 0.43+0.02 0.44

Las especies nativas presentan un valor positivo del limite para sensibilidad relativa a

excepcion de D. laevis a 24 horas lo que significa que es mas tolerante al extracto crudo que

D. magna, con un valor de SR=-0.25 a 24 h, aunque ocurrid lo contrario a 48 horas pues

muestra un valor positivo de 0.097. S. vetulus muestra un comportamiento muy sensible, en

ambos momentos (24 y 48 h) demuestra ser la especie con mayor sensibilidad al extracto

crudo y también se presenta que D. laevis es la mas tolerante al toxico, presentando valores

similares a la CLso de D. magna.
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Extracto Crudo

48h
24h F

D.m/S. vetulus

48h 7%,
24 h 2%

D.m/ C. dubia

8h 7z
VL L 2R

\
\
\

D.m / D. laevis -

03 -02 -01 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Sensibilidad Relativa

Figura 6. Sensibilidad relativa con extracto crudo expresada como proporcién logaritmica (CLso) en relacion con la

sensibilidad de Daphnia magna.

Prueba de toxicidad aguda con extracto crudo de cianobacterias (CLso)
De la muestra obtenida del florecimiento cianobacterial el valor de CLso para Daphnia magna

fue de 17.83% a 24 horas y de 11.85% a 48 horas lo que corresponde en concentraciones
de microcistina-LR de 1.79 y 1.19 ug L' (Fig. 7a). En cuanto a las especies nativas Daphnia
lagvis obtuvo 32.27% a 24 horas y 9.50 % a 48 horas (Fig. 7b) siendo la especie con mayor
tolerancia al extracto crudo, en comparacion con la especie de sistemas templados D.

magna y también con la microcistina-LR tuvo un valor de 3.25y 0.95 pg L.

Ceriodaphnia dubia tuvo 9.99% a 24 horas y 5.56% a 48 horas (Fig. 7c), mientras que
Simocephalus vetulus con 6.92% a 24 horas y 4.36% transcurridas 48 horas es la especie
que presentd mayor sensibilidad al extracto crudo y menor concentracién de Microcistina-LR
(ver Fig. 7d).
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Valores Probit

Valores Probit

24h Daphnia magna

y= -8.8048x + 3.2471
R’=0.8008
LC,,= 17.83% / 1.79 pg/L MC-LR

48h Daphnia magna

=.12.8432X + 4.3799
R?*=0.9383
LC,,= 11.85% / 1.19 pg/L MC-LR .

24 h Daphnia laevis

y=-1.6653x + 1.4782
R%= 0.9151
LC,,= 32.27% / 3.25 pug/L MC-LR

48 h Daphnia laevis

y= -5.5162x + 2.6435
R?=0.8256
LCs5,= 9.50% / 0.95 pg/L MC-LR |
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Probit

24h Ceriodaphnia dubia

y=-2.1728x + 1.7932
R?= 0.9453
LC,,=9.99% / 1.0 pg/L MC-LR

48h Ceriodaphnia dubia

y=-5.9015x + 2.9105
R%*= 0.9264 .
LC,,= 5.56% / 0.56 pg/L MC-LR

0

Valores Probit
S

0

30 32 34 36 38 40 42 44 46 438

24h Simocephalus vetulus

y=-1.8313x + 1.7788
R?=0.9928
LC,,= 6.92% / 0.69 pg/L MC-LR

3.0 3.2 34 36 3.8 40 42 44 46 43

Logaritmo de la Concentracién

3.

0

0 32 34 36 38 40 42 44 46 438

48h Simocephalus vetulus

y= -4.7634x + 2.6825
R’=0.9240
LC,,= 4.36% / 0.43 pg/L MC-LR N

30 32 34 36 38 40 42 44 46 438

Logaritmo de la Concentracion

Figura 7. A Daphnia magna, B Daphnia laevis, C Ceriodaphnia dubia, D Simocephalus vetulus, expuestos a diferentes

proporciones del extracto crudo (1.25, 2.5, 5, 10, 20, 40 %) correspondiente a valores de 0.12 a 4.03 pg L-1 a una

temperatura de 20 + 2°C.
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Pruebas de toxicidad crdnica
1. Pruebas de toxicidad cronica

1.1 Tabla de vida de Daphnia laevis.

Las curvas de supervivencia de D. laevis no presentaron diferencias significativas entre los
diferentes tratamientos con la muestra de extracto crudo de cianobacterias recolectada en el
mes de enero. El control en comparacién con los tratamientos expuestos a las diferentes
proporciones del extracto (5, 10 y 20%) se comportaron de manera similar, demuestran poca
mortalidad a lo largo de la mayor parte del promedio de vida, lo que indica una curva de
supervivencia de tipo | a excepcion del control negativo donde en el dia 35 todos los
individuos habian muerto y se comporta como una curva de tipo Il (Fig. 8). Como se puede
observar en el tratamiento control y 5% tienen una curva muy similar, mientras que el
tratamiento con 10 y 20% es notoria una mortalidad mas acelerada, aunque se aproximan

bastante al dia en el que muere por completo el control (dia 79).
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Control Extracto 5%
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Figura. 8. Curvas de supervivencia de Daphnia laevis en presencia de tres concentraciones subletales de extracto crudo
de cianobacterias (5, 10 y 20% de extracto crudo), un control (con alimento) y un control negativo (ausencia de extracto y

ausencia de alimento). Los simbolos representan los promedios * error estandar de cuatro réplicas de una cohorte de 20
individuos.

Las curvas de fecundidad indican el efecto del extracto crudo de cianobacterias sobre la
reproduccion. Los valores mas altos se presentaron en las proporciones con 10 y 20%,

oscilando entre 6 y 3 neonatos ind-' d-!, mientras que el control y el tratamiento con menor

38




proporcion del extracto tuvieron valores de entre 4 y 1 neonatos ind-' d-'. En el tratamiento
con 10% se observa una tendencia idéntica en todo el ciclo de vida de los claddceros
mientras que en 20% hubo una tendencia muy variada en todo el experimento, en los ultimos
dias ambos mostraron el mayor valor de fecundidad (Ultimo esfuerzo reproductivo), como

respuesta a las altas concentraciones del extracto (ver Fig. 9).

Control Extracto 5%
10 1 10
g 8
® 61
o
2 4
3
[<}] 2 1
('8
(] ' ,
Extracto 10% Extracto 20%
x
E
e
1]
o
T
=
=
O
(]
L
20 40 60 80
Control Negativo
10

x

E 8

B 8

o

'g 4

3

o 2
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0 L) A&_‘ L] L 1
0 20 40 60 80
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Figura 9. Fecundidad de Daphnia laevis de tres concentraciones subletales de extracto crudo de cianobacterias (5, 10 y
20% de extracto) y controles (ausencia de extracto y ausencia de alimento). Los simbolos representan los promedios +
error estandar de cuatro réplicas de una cohorte de 20 individuos.

39




Tiempo (Dias)

En cuanto al promedio y esperanza de vida, Daphnia laevis mostré los valores mas altos en
el tratamiento control con resultados en ambas variables muy parecidas, alcanzando 51 dias.
Con la proporcidén mas alta (20%) fue evidente el decremento que tuvo en comparacion con
los otros tratamientos, alcanzando solo 40 dias (Fig. 10), mientras que el control negativo
mostro el valor mas bajo. Se discriminaron las diferencias entre los tratamientos de acuerdo
con una ANOVA de una via (Tabla 4).

Los valores que se obtuvieron en la esperanza de vida son muy parecidos a los del
promedio; el control tuvo el valor mas alto, donde los organismos se alimentaban con
Scenedesmus acutus a 1x10% cels ml' y conforme aumentaba la proporcion del extracto

crudo en los demés tratamientos, decrecian los valores (Fig. 10).

Promedio de Vida Esperanza de Vida
£ ab d ab
50 — ab 50 1 = ab
b b
40 L 40 il
-
()
8
30 e 30
o
Q
20 g 20
C i~ 1
= c
10 10 |
0 o -
Contiol 150 0%  20% CN Control 5% 0%  20% CN
Tratamientos Tratamientos

Figura.10. Promedio y Esperanza de Vida de Daphnia laevis, sometida a bioensayos cronicos con tres diferentes
concentraciones de extractos crudos (5, 10, 20%), usando Scenedesmus acutus a 1x108 cels ml* como alimento. Se
presenta la media de cuatro réplicas * error estandar. Letras similares de diferentes tratamientos indican que no existen

diferencias significativas (P>0.05, Tukey).

En la tasa reproductiva bruta se puede apreciar que existe una mayor reproduccion con los
tratamientos expuestos al extracto, especialmente en el tratamiento con 10%, donde

alcanzaron valores >140 neonatos, que a diferencia del control donde hubo menor
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neonatos hembra d-1

reproduccion (<80 neonatos). Los tratamientos con 5y 20% se comportaron de manera muy

similar, siendo estadisticamente equivalentes al tratamiento de 10%.

La tasa reproductiva neta mostré la misma tendencia, teniendo una mayor reproduccion en el

tratamiento con 10% y una menor en el control, donde hay menos de 50 neonatos por dia
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(Fig. 11).
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Figura 11. Tasa de Reproduccién bruta y Reproduccién neta de Daphnia laevis, sometida a bioensayos crénicos con tres

diferentes concentraciones de extractos crudos (5, 10, 20%), usando Scenedesmus acutus a 1x108 cels ml' como

alimento. Se presenta la media de cuatro réplicas * error estandar. Letras similares de diferentes tratamientos indican

que no existen diferencias significativas (P>0.05, Tukey).

Los resultados para el tiempo generacional mostraron que los organismos en el control

tienen ciclos generacionales de 41 dias, mientras que, los tratamientos expuestos al

extracto, entre mayor la concentracion menor numero de dias tardan los organismos desde

su nacimiento hasta que su descendencia comienza su proceso reproductivo, como en el

tratamiento con 20%, donde tardan 27 dias aproximadamente.
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Tiempo (Dias)

La tasa de crecimiento poblacional (r) demuestra que los organismos que estan expuestos a
las diferentes proporciones del extracto crudo tienen valores altos, como el tratamiento con
20%, presentd un valor mayor a 0.25 d-', mientras mayor es la proporcién, hay un aumento
en los valores. Por otra parte, el control mostré un valor de 0.16 d-' y el control negativo solo
presentd 0.015 d-' (Fig. 12).

Tiempo generacional Tasa de crecimiento poblacional
0.30
a b
40 1 A ab T
a 0.25
ab
30 1 b b 0.20
T
- ab
S 015 -
20 | T
0.10
10 [+
0.05 |
0- : 0.00 ,
Control. 5% 10% 20% CN Control 5% 10% 20% CN
Tratamientos Tratamientos

Figura 12. Tiempo Generacional y Tasa de Crecimiento poblacional de Daphnia laevis, sometida a bioensayos crénicos
con tres diferentes concentraciones de extractos crudos (5, 10, 20%), usando Scenedesmus acutus a 1x108 cels ml-*
como alimento. Se presenta la media de cuatro réplicas + error estandar. Letras similares de diferentes tratamientos

indican que no existen diferencias significativas (P>0.05, Tukey).
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Tabla 4. Andlisis de varianza de una via (ANOVA), aplicada a diferentes parametros de tabla de vida (P. V= Promedio de
Vida, E. P= Esperanza de Vida, R. B= Reproduccion bruta, R. N= Reproduccién neta, T. G= Tiempo Generacional y T.
P= Tasa de Crecimiento poblacional de Daphnia laevis, expuesta a tres proporciones de extracto crudo y un control

negativo. DF = grados de libertad, SS = suma de cuadrados, MS = media al cuadrado, F= prueba de Fisher y P = valor

de criterio P.
Fuente de Variaciéon DF SS MS F P
Entre grupos (P. V) 4 3127.76 781.94 70.92 <0.001
Residual 14 154.36 11.026
Total 18 3282.12
Fuente de Variaciéon DF SS MS F P
Entre grupos (E. V) 4 3136.611 784.153 75.447 <0.001
Residual 14 145.508 10.393
Total 18 3282.119
Fuente de Variacion DF SS MS F P
Entre grupos (R. B) 4 53176.516 13294.129 62.402 <0.001
Residual 15 3195.587 213.039
Total 19 56372.103
Fuente de Variaciéon DF SS MS F P
Entre grupos (R. N) 4 15659.186  3914.797 68.282 <0.001
Residual 13 745.323 57.333
Total 17 16404.509
Fuente de Variaciéon DF SS MS F P
Entre grupos (T. G) 4 1075.362 268.841 6.406 0.003
Residual 15 629.529 41.969
Total 19 1704.891
Fuente de Variaciéon DF SS MS F P
Entre grupos (T.P) 4 0.157 0.0392 19.774 <0.001
Residual 15 0.0297 0.00198
Total 19 0.186
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1.2 Tabla de vida de Simocephalus vetulus
Las curvas de supervivencia de S. vetulus presentan una tendencia de tipo Ill, mientras

mayor es la proporcion del extracto crudo del florecimiento cianobacterial menor fue su
supervivencia. Se presento un cambio muy marcado en todos los tratamientos control y la
proporcion mas baja (extracto 5%) tuvieron la misma supervivencia, aunque en presencia del
extracto la disminucién de individuos fue mas rapida los primeros 10 dias (Fig. 13). Con la
proporcién mas grande al 20% los organismos presentaron menor capacidad para sobrevivir,
pues la mortalidad de todos los individuos se present6 al dia 28, siendo aproximadamente la

mitad al control.
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Figura. 13. Curvas de supervivencia de Simocephalus vetulus en presencia de tres concentraciones subletales de
extracto crudo de cianobacterias (5, 10 y 20% de extracto), un control (con alimento) y un control negativo (ausencia de

extracto y ausencia de alimento). Los simbolos representan los promedios + error estandar de cuatro réplicas de una
cohorte de 20 individuos.

La fecundidad en los tratamientos con 5 y 10% de extracto crudo fueron los mas altos,
aunque fue después de 9 dias cuando ambos tuvieron su primera reproduccion a
comparacion con el control donde se present6 en el dia 6. El tratamiento con 10% tuvo el
valor mas alto de fecundidad, con siete neonatos ind-' d-! aproximadamente, debido a que
eclosionan mas neonatos (15 a 20 individuos) por dia. El control negativo y el extracto a la
mayor proporcion (20%) tuvieron poca reproduccion, ademas fue hasta el dia 15 cuando
ambos tuvieron su primera reproduccion, como se muestra en las graficas es mas tdxico
para los claddceros estar expuestos al extracto crudo que estar sin alimento, cabe resaltar
que S. vetulus fue la unica especie que present6 reproduccion en el control negativo en

comparacion con las demas especies (Fig. 14).
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Figura 14. Fecundidad de Simocephalus vetulus de tres concentraciones subletales de extracto crudo de cianobacterias
(5, 10 y 20% de extracto) y controles (ausencia de extracto y ausencia de alimento). Los simbolos representan los

promedios * error estandar de cuatro réplicas de una cohorte de 20 individuos.

Los resultados obtenidos demuestran que mientras mayor sea la proporcion del extracto
crudo se reduce drasticamente el promedio de vida, siendo el 20% el tratamiento con el
extracto de menor tiempo (tan solo 10 dias), a comparacion con el control, donde se
presenta mas del doble con 21 dias. Las diferencias entre todos los tratamientos se

verificaron con ANOVA de una via.

Los valores obtenidos en la esperanza de vida fueron muy similares a los del promedio, el
control negativo fue quien presentd el valor mas bajo con solo 7 dias, lo que, al control,
donde fueron alimentados con alga a 1x106 cels ml, obtuvo el triple del valor mas bajo (Fig.
15).
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Figura. 15. Promedio y Esperanza de Vida de Simocephalus vetulus, sometida a bioensayos cronicos con tres diferentes
concentraciones de extractos crudos (5, 10, 20%), usando Scenedesmus acutus a 1x108 cels ml* como alimento. Se
presenta la media de cuatro replicas  error estandar. Letras similares de diferentes tratamientos indican que no existen

diferencias significativas (P>0.05, Tukey).
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La tasa reproductiva bruta demostr6 que existe una mayor reproduccion cuando los
claddceros son expuestos a proporciones bajas del extracto crudo. El tratamiento 5% tuvo la
mayor cantidad de neonatos por dia, presentando valores de mas de 60 individuos por dia,
en comparacién con el control donde solo hubo ~ 20 neonatos por dia (Fig. 16). La
proporcion mas alta (20%) y el control negativo se comportaron de manera muy similar,

donde solo tuvieron como maximo 5 individuos por dia.

La tasa reproductiva neta mostré valores muy similares a los de la reproduccion bruta,
aunque el control tuvo un valor menor de 9 neonatos por dia, mientras que el tratamiento con
10% obtuvo 6 neonatos por dia. Los tratamientos con 20% y control negativo se comportaron
de manera muy similar teniendo valores menores a 2 neonatos por dia.
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Figura 16. Tasas de Reproduccion bruta y neta de Simocephalus vetulus, sometida a bioensayos crénicos con tres
diferentes concentraciones de extractos crudos (5, 10, 20%), usando Scenedesmus acutus a 1x108 cels ml' como
alimento. Se presenta la media de cuatro réplicas + error estandar. Letras similares de diferentes tratamientos indican

que no existen diferencias significativas (P>0.05, Tukey).
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El tiempo generacional mostro para el control que los organismos tardan 22 dias desde su
nacimiento hasta la primera reproduccidn de su descendencia. Los tratamientos con 5y 10%
presentaron valores mas altos, 24 y 26 dias correspondientemente y las diferencias entre
estos tratamientos con el control no son diferentes segun con ANOVA de una via de valor
P<0.001. El tratamiento que mostré una marcada diferencia fue el 20% donde tardan 18 dias
aproximadamente desde su nacimiento hasta su primera reproduccion lo cual es significativo
pues el tiempo entre generaciones es mas corto. El control negativo tuvo un valor muy

similar al control con 21 dias.

En la tasa de crecimiento poblacional (r) se puede notar un cambio muy marcado por las
altas proporciones del extracto crudo, como es en el tratamiento con 20%, los valores son
negativos de -0.11 d-! individuos por dia, el control negativo presentd la misma tendencia de

un valor negativo. El control y el 5% fueron muy similares con 0.13 d-! (Fig. 17).
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Figura 17. Tiempo Generacional y Tasa de Crecimiento poblacional de Simocephalus vetulus, sometida a bioensayos
cronicos con tres diferentes concentraciones de extractos crudos (5, 10, 20%), usando Scenedesmus acutus a 1x108
cells mI' como alimento. Se presenta la media de cuatro réplicas * error estandar. Letras similares de diferentes

tratamientos indican que no existen diferencias significativas (P>0.05, Tukey).
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Tabla 5. Andlisis de varianza de una via (ANOVA), aplicada a diferentes pardmetros de tabla de vida (P. V= Promedio de

Vida, E. P= Esperanza de Vida, R. B= Reproduccion bruta, R. N= Reproduccién neta, T. G= Tiempo Generacional y T.

P= Tasa de Crecimiento poblacional) de Simocephalus vetulus, expuesta a tres proporciones de extracto crudo y un

control negativo. DF = grados de libertad, SS = suma de cuadrados, MS = media al cuadrado, F= prueba de Fisher y P =

valor de criterio P.

Fuente de Variacion
Entre grupos (P. V)
Residual

Total

Fuente de Variacion
Entre grupos (E. V)
Residual

Total

Fuente de Variacion
Entre grupos (R. B)
Residual

Total

Fuente de Variacion
Entre grupos (R. N)
Residual

Total

Fuente de Variacion
Entre grupos (T. G)
Residual

Total

Fuente de Variacion
Entre grupos (T. P)
Residual

Total

DF
4
14
18
DF
4
13
17
DF
4
15
19
DF
4
14
18
DF
4
15
19
DF
4
15
19

SS
398.949
72.29
471.239

SS
399.532
71.773
471.304

SS
11709.972
738.599
12448.571

SS
610.845
117.99
728.835

SS
118.47
93.927
212.397

SS
0.185
0.0379
0.223

MS
99.737
5.164

MS
99.883
5.521

MS
2927.493
49.24

MS
152.711
8.428

MS
29.618
6.262

MS
0.0462
0.00253

F
19.315

18.092

59.454

18.12

4.73

18.264

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

0.011

<0.001
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1.3 Tabla de vida de Daphnia magna
Las curvas de supervivencia de D. magna demuestran una marcada diferencia en todos los

tratamientos y se puede apreciar que presentan un comportamiento de tipo Il donde hay un
indice constante de mortalidad a excepcion del control negativo que presenta un tipo IlI
donde indica muertes numerosas en el comienzo del ciclo vital. Los tratamientos control
fueron quienes alcanzaron en promedio la mayor supervivencia con 109 dias, en el dia 20
tuvo una marcada mortalidad representativa y se mantuvo hasta el dia 45, siendo asi que los
proximos solo fue decayendo (Fig. 18). El extracto tiene un efecto muy marcado en D.
magna, pues al no ser una especie del sitio de estudio presentd una supervivencia menor,
como se puede observar en las graficas, la proporcion con 20% del extracto crudo le permitié
llegar hasta el dia 37. Lo que también representa una cifra muy parecida a este tratamiento
con la proporcion mas alta fue el control negativo con 33 dias de supervivencia y ademas su
mortalidad fue mucho mas rapida, considerando que no se presenta alimento en este

tratamiento.
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Figura. 18. Curvas de supervivencia de Daphnia magna en presencia de tres concentraciones subletales de extracto

crudo de cianobacterias (5, 10 y 20% de extracto), un control (con alimento) y un control negativo (ausencia de extracto y

ausencia de alimento). Los simbolos representan los promedios + error estandar de cuatro réplicas de una cohorte de 20

individuos.
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La fecundidad present6 una diferencia muy marcada, en el control se presentaron valores

bajos a comparacion con los tratamientos como maximo 60 neonatos por dia, mientras que

para los extractos con 5% y 10% hubo un alcance de entre 75 y 91 neonatos por dia,

representando la mayor proporcion de fecundidad con valores de 6 y 8, aunque mientras la

proporcién del extracto va aumentado, la supervivencia se ve afectada, siendo menos dias,

como es el caso del tratamiento con 20% del extracto donde los valores de la fecundidad

fueron de 5 (Fig. 19), ademas en el control negativo no hubo en ningiin momento del

intervalo de tiempo reproduccion.
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Figura 19. Fecundidad de Daphnia magna de tres concentraciones subletales de extracto crudo de cianobacterias (5, 10

y 20% de extracto) y controles (ausencia de extracto y ausencia de alimento). Los simbolos representan los promedios +

error estandar de cuatro réplicas de una cohorte de 20 individuos.
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De acuerdo con los resultados obtenidos el promedio de vida se vio afectado por el extracto
crudo de manera gradual, mientras mayor sea la proporcion, mayor mortalidad habra en los
claddceros. Existe una diferencia muy significativa entre los tratamientos, el control presento6
el valor mas alto con 49 dias a excepcion del 20% donde solo tuvo 12 dias y el control
negativo que indican valores muy semejantes, se verificaron con ANOVA de una via (Fig.
20).

La esperanza de vida tuvo valores muy parecidos a los del promedio, el control se aproxima
a los 50 dias, alimentados con 1X106 cels ml-!, mientras que para el control negativo con el

valor mas bajo fue de 11 dias, donde los claddceros estaban en ausencia de alimento.
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Figura. 20. Promedio y Esperanza de Vida de Daphnia magna, sometida a bioensayos crnicos con tres diferentes
concentraciones de extractos crudos (5, 10, 20%), usando Scenedesmus acutus a 1x108 cels mI-* como alimento. Se
presenta la media de cuatro réplicas + error estandar. Letras similares de diferentes tratamientos indican que no existen

diferencias significativas (P>0.05, Tukey).

La tasa de reproduccion bruta mostré en los tratamientos con 5y 10% valores similares de
110 neonatos por dia. El control obtuvo un valor aproximado de 90 individuos por dia, lo que,

segun el estadistico ANOVA de una via, indica que es similar con los tratamientos de bajo
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porcentaje. El tratamiento con 20% obtuvo el valor més bajo con aproximadamente 50
neonatos por dia, siendo significativamente muy distinto a los tratamientos de 5y 10% (Fig.
21).

La tasa de reproducciéon neta muestra que el control y los tratamientos con 5y 10%
obtuvieron valores muy similares, con 40 neonatos aproximadamente, mientras que el
tratamiento con 20% solo presento un valor de 14 neonatos por dia, lo que es

significativamente diferente contra los demas tratamientos.
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Figura 21. Tasa de Reproduccion bruta y Reproduccién neta de Daphnia magna, sometida a bioensayos crénicos con
tres diferentes concentraciones de extractos crudos (5, 10, 20%), usando Scenedesmus acutus a 1x108 cels ml' como
alimento. Se presenta la media de cuatro replicas + error estandar. Letras similares de diferentes tratamientos indican
que no existen diferencias significativas (P>0.05, Tukey).

Para el tiempo generacional se nota un cambio gradual en los valores, mientras mas alto sea
el porcentaje del extracto, menores son los valores generacionales, como se puede apreciar
en el control, donde su valor promedio fue de 40 dias, mientras que para la proporcién mas

alta (20%) es de aproximadamente 16 dias (Fig. 22).
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La tasa de crecimiento poblacional (r) demuestra que en los tratamientos que estan

expuestos a 5 y 10% del extracto crudo tienen valores altos, de 0.22 y 0.24 d-

aproximadamente, mientras que el tratamiento control y 20% fueron muy similares, con 0.19

d', lo que significativamente (ANOVA de una via) son estadisticamente diferentes en

comparacion a los otros dos tratamientos.
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Figura 22. Tiempo Generacional y Tasa de Crecimiento poblacional de Daphnia magna, sometida a bioensayos crénicos

con tres diferentes concentraciones de extractos crudos (5, 10, 20%), usando Scenedesmus acutus a 1x108 cels ml-t

como alimento. Se presenta la media de cuatro réplicas + error estandar. Letras similares de diferentes tratamientos

indican que no existen diferencias significativas (P>0.05, Tukey).
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Tabla 6. Andlisis de varianza de una via (ANOVA), aplicada a diferentes pardmetros de tabla de vida (P. V= Promedio de
Vida, E. P= Esperanza de Vida, R. B= Reproduccion bruta, R. N= Reproduccién neta, T. G= Tiempo Generacional y T.
P= Tasa de Crecimiento poblacional) de Daphnia magna, expuesta a tres proporciones de extracto crudo y un control

negativo. DF = grados de libertad, SS = suma de cuadrados, MS = media al cuadrado, F= prueba de Fisher y P = valor

de criterio P.
Fuente de Variaciéon DF SS MS F P
Entre grupos (P. V) 4 4207.876 1051.969  99.526 <0.001
Residual 14 147.977 10.57
Total 18 4355.853
Fuente de Variaciéon DF SS MS F P
Entre grupos (E. V) 4 4007.227 1001.807 90.989 <0.001
Residual 15 165.154 11.01
Total 19 4172.381
Fuente de Variacion DF SS MS F P
Entre grupos (R. B) 3 9078.807 3026.269  8.248 0.004
Residual 11 4036.237 366.931
Total 14 13115.044
Fuente de Variaciéon DF SS MS F P
Entre grupos (R. N) 3 2202.106 734.035 28.368 <0.001
Residual 12 310.509 25.876
Total 15 2512.614
Fuente de Variaciéon DF SS MS F P
Entre grupos (T. G) 3 1317.719  439.24 28.993 <0.001
Residual 12 181.796 15.15
Total 15 1499.515
Fuente de Variaciéon DF SS MS F P
Entre grupos (T.P) 3 0.00866 0.00289 14.892 <0.001
Residual 12 0.00233 0.000194
Total 15 0.011
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Discusion

México presenta una gran cantidad de lagos eutroficos y el territorio en su mayoria esta
ubicado en una zona tropical (Alcocer & Bernal-Brooks, 2010). Se han reportado que varios
cuerpos de agua tienen presencia de CianoFANs la mayor parte del afio, los cuales, causan
distintos problemas a las comunidades que habitan dichos lugares (Berry & Lind, 2010). Las
altas densidades de cianobacterias se establecen debido a la combinacién sinérgica de
nutrientes, altas temperaturas, mayor estratificacion vertical y condiciones climaticas
extremas, que les permite tener una ventaja en los sistemas acuaticos; a su vez pueden
formar colonias evitando a los consumidores de fitoplancton (De Bernardi & Giussani, 1990;
Paerl, 2017).

De acuerdo con Figueroa-Sanchez et al. (2020) Microcystis sp., Dolichospermum sp. y
Planktothrix sp. son cianobacterias presentes casi todo el afio en este sistema y son
potencialmente toxicas, mostrando una concentracion de Microcistina-LR disuelta de hasta
11.70 pg L. Esto concuerda con los hallazgos registrados en este trabajo, donde
Planktothrix cf. agardhii fue la especie dominante en la muestra de fitoplancton utilizada para
elaborar el extracto crudo. Asimismo, la concentracion de Microcistina-LR presentada en el
mes de enero en trabajos previos es de 12 ug L' (Zamora-Barrios et al., 2019), demostrando
similitud con los resultados obtenidos en este estudio (10.0795 pg L1). No obstante, otras
evaluaciones en el mismo sistema acuatico mostraron otra concentracién con 62.4 ug L
con mayor dominancia de Microcystins aeruginosa., sin embargo, una de las mayores
concentraciones es de 78.0 ug L, con dominancia de M. aeruginosa, M. panniformis, M.
protocystis y Pseudanabaena mucicola y esta fue registrada en el lago urbano de

Chapultepec (Vasconcelos et al., 2010).

La concentracion de microcistinas encontrada en este estudio esta relacionada a la
reportada por Herrera et al. (2015), quienes encontraron en dos embalses ubicados en
Antioquia, Colombia, concentraciones desde 72 hasta 538 ug g-' (muestra liofilizada). De
acuerdo con Zamora-Barrios et al. (2019) en el lago de Zumpango, se registran

concentraciones desde 0.2 hasta 120 g g-', ambos lugares se han definido como sitios que
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presentan temperaturas subtropicales y donde se desarrollan actividades agricolas e

industriales intensivas.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) establecio el limite de concentracién provisional
para MC-LR en agua potable de 1 ug L-'. También, ha establecido el limite de ingesta diaria
tolerable (TDI) en 0.04 ug Kg' dia' ya que estas toxinas se acumulan en los
microorganismos acuaticos que consume el ser humano y por su uso como suplementos
alimenticios. Para aguas recreativas, se establecié que una concentracion de 10 ug L-' de
MC-LR representa un nivel de bajo riego, pero una >20 ug L' es un nivel de alto riesgo con
efectos adversos sobre la salud humana (WHO, 1998; Zamora-Barrios et al., 2023). Las
concentraciones evaluadas en este trabajo estan por debajo de estos niveles (0.69 a 3.25 ug
L' de equivalentes de MC-LR); sin embargo, de acuerdo con los resultados, estas
representaron un potencial ecotoxicologico para los organismos evaluados, alterando su

supervivencia y fecundidad.

El dicromato de potasio fue toxico para todas las especies, mientras mayor fue el tiempo de
exposicion (48h) menor era la capacidad de los organismos para sobrevivir. Daphnia magna
fue la especie con mayor tolerancia al toxico (0.93 y 0.36 mg L' a 24 y 48 h,
respectivamente). De acuerdo con la norma mexicana (NMX-AA-087-SCFI-2010) para la
evaluacién de toxicidad aguda, se establece que la respuesta aceptable de la CLsp a las 48 h
es de 0.6 mg L' a 2.1 mg L". Sin embargo, en comparacion con los resultados obtenidos,
todas las especies estan por debajo de ese rango. Kikuchi et al. (2017), midieron la toxicidad
aguda sobre Daphnia magna con dicromato de potasio y obtuvieron concentraciones entre
0.042 a 0.67 mg L' a 48 horas, lo que indica una similitud con los resultados obtenidos en
este estudio. Esta variacion en las respuestas coincide con lo reportado por Coors et al.
(2009), quienes encontraron concentraciones letales para D. magna desde 0.55 a 1.2 mg L™’
a 48 horas expuestas al mismo toxico, observaron diferencias de tolerancia entre diez
poblaciones de diferentes linajes clonales, y asi identificaron que hay variaciéon en la
susceptibilidad con base genética, por ello es importante mencionar el factor clon y explicar

las relaciones concentracion-respuesta.
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Aunque, Daphnia laevis es la especie nativa que mostroé una sensibilidad similar a D. magna
(0.70y 0.34 mg L-" a 24 y 48 h, respectivamente), las especies aisladas de Zumpango fueron
mas sensibles y esto concuerda con lo reportado por Mohamed (2007), quién comparo la
sensibilidad del claddcero tropical nativo Ceriodaphnia rigaudii y Daphnia magna, expuestos
a diferentes sustancias quimicas (incluyendo dicromato de potasio), obteniendo las CLso a 48
h, y determinando la sensibilidad relativa. Los valores obtenidos sugieren que C. rigaudii es
mas sensible que D. magna, esto indica que no puede ser apropiado utilizar especies
exoticas para sitios ubicados en zonas tropicales. Santos-Medrano & Rico-Martinez (2019),
concuerdan con los hallazgos presentados aqui, al comparar los valores de referencia de D.
magna con nueve toxicos diferentes contra los de D. pulex y S. vetulus, confirmando que las
especies autdctonas son mas sensibles a los toxicos que la especie de zonas templadas. El
uso de estas especies templadas como D. magna para sistemas de zonas tropicales es un
problema que se enfrenta el campo de estudio como la ecotoxicologia, pues no es adecuado
usar especies que no pertenecen al mismo habitat 0 que sean de sitios con diferente
ubicacion geografica, pues los efectos que tengan no quieren decir que sean los mismo para

especies nativas.

Daphnia laevis fue la especie con mayor tolerancia en la prueba aguda con el extracto crudo,
de acuerdo con las diferentes proporciones que se utilizaron de la muestra de extracto, se
correlacionaron con la concentracién total de microcistina, obteniendo 3.25 pg L' de
equivalentes de microcistina-LR (MC-LR) a 24 h. Esto coincide con lo obtenido por Ferrao-
Filho et al. (2017), quienes encontraron que este mismo cladécero presentd una baja
mortalidad y no presentd paralisis en los movimientos de natacion, cuando fue expuesta a
dos cepas de cianobacterias (Microcystis aeruginosa y Cylindrospermopsis raciborskii) en
pruebas agudas. Por otro lado, Pawlik-Skowroriska & Bownik (2021), determinaron que las
microcistinas pueden ejercer alteraciones en la motilidad de los cladoceros, no obstante, la
combinacion de mas oligopéptidos inmersos en los extractos crudo de cianobacterias
aumenta el grado de toxicidad de manera considerable hacia los organismos. Asimismo,
Pawlik-Skowronska, et al. (2019), encontraron que la CLsy a 24 horas en Daphnia pulex
expuesta a Microcistina-LR purificada fue superior a 3.32 mg L (3,320 pg L), pero al
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exponerla a extractos crudos de Planktothrix agardhii fue més sensible, donde la biomasa
extraida se expres6 como concentraciones de clorofila-a (Chla-a) y vari6 de 0.16 a 6.66 mg
Chl-a L', demostrando que existe una mayor toxicidad en los extractos de cianobacterias

que contienen gran mezcla de cianotoxinas y otros metabolitos como los oligopéptidos.

La toxicidad de la gran cantidad de metabolitos es mas perjudicial para el zooplancton que
las fracciones de cianotoxinas purificadas (Ferrdo-Filho & Kozlowsky-Suzuki, 2011), y al
estar expuestos por mas tiempo, se acrecienta el efecto toxico. Esto coincide con lo
reportado aqui porque todas las especies mostraron un valor de CLso menor transcurridas 48
h en comparacion la evaluacion a 24 h (D. magna= 1.19, D. laevis= 0.95, C. dubia= 0.56 y S.

vetulus= 0.43 pg L' equivalentes de MC-LR).

La toxicidad aguda para cada una de las especies fue muy diferente, debido a los diversos
modos de accién de cada especie. Simocephalus vetulus fue la especie tropical mas
sensible al extracto crudo y al téxico de referencia. Esto puede atribuirse a que es un
microcrustaceo de gran tamafio (>20 mm), por lo que son menos selectivos en su
alimentacion, provocando mayor consumo de cianobacterias (Fernandez, R et al., 2012).
Ademas, el tamafio del cuerpo es importante pues involucra mayor retencidn de tdxicos para
los organismos (Krantzberg, 1989). Ceriodaphnia dubia tuvo similitud con S. vetulus en
cuanto los resultados obtenidos en las pruebas de CLso, una posible explicacion es que los
organismos pequefios (volumen y superficie), presentan tasas metabolicas mas aceleradas,

incluyendo las tasas de filtracion (Williamson, 1980).

En las pruebas agudas con el extracto crudo, tanto D. laevis como D. magna presentaron
resultados similares, mientras que en las pruebas crénicas difirieron totalmente al final. En la
supervivencia de D. laevis, no se observaron cambios significativos entre los tratamientos,
excepto en el control negativo, al estar ausente de alimento solo alcanz6 al dia 37, mientras
que D. magna, obtuvo decrementos significativos en todos sus tratamientos, posiblemente
debido al compendio de metabolitos secundarios del extracto. Nandini et al. (2000)
mostraron que D. laevis puede crecer adecuadamente con una cepa de Microcystis

aeruginosa de Valle de Bravo. También, Ferrdo-Filho et al. (2017) encontraron que esta
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misma especie en comparacion con D. similis y M. micrura expuestos a combinaciones de
dos cepas toxicas de cianobacterias (Microcystis aeruginosa y Cylindrospermopsis
raciborskii), no tuvo efectos negativos cuando fue expuesta en pruebas cronicas con estas
cepas toxicas, argumentando que la alta actividad de las enzimas Glutatién-S-transferasa y
Catalasa promovian la resistencia de este claddcero. Estas enzimas son importantes en el
proceso de desintoxicacion celular a agentes xenobidticos como respuesta al estrés (Amado
& Monserrat, 2010).

De esta misma forma, la procedencia de la cepa es una caracteristica importante con
relacion a la tolerancia de los organismos. Macke et al. (2017), demostraron que la
microbiota intestinal es dependiente del genotipo lo que impulsa una tolerancia a las
cianotoxinas, sus resultados indican que la previa exposicion microbiana exdgena y la dieta
del claddcero huésped, interactian para formar la estructura y funcionalidad de la microbiota
intestinal del genotipo, favoreciendo a aquellos genotipos aislados de sistemas con

presencia de cianobacterias productoras de toxinas.

Otro efecto general de los metabolitos producidos por las cianobacterias es el estrés
oxidativo (Wiegand & Pflugmacher, 2005). El estrés provocado en las células requiere de
una induccién en las defensas antioxidantes, pero esto presenta un gasto energético. Por lo
tanto, aunque en las concentraciones mas bajas se presenta una alta supervivencia en D.
magna y S. vetulus del presente trabajo; no obstante, con forme aumenta la concentracion
del extracto mayor podria ser la inversion energética que se reflejaria en un incremento en la
mortalidad en las concentraciones mas altas. Asimismo, Peter & Lampert (1989), muestran
que la disminucién en la abundancia y supervivencia de cladéceros de gran tamafio se
relaciona al consumo de especies como Planktothrix agardhii, ocasionando una disminucion
del nimero de puestas, debido a la reduccion en las tasas de alimentacion por interferencia
mecanica y a la toxicidad de esta cianobacteria. Esto concuerda con los resultados
encontrados en los experimentos de tabla de vida con D. magna y S. vetulus, donde en la

concentracidén mayor (20%) hay una disminucion en las variables de fecundidad.
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La supervivencia de los cladoceros en los tratamientos con baja concentracion de toxina no
se vio muy afectada en este estudio. Se puede mencionar que en la investigacién de Lrling
& Van der Grinten (2003) en la que D. magna es expuesta a 3.5 pug L' de MC-LR, no
mostraron ningun efecto adverso siendo una concentracién mayor a las utilizadas en el
estudio. También, Dao et al. (2010), utilizaron concentraciones entre 5 y 50 ug L' de
microcistina-LR de un extracto crudo de cianobacterias, y encontraron que los tratamientos
con baja concentracion de Microcistina-LR afectaron ligeramente al crecimiento y la
reproduccion de los dafnidos. Sin embargo, la supervivencia disminuyd durante la exposicion
cronica con el aumento de la concentracion, tanto en la concentracion diez veces mayor (50

Mg L") como en los extractos crudos, coincidiendo con lo reportado aqui.

Hulot et al. (2012), realiz6 ensayos de historia de vida con Daphnia magna expuesta a
extractos de Planktothrix agardhii productora de Microcistina-RR, encontraron que la
presencia del extracto acelera la historia vital, alterando la fecundidad, provocando una
disminucion del tiempo generacional y reduccidn de la supervivencia. Esto concuerda con los
resultados obtenidos aqui, dentro de las variables demograficas de tabla de vida, se puede
identificar que mientras la proporcién de extracto crudo aumenta, la esperanza de vida y
tiempo generacional disminuyen, esto ocurre en todas las especies. Cuando aumenta el
estrés, los organismos presentan historias de vida alternas, invirtiendo mas energia en
reproduccion y eso es fundamental para prevalecer en el sistema. Nandini et al. (2021),
mostraron que dos clones del cladécero Moina macrocopa, tenian divergencias
reproductivas debido a que la especie aislada de un sistema con presencia de cianobacterias
comenzaba prematuramente su reproduccion en comparacion al clon comercial,

incrementando asi 15% esta variable y presentando ciclos generacionales mas cortos.

D. laevis presentd altas tasas de fecundidad, este mismo patrén fue reportado previamente
por Dao et al. (2010), donde también expuso a D. magna a un extracto crudo de
cianobacterias; la fecundidad aumento, pero la supervivencia tuvo una reduccion
considerable. Cuando existen cambios en el ambiente que son desfavorables para los

organismos, una de las respuestas a estos cambios se refleja sobre la fecundidad, lo que
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tiene como consecuencia alteraciones significativas en la variable de esperanza de vida
(MacArthur, 1972).

En comparacion los resultados obtenidos de D. magna en el tratamiento con mayor
proporcion de extracto sélo consiguieron una fecundidad maxima de 5 ind dia! y una mayor
mortandad, algo similar ocurrié con S. vetulus, pues hubo poca cantidad de neonatos en el
mismo tratamiento, esto sugiere que, la exposicion a Microcistinas y distintos metabolitos
desconocidos en los extractos de cianobacterias tiene efectos negativos en los procesos de
reproduccién como fue demostrado por Pawlik-Skowronska et al. (2019) sobre Daphnia
pulex a extractos de cianobacterias debido a la alta concentracion de microcistinas,

oligopéptidos, anabaenopeptinas, aeruginosamidas, aeruginosinas, cianopeptolinas.

Existen diversas formas en las que los extractos crudos podrian alterar la eficacia biologica
de las especies evaluadas aqui. No obstante, tan sélo las Microcistinas disueltas en el
extracto pueden afectar drasticamente a los cladéceros, como lo indicaron Rohrlack et al.
(2005), quienes presentaron el proceso de intoxicacion de Daphnia galeata y sus sintomas al
consumir una cepa de Microcystis productora de Microcistinas. Mostraron que los principales
sintomas son agotamiento al grado de promover la inanicion, alteraciones en la estructura
del epitelio intestinal e incremento en la concentracion de microcistinas en sangre.
Obtuvieron que habia dafios estructurales afectado la cohesién de las células epiteliales,
favoreciendo la absorcién de la cavidad digestiva a la sangre y su distribucion a través del
torrente sanguineo, ocasionando cambios en la frecuencia de los movimientos que cumplen
funciones esenciales de la vida del organismo, como latidos de las piernas toracicas
(movimientos esenciales para la ventilacion y para la adquisicion de alimentos), mandibulas
(provocan el transporte de alimentos hacia el intestino anterior), intestino anterior
(movimientos peristalticos que afectan la ingesta de particulas de alimentos), corazén
(contracciones que afectan la circulacion sanguinea) y segundo par de antenas
(responsables de la natacion). Aunque no fue parte de los objetivos, en mis observaciones, al
final de los experimentos los movimientos en el segundo par de antenas eran muy lentos y

ocasionaba que los organismos se sedimentaran y por ultimo murieran.
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Perspectivas e Implicaciones
El extracto crudo de cianobacterias tuvo efecto en todos los organismos experimentales,

demostrando que en general la mayoria de las especies nativas fueron mas susceptibles. Yo
propongo no utilizar a Daphnia magna como especie modelo para pruebas de
ecotoxicologia, en su lugar, Daphnia laevis seria buena opcion de acuerdo a los resultados
obtenidos, sin embargo, es importante considerar a Simocephalus vetulus como una especie
muy sensible cuando es expuesta a toxicos, 1o que hace necesario proponer a las especies
autoctonas como organismos modelos para las futuras pruebas. Comparar las sensibilidades
por medio de pruebas agudas y cronicas permiten explorar el campo de toxicidad de los
compuestos a los que se vean expuestos los organismos, los modelos nativos presentan una
ecologia y genética especifica para ambientes tropicales o subtropicales y los hacen idoneos
para estas pruebas, en lugar de especies provenientes de zonas con climas templados.
Ademas, el desarrollo de pruebas sobre organismos aislados directamente de los sitios de
evaluacion nos ayudaria a pronosticar cambios estructurales en las poblaciones de
cladoceros y probablemente de otros componentes de la biota, y a registrar los efectos de
diversos compuestos actuando en conjunto y que tienen un potencial toxicoldgico.
lgualmente, es importante considerar un aspecto general de los extractos crudos de
cianobacterias sobre el dafio que pueden ocasionar, pues no solo las microcistinas tienen un
efecto nocivo, existen diversos metabolitos secundarios aun no caracterizados que pueden

ejercer un efecto toxico mayor.
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Conclusiones
Se elabord un extracto crudo de cianobacterias que contenia una concentracién de

equivalentes de Microcistinas-LR disueltas de 10 ug L.

En las pruebas agudas, Simocephalus vetulus fue la especie mas sensible en comparacion
con el organismo estandar Daphnia magna a las microcistinas inmersas en el extracto crudo

del florecimiento de cianobacterias presente en la Laguna de Zumpango.

El extracto crudo de cianobacterias resultd tener un efecto negativo, en diferente grado, para
todos los claddceros evaluados en los bioensayos cronicos, alterando las variables

demogréficas asociadas a la supervivencia y fecundidad.

Con base a la sensibilidad relativa obtenida, se destacar que las especies nativas
presentaron tuvieron menor tolerancia a la presencia del extracto crudo de cianobacterias en
comparacion con Daphnia magna, por lo tanto, es necesario utilizar especies autoctonas

como organismos modelos para las futuras pruebas ecotoxicologias.
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ANEXO 1

Cultivo de microalgas; Medio Bold Basal

En el laboratorio de zoologia acuética en la unidad de investigacion de la FES |ztacala, se

utilizé una cepa de Scenedesmus acutus para realizar el cultivo de la microalga en botellas

diferentes de 2 L aproximadamente cada una. Todas las botellas se lavaron con acido

clorhidrico y con agua destilada para evitar contaminacion en los cultivos, se prepar6 el

medio Bold previamente para después inocular la microalga a cada botella, se mantuvieron a

una temperatura de 18°C aproximadamente con un fotoperiodo de 24 horas continuas

durante una semana y se mantuvieron con aireacion todo el tiempo para evitar la

sedimentacion de las células. Finalmente se colocaron en el refrigerador y se dejaron

sedimentar para posteriormente poder decantar y obtener una concentracion, de esta

manera se tiene disponible alimento para los organismos del laboratorio. También fue

utilizado como medio de dilucion para las pruebas ecotoxicoldgicas.

La preparacion del medio se baso en las siguientes sales:

1.-NaNOs
2.- MgSOq4
3.- KsHPO4
4.- KHoPOq4
5.- NaCl
6.- EDTA
7.- FeSOq4
8.- H3BOs3

9.- CaCly

10. Elementos traza:

250gr L

75gr L

75gr L

75gr L

75gr L
50gr + 31gr de KOH L1

4.98gr L-1 + (1ml 31gr de H2S04 L
1.42¢gr L

25¢r L
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a) ZnSOq4 8.82gr L

b) MnCl, 1.449r L
c) MoOs 0.71gr L
d) CuSOq4 1.75¢r L
e) Co (NOa3) 0.49gr L
ANEXO 2

Cultivo de claddceros; Medio EPA

Todos los organismos fueron cultivados en medio EPA, las cantidades para 20 L de agua
destilada (este medio se mantiene a temperatura ambiente) fue preparado al inicio del

experimento, con las sales:

CaS0O4 1.2 mg
MgSO4 1.2 mg
NaHCO3 1.9 mg
KCI 0.04 mg
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