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RESUMEN

La toxicologia trata de explicar y predecir los cambios que acontecen a nivel poblacional
en relaciébn a los efectos toxicos sobre la supervivencia, crecimiento, reproduccion,
fisiologia y comportamiento de los individuos que componen la poblacién expuesta.

En este estudio se realizaron una serie de pruebas agudas y crénicas con organismos
dulceacuicolas de diferentes niveles troficos con el fin de evaluar el efecto de cinco
metales (Al, Cd, Pb, Fey Zn).

Se emplearon dos especies de rotiferos, Asplanchna brightwelii, que tiene la caracteristica
de ser depredador, siendo una de sus presas el rotifero Brachionus calyciflorus. En
ambos organismos se realizaron bioensayos de toxicidad aguda en un tiempo de 24
horas, y las pruebas crénicas de cinco dias que consistieron en evaluar la tasa intrinseca
de crecimiento (r).

En las especies de cladéceros Daphnia magna y D. pulex se efectuaron pruebas agudas
de 24 horas y pruebas cronicas con duracion de 21 dias para evaluar la tasa r.

Se seleccionaron dos especies de algas, Selenastrum capricornotum y Nannochloropsis
oculata, los efectos de los metales se evaluaron a través de los niveles de fluorescencia

gue producen de manera natural las algas.



ABSTRACT

Toxicology seeks to explain and predict the changes occurring at the population level in
relationship to the toxic effects on survival, growth, reproduction, physiology and behavior
of individuals in the population exposed.

In this study, a series of acute and chronic tests with freshwater organisms of different
trophic levels in order to evaluate the effect of five metals (Al, Cd, Pb, Fe and Zn).
We used two species of rotifers, Asplanchna brightwelii which has the characteristic of
being predator, and its rotifer prey the rotifer Brachionus calyciflorus. In both organisms
acute toxicity bioassays conducted in a time of 24 hours, and the five-day chronic tests to
evaluate the intrinsic growth rate (r).

In cladoceran species Daphnia magna and D. pulex acute tests were performed 24 hours
and chronic tests with duration of 21 days to evaluate the rate r.
We selected two species of algae, Selenastrum capricornotum and Nannochloropsis
oculata, the effects of metals were evaluated through fluorescence levels that naturally

occurring in algae.
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1. INTRODUCCION

El acelerado aumento de la poblacién humana impone una demanda creciente sobre los
ecosistemas acuaticos continentales. En consecuencia, mundialmente la construccion de
embalses para produccion de energia, agricultura, pesqueria u otros fines avanza a un
ritmo acelerado desde hace muchos afios, y también existe una sobreexplotacion de la
mayoria de los rios y arroyos. En concordancia con una toma de conciencia sobre
diferentes aspectos ecoldgicos, surge la necesidad de evaluar y predecir cambios
potencialmente adversos sobre el ambiente. Todo cuerpo de agua natural es en realidad
un sistema complejo e interactivo que contiene sustancias en solucién o en suspension.

La composicion de la biota de un ambiente acuatico lotico o lentico esta
determinadas por las condiciones ambientales que llevan al hecho de que algunas
especies sean mas o menos dominantes. La produccion primaria (principalmente por
actividad fotosintética) y la degradacién de la materia organica son resultantes de la
actividad de microorganismos, principalmente algas y bacterias. EI componente biolégico
de los ambientes acuéticos presenta cadenas tréficas, que en algunos casos llegan a ser
bastante complejas por la diversidad de organismos involucrados. Las sustancias
organicas presentes en el agua se mineralizan a través de diversos organismos,
transformandose en nutrientes, que son liberados al medio y soportan la productividad
primaria del sistema, representada por organismos con clorofilas, como las algas y
plantas acuéticas, que a su vez proveen la materia organica y parte del oxigeno para el
resto de la cadena alimenticia, compuesta generalmente por distintos micro- y macro-
invertebrados, anfibios y peces. Cuando, por efecto de la actividad humana, se aumenta
el ingreso de la materia organica al sistema, se provocan cambios en el equilibrio original
gue desembocan en un aumento en las poblaciones o en alteraciones de la biota original,
lo que a su vez genera gran consumo de oxigeno y mas produccién de diéxido de
carbono, incrementando el volumen total de biomasa. Cuando a lo anterior se agregan
bacterias no usuales en aguas limpias, como las de origen cloacal, la calidad de agua se
deteriora marcadamente.

Para establecer criterios de calidad de agua se llevan a cabo estudios cuidadosos
y prolongados que permiten finalmente fijar valores-guia en la estimacién de los
parametros mas significativos para evaluar la calidad de agua y los niveles a admitir para
cada uno de ellos. La introduccién de un determinado desecho antropogénico puede o no

producir desequilibrios en un ecosistema que conduzcan a su deterioro. Para cada



desecho existe una concentracion umbral, por encima de la cual se detectan los efectos
responsables de dichos desequilibrios (Cairns, 1986). En general, los sistemas naturales
poseen la capacidad de soportar alteraciones debidas a la presencia de agentes extrafios
mediante los procesos internos de autodepuracion. El deterioro de un ecosistema se
produce cuando la cantidad y calidad de desechos introducidos superan su capacidad de
recuperacion (Tortorelli y Herndndez, 1995).

En algunos paises como Estados Unidos y Canadé las pruebas de toxicidad de
descargas en los ambientes acuéticos han sido una parte integral de los controles de
regulacién para proteger al ecosistema. Para regular las descargas de aguas residuales
téxicas hay que utilizar datos de ensayos de toxicidad realizados con organismos Vvivos,
ademas de efectuar estudios detallados de las caracteristicas fisicas y quimicas de los
contaminantes y de los cambios que ocurren después de su descarga en el medio.
Cuando se puedan describir con precision en términos quimicos y fisicos los
componentes toxicos de un contaminante y se disponga de técnicas analiticas pertinentes
asi como de informacién adecuada acerca de la toxicidad de esos componentes en los
organismos acuaticos, se podran establecer normas para tales contaminantes en valores
numéricos para los componentes téxicos (FAO, 1981).

La toxicologia acuatica creci6 a partir de dos disciplinas: la biologia de la
contaminaciéon del agua y la limnologia. Los primeros estudios comprendieron
investigaciones basicas para definir e identificar la biologia y morfologia de los lagos,
arroyos y rios. Estos estudios incluian investigaciones sobre plantas, animales, y
microorganismos que interactlan para tratar biologicamente aguas residuales y de esta
manera reducir la contaminacion organica. Por ejemplo, el papel de las bacterias en el
proceso de nitrificacion fue demostrado en 1877 por Schoesing y Muntz (1877). Stephen
Forbes se le reconoce como uno de los primeros investigadores en integrar a las
comunidades biolégicas y relacionarlas con los factores abibticos en un ecosistema
acuatico. Kolwitz, Masson y Richardson realizaron un estudio para clasificar a los rios
dentro de zonas de contaminacién basados en la presencia o0 ausencia de especies
tolerantes a lo que a llevado a aceptar la creencia de que la presencia o ausencia de
especies (especialmente poblaciones o comunidades) que viven en un ecosistema dado
les provee una mayor sensibilidad e indicador seguro de las condiciones ambientales

adecuadas mas que las mediciones fisicas y quimicas (Hoffman et al., 2003).



De esta manera se ha hecho un gran esfuerzo durante muchos afios en investigar
organismos que sean sensibles a factores ambientales y cambios en estos pardmetros.
Este esfuerzo ha consistido en intentar cultivar y probar organismos con estas
caracteristicas en el laboratorio. EI fundamento de esta creencia ha sido que los
organismos evaluados bajo condiciones de laboratorio proporcionan un significado para
evaluar efectos observados en ecosistemas naturales y predecir efectos de
perturbaciones naturales y humanas. La toxicologia acuética evolucioné mas alla de estos
estudios y se ha concentrado en estudiar los efectos de agentes tdxicos (quimicos,
temperatura, OD, pH, etc.) sobre la vida acuética (Hoffman et al., 2003), desde nivel
subcelular hasta organismos individuales, poblaciones y ecosistemas.

El propdsito de las pruebas de toxicidad es obtener informacién util para lograr la
proteccién de los organismos acuaticos de una especie determinada o de todas las
comunidades que integran la biota de un ecosistema, de los peligros ocasionados por las
substancias peligrosas arrojadas al ambiente por el hombre. Por lo tanto las pruebas de
toxicidad son herramientas necesarias si queremos evaluar los riesgos potenciales
producidos por el estrés antropogénico en ecosistemas acuaticos (Snell y Janssen, 1998).
Estas pruebas usadas en toxicologia acuética han puesto un gran énfasis en los estudios
con peces ignorando en ocasiones los beneficios producidos con el uso de organismos de
menor tamano. El uso de estos organismos (“microscale testing”) ha reducido los costos y
mejorado la velocidad y simplicidad de la pruebas de toxicologia acuética (Snell y Jassen,
1998).

Las pruebas de toxicidad con agentes contaminantes en organismos Vivos bajo
condiciones de laboratorio, se han incrementado en estos ultimos tiempos debido a la
brevedad con que se obtiene la informacién sobre las dosis letales y subletales (CL50)
que afectan negativamente organismos en los ambientes marinos, estuarinos (Villamar,
1996) y dulceacuicolas.

Estas pruebas permiten evaluar el grado de afectacion que una sustancia quimica
tiene en organismos vivos y éstos pueden ser agudos o crénicos. Las pruebas agudas
cuantifican las concentraciones letales de un xenobiético a una especie en particular. El
valor calculado se denomina concentracion letal media (CL50) y corresponde a la
concentracion de un xenobiético que causa la muerte al 50 % de la poblacion
experimental al cabo de un tiempo determinado, generalmente en 48 o 96 horas. En

contraste, las pruebas cronicas estiman la concentracién — efecto media (CE50) de la



sustancia de prueba que causa un efecto al 50 % de la poblacion experimental, al cabo de
un tiempo determinado (Rodriguez y Esclapés, 1995).

La captacion y utilizacion de zooplancton como biomonitores data desde
comienzos de siglo XX (Sosnowski et al., 1979), hoy en dia, gracias al desarrollo de
técnicas para su cultivo en el laboratorio, representa una herramienta que gana cada vez
mas reconocimiento en la evaluacion ecotoxicolégica (Maciorowski, 1981).

Al usar organismos provenientes directamente del habitat natural, los resultados
pueden verse distorsionados por fuentes de variabilidad no previstas, como nutricién y
dinamica de la poblacién, estrés por depredacion, etc. (Sosnowski et al., 1979). Estas
variables pueden ser controladas o eliminadas en las poblaciones de laboratorio; ademas,
el entrecruzamiento consanguineo que ocurre a lo largo del tiempo en esas poblaciones,
resulta en una considerable reduccion de la variabilidad genética (Lewontin, 1974).

A causa de la complejidad del ambiente acuatico y de las comunidades biolégicas
gue lo integran es dificil establecer el grado de deterioro que afecta a las especies o
comunidades acuaticas. Por esta razén es conveniente realizar pruebas utilizando
organismos vivos en condiciones controladas de laboratorio. Sin embargo, el objetivo
primordial de una prueba toxicologica es reflejar la realidad de como afectaria a los
organismos vivos en su medio natural y para ello es necesario paralelamente investigar
continuamente las comunidades en su propio héabitat (Villamar, 1996).

Los ensayos de toxicidad con organismos acuaticos son métodos reconocidos por la
comunidad cientifica internacional y empleados en muchos paises como herramienta para
el monitoreo y control de la contaminacion hidrica.

Dentro de los organismos comunmente utilizados en los bioensayos de toxicidad
se encuentran los clad6ceros, también llamados pulgas de agua. Los cladoceros son
crustaceos pequefios que constituyen la mitad de la Clase Branchiopoda (Ruppert y
Barnes, 1996).

Debido a su importancia ecolégica y su sensibilidad a ambientes intervenidos, se
les considera especies indicadoras de condiciones ambientales adversas. Ademas, por
ser organismos de facil mantenimiento bajo condiciones de laboratorio, normalmente se
utilizan en pruebas de toxicidad acuaticas. En nuestro pais existen numerosas especies
de claddceros que habitan los lagos naturales y artificiales, zonas inundables y charcas

temporales (Rodriguez y Esclapés, 1995).



La importancia de los claddceros en sistemas acuaticos esta bien documentada desde
1883 (Pennak, 1989). Tienen un papel significativo en la cadena alimenticia, en la
dinAmica del fitoplancton y protozoarios (Pennak, 1989, Burton y Leibfritz-Frederick,
1990). Algunas especies son filtradores selectivos mientras otras como Daphnia magna
no es selectivo. Existe una amplia base de datos de toxicidad de muchos compuestos
para Daphnia magna y su sensibilidad es comparada con otros organismos tales como
peces, rotiferos, copépodos (Neiderlehner et al. 1984). Daphnia esta reconocida como
una especie muy util en pruebas de toxicidad (Miller et al. 1985; Nebeker et al., 1984),
debido a su sensibilidad a diferentes téxicos y su facil cultivo.

Los cladéceros son organismos partenogenéticos, es decir, tienen la habilidad de
reproducirse sin machos. Esta habilidad simplifica significativamente su uso como
organismos para bioensayos porque su periodo de reproduccion es corto y simple (Henry,
1988). Estos organismos representan un eslabon importante dentro de la cadena tréfica.
El zooplancton, especialmente los depredadores tales como dafnidos que se alimentan de
algas, es un eslabon importante entre los productores primarios y los peces. Las
comunidades acuaticas pueden sufrir un dafio significativo por sustancias toxicas, tales
como sulfato de cobre, cuyo efecto toxico es mayor en el zooplancton que en los peces
(Henry, 1988). En general, se ha encontrado que los clad6ceros son mas sensibles que
los peces a las sustancias toxicas (Henry, 1988). Los claddceros tienen un sistema
nervioso, lo cual sugiere la presencia de la acetilcolina (Ach), este neurotransmisor
normalmente es hidrolizado por la acetilcolinesterasa, la cual es muy sensible a diferentes
contaminantes, entre los que se pueden mencionar a los metales pesados, detergentes e
hidrocarburos policiclicos (Martinez-Tabche et al., 1997). Los claddceros son capaces de
detectar la presencia de, por ejemplo, 0,005 mg. de mercurio en el agua, y aln menores
concentraciones de numerosos pesticidas y residuos industriales (Paggi y de Paggi,
2000).

Daphnia magna y Ceriodaphnia sp., han sido usados ampliamente para pruebas
toxicoldgicas y existe informacién sobre las técnicas de cultivo y la sensibilidad a las
sustancias toxicas. Los requisitos de temperatura, luz y nutrientes estan bien definidos
(Henry, 1988). Ambos claddceros se pueden usar para realizar pruebas de suelo,
sedimento y agua. Los cladéceros son de libre natacion y, por lo tanto, son mas

apropiados para examinar agua y no sedimentos. Sin embargo, los dafnidos también han



sido usados satisfactoriamente para realizar pruebas con elutriados (Henry, 1988;
Nebeker et al., 1984).

La toxicidad también se ha evaluado para un gran numero de contaminantes
ambientales mediante pruebas de toxicidad con rotiferos, las cuales comprenden estudios
de reproduccion asexual mediante técnicas como tablas de vida sobre hembras aisladas o
utilizando parametros de crecimiento poblacional como punto de referencia. También se
han llevado a cabo pruebas de toxicidad en Brachionus plicatilis y B. calyciflorus donde se
evallan respuestas de comportamiento natatorio y/o ingestion tan sélo en minutos. Las
pruebas de toxicidad donde se mide la actividad enzimatica in vivo se ha reconocido como
una herramienta Util para caracterizar la respuesta de invertebrados acuaticos a
estresantes toxicos. Esta técnica se ha aplicado a rotiferos plancténicos como B.
calyciflorus y B plicatilis cuantificando la actividad de las esterasas y fosfolipasas A2 (Snell
y Janssen, 1998).

Varios tipos de pruebas se han desarrollado con rotiferos y otros invertebrados
dulceacuicolas para medir parametros tan diversos como mortalidad, reproduccion,
comportamiento Y fisiologia, pruebas bioquimicas o moleculares, y microcosmos (Snell y
Jassen, 1998). La velocidad de ingestion de los invertebrados es un parametro
toxicolégico relevante y Gtil como lo han demostrados varios trabajos (Bernman y Heinle,
1980; Geiger y Buikema, 1981; Lampert et al., 1989; Fernandez-Casalderry et al., 1994;
Juchelka y Snell, 1995).

Los invertebrados acuaticos empleados para pruebas de toxicidad en un
ecosistema, se ratifica dada la importancia de estos grupos como consumidores primarios
dentro de las cadenas tréficas, también los respalda su gran sensibilidad hacia varios
toxicos, la cual en el caso de los rotiferos se encuentra por encima del promedio al
compararla con otras especies acuaticas utilizadas (Burbank y Snell, 1994).

Evidentemente, invertebrados acuaticos (cladéceros y rotiferos) se han utilizado
ampliamente para evaluar la toxicidad de contaminantes ambientales. Para el caso de
rotiferos se ha observado que son organismos de prueba atractivos debido a su
relevancia ecoldgica, caracteristicas biologicas y facilidad de manejo (Jassen et al., 1993).

Las pruebas de toxicidad que emplean métodos para evaluar la velocidad de
ingestion las cuales sugieren que este parametro es Gtil como un indicador subletal para
la evaluacion de la toxicidad cronica y velocidad reproductiva (Juchelka y Snell, 1994).

Juchelka y Snell (1994) reportan valores de CNOE (concentracion maxima del toxico en la



que no se observa un efecto diferente al control) de la tasa de ingestion con mayor
sensibilidad hacia mercurio, PCP, fenol, dimetilfenol, xileno, cloropirifos, naftol y cadmio
con respecto a la CL50 para Brachionus calyciflorus (24h), con una correlacion de 0.91
hacia estos componentes. Del mismo modo compararon valores de CNOE de la tasa de
ingestién con respecto al CNOE reproductivo, observando que para el PCP, naftol y
cloropirifos presentaban la misma sensibilidad; también se observé que el CNOE de la
tasa de ingestién fue menos sensible que los CNOE reproductivos para algunos toxicos,
encontrando un coeficiente de correlacion de 0.66, por lo tanto, estos autores mencionan
gue el CNOE de la tasa de ingestion es un buen pronosticador del CNOE de la tasa
reproductiva. Por tanto, la entrada de energia ingerida determina la magnitud del gasto
energético reproductivo para un animal bajo condiciones ecoldgicas especificas en las
gue se encuentra en individuo. Por ello Juchelka y Snell (1994) sugieren que la evaluacion
de la tasa de ingestién es un buen pronosticador de la reproduccion futura y un punto de
referencia relevante ecolégicamente para la evaluacion de la toxicidad.

El desarrollo de las pruebas de toxicidad durante la década pasada se enfoc6 en
bioensayos enzimaticos y en bacterias en grupos en los que estas pruebas fueran mas
rapidas que en los bioensayos tradicionales con peces e invertebrados que estan basados
en la mortalidad debida a la exposicion de toéxicos (Bitton y Dutka, 1986; Bitton y
Koopman, 1992). A pesar de la experiencia con pruebas de toxicidad microbianas y
enzimaticas y su demostrada sensibilidad a una amplia variedad de toxicos, los dafnidos
son mas atractivos para realizar pruebas en corto tiempo. Esto es en parte porque, en el
medio ambiente acuético, algunos quimicos como los plaguicidas organofosforados son
mucho mas téxicos para los dafnidos que para microorganismos.

Las pruebas de toxicidad aguda usando Daphnia magna y Ceriodaphnia dubia
requiere de una exposicion de tiempo de 48 h y el parametro a determinar es la
mortalidad (inmovilizacion) (Bitton y Dutka, 1986; Bitton y Koopman, 1992). El uso de
parametros alternativos en bioensayos con invertebrados que pueden llevarse a cabo en
tiempos cortos ha sido poco estudiado (Aqua Survey Newsletter, 1991; Janssen y
Persoone, 1993). Existen pruebas que usan la actividad de alimentacion como parametro
en pruebas de toxicidad, que se basan en la presencia de fluorescencia en el intestino del
organismo (Bitton et al., 1995). Existen otras pruebas de ingestion utilizando
microoesferas fluorescentes en rotiferos (Juchelka y Snell, 1994).

Un cambio en la dinamica de poblacién en Daphnia spp, debido a la reduccion en



la tasa de alimentacion seria ecolégicamente importante porque cambiaria potencialmente
la estructura y funcién de la comunidad. Varios estudios han demostrado que el dafio
toxico en las tasas de alimentacion a nivel individual tiene efectos directos sobre los
parametros de poblacion tal como crecimiento y reproduccion (Bradley et al., 1991;
Enserink, 1995) y efectos indirectos sobre la estructura de la comunidad debido al
incremento dela biomasa del fitoplancton (Day et al., 1987; Jak, 1997).

El dafio en la tasa de alimentaciébn parece ser una respuesta general a la
exposicion téxica. Allen et al., (1995) demostré una importante reduccion en las tasas de
alimentacién después de exponer a Daphina magna a téxicos.

Se ha demostrado que los sedimentos contaminados son téxicos para los
organismos que viven en ellos. La exposiciéon a sedimento contaminado puede ocasionar
una disminucién en la sobrevivencia, reducir el crecimiento, o impedir la reproduccién en
invertebrados bentdnicos y peces. Ademas ciertos sedimentos asociados son captados
por los organismos a través de procesos de bioacumulacion. Cuando los animales se
alimentan de sus presas contaminadas, los contaminantes son llevados hacia el interior
del cuerpo y son transferidos a otros animales a través de la cadena alimenticia en un
proceso llamado biomagnificacién. Como resultado, los organismos benténicos, peces,
aves y mamiferos pueden ser afectados adversamente por los sedimentos contaminados.
La contaminacién de sedimentos puede también comprometer la salud humana debido a
su exposicion directa o a través del consumo de pescado y mariscos contaminados. Los
usos humanos de ecosistemas acuaticos también pueden verse afectados por la
presencia de contaminacién en los sedimentos a través de la reduccion en la abundancia
de especies de peces alimenticias y deportivas o debido a la imposicién de advertencias
en el consumo de peces. Por lo tanto los sedimentos contaminados en ecosistemas de
agua dulce representan un peligro potencial para los organismos que habitan en los
sedimentos (por ejemplo especies de invertebrados epibénticos e infaunales), especies
silvestres acuatico-dependientes (por ejemplo peces, anfibios, reptiles, aves y mamiferos)
y la salud humana.

La degradacion de las comunidades bentdnicas (resultado de la exposicidn directa
a sedimentos contaminados) y de otros factores ha contribuido al dafio de peces y
poblaciones silvestres. Ademas, en peces de areas con sedimentos contaminados se ha

observado alta incidencia de tumores y otras anormalidades (McDonald y Ingersoll, 2002).



Otros organismos que tienen una gran importancia en los ecosistemas acuaticos,
incluye al fitoplancton que constituye el primer eslabon de la cadena trofica (Nyholm y
Kéllgvist, 1989); es por ello que al alterarse la composicion de la comunidad de
microalgas, como resultado de estrés toxicologico, se modifica la estructura y la funcién
de todo el sistema (Présperi, 2000). Las investigaciones recientes han perfeccionado la
metodologia para la realizacién de pruebas de toxicidad con microalgas (Siangdung et al.
1994).

Las pruebas de toxicidad con algas fueron usadas desde 1910 por Allen y Nelson.
Muchas pruebas crénicas con algas son para evaluar efectos por periodos de 3 o 4 dias.
Las algas dulceacuicolas tienen una alta tasa de crecimiento bajo condiciones normales,
por ejemplo, la densidad de Selenastrum captricornutum se incrementa de 1x10*
células/ml a 3.5x10° células/ml después de 96 horas (U.S. EPA, 1985a). Existen varias
especies que son recomendadas por su disponibilidad y facilidad de cultivo, entre ellas se
encuentran Selenastrum capricornutum (U.S. EPA, 1971a,b, 1974), Scenedesmus
subspicatus (OECD, 1984a), y S. costatum, Anabaena (Greeson, 1982).

Las algas reflejan varias respuestas a los toxicos dentro de las cuales estan,
estimulacion e inhibicion del crecimiento y cambios fisioldgicos o morfolégicos.

Los efectos principalmente reportados son la inhibicion en la reproduccion basado en
cambios en la biomasa, otras mediciones incluyen el calculo de peso seco. Existen varias
técnicas de microscopia para el conteo de células y son usadas para determinar o
estimar cambios en la forma celular, color, tamafio y agregaciones algales poco usuales.
La biomasa también puede ser determinada por constituyentes celulares como la clorofila
a que puede ser estimada por técnicas fluorométricas y espectrofotométricas (Rand,
1995).

2. METALES

En los sistemas acuaticos numerosas sales y sustancias se disuelven de acuerdo
a sus propiedades fisicoquimicas. La presencia en el terreno de diferentes materiales y
estructuras geolégicas son fuente de una gran variedad de iones disueltos en aguas
superficiales, los que nos permitirian saber, de no haber existido la actividad humana, que
tipo de suelo atraviesa un cauce de agua. Algunos de estos iones se encuentran en forma

mayoritaria, respecto a los demas elementos en todas las aguas continentales (Na*, K",



Ca’+, Mg2*, CI', SO*,, CO5%), mientras que otros se hallan a niveles de trazas, como es el
caso de los metales pesados, siendo algunos de ellos necesarios para el correcto
desarrollo de los microorganismos, plantas y animales.

La contaminacién en los sistemas acuaticos se produce, bien por la presencia de
compuestos o0 elementos que normalmente no estarian en forma natural o por un
aumento o descenso de la concentracion normal de las sustancias ya existentes debido a
la accion humana. Unos de los componentes quimicos potencialmente mas téxicos son
los metales pesados: antimonio, arsénico, cadmio, cobre, cromo, mercurio, niquel, plomo,
selenio y zinc principalmente. El aporte de estos metales al ciclo hidrolégico procede de
diversas fuentes, siendo una de ellas de origen litogénico o geoquimico a partir de los
minerales que por causas de erosion, lluvias, etc. son arrastradas al agua. No obstante,
actualmente la mayor concentracion de los metales en los sistemas acuaticos es de
origen antropogénico. La mineria, los procesos industriales, los residuos domésticos son
fuente importante de la contaminacién, ya que aportan metales al aire, al agua y al suelo.
La importancia que tiene el estudio de metales pesados en aguas y sedimentos radica en
su elevada toxicidad, alta persistencia y rapida acumulacién por los organismos. Los
efectos toxicos de los metales pesados no se detectan facilmente a corto plazo, aunque si
puede haber una incidencia muy importante a medio y largo plazo. Los metales son
dificiles de eliminar del medio, puesto que los propios organismos los incorporan a sus
tejidos y los transfieren a sus depredadores y que dependiendo de la dosis puede o no
presentar efectos téxicos. La toxicidad de estos metales pesados es proporcional a la
facilidad de ser absorbidos por los seres vivos, un metal disuelto en forma iénica puede
absorberse mas facilmente que en su forma elemental, mientras que la forma reducida
aumentan las posibilidades de toxicidad por oxidacion y retencién del metal en los
diversos 6rganos.

Al contrario que muchos contaminantes organicos los metales pesados, generalmente, no
se eliminan de los ecosistemas acuaticos por procesos naturales debido a que no son
biodegradables (Foérstner y Prosi, 1979; Forstner y Wittmann, 1981; Murray, 1996). Por el
contrario son muy contaminantes y sufren un ciclo global eco-biolégico, donde las aguas
naturales son el principal camino de almacenamiento. (Nirnberg, 1984). Los metales
pesados tienen tendencia a formar asociaciones, con sustancias minerales (carbonatos,
sulfatos, etc.) y en mayor grado con sustancias organicas, mediante fenébmenos de

intercambio iénico, adsorcidn, quelacion, formacion de combinaciones quimicas, etc., por
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lo que se acumulan en el medio ambiente, principalmente en los sedimentos de rios,
lagos y mares (Forstner y Wittmann, 1981; Dekov et al., 1998).

Hoy en dia la concentracion de metales tienen un gran significado como indicadores de la
calidad ecoldgica de todo flujo de agua debido a su toxicidad y muy especialmente al
comportamiento bioacumulativo (Purves, 1985).

Estos elementos por otra parte, pueden pasar faciimente de la fase sodlida a la
liquida y viceversa en los sistemas acuaticos, debido a variaciones de los componentes
biéticos y abidticos, lo que hace que los sedimentos no sean compartimentos estancados
de metales. Pueden resolubilizarse por distintos fenomenos y asi (generalmente en
formas quimicas diferentes) se incorporan directamente en diversos niveles de la cadena
trofica incluyendo al hombre.

Las altas concentraciones de metales pesados en las aguas de corrientes fluviales
asociados al azufre tales como el As, Cd, Cu, Pb y Zn pueden atribuirse a la mineria y
son causa del fuerte impacto en el medio ambiente (Salomons, 1995). En cambio, otros
metales como el Cr, Ni y Hg posiblemente indican una contaminacion antropogénica que
estan estrechamente asociados con las descargas industriales (Nelson y Lamothe, 1993;
Fernandez et al., 1997).

Los metales pesados en organismos acuaticos usualmente presentan toxicidad
aun en concentraciones bajas. Los dos metales mas toxicos son mercurio y plata, y le
siguen en orden decreciente de toxicidad; cobre, cadmio, zinc, y plomo. Las mezclas de
téxicos son mas adversas a los organismos debido a que en muchos casos la toxicidad de
metales es aditiva. Las membranas sensoriales son particularmente vulnerables a la
toxicidad por metales ya que estan actuando como interfases del organismo con el medio
ambiente, carecen de integumento que las proteja, no tienen capacidades de
destoxificacion, y por tanto en muchas ocasiones son los sitios en los que ocurre el primer
dafio. Los quimoreceptores son bloqueados en segundos cuando son expuestos a
concentraciones de 0.5 mg/l de plata, cobre o plomo en algunas especies de peces de
ornato. También se habla que las temperaturas en las cuales los peces evitan nadar en
ciertas aguas (avoidance tresholds) para estos toxicos metalicos estan en el rango de 1-
45% del valor de CL50 (Rand, 1995).

Existen varios mecanismos por los cuales los organismos acuaticos adquieren
tolerancia a las altas concentraciones de metales. Algunas poblaciones son resistentes a

un determinado metal o0 mezclas de estos. Tal es el caso de poblaciones de las algas
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verde Chlorella y Scendesmus que habitan el Lago Sudbury, en Canada, este lago esta
contaminado con cobre y niquel, y experimentos de crecimiento poblacional en presencia
de estos metales mostré que habian adquirido resistencia a estos dos metales. El is6podo
Ascellus que habita en los arroyos contaminados de las minas en Estados Unidos
muestra una gran adaptacion para resistir altas concentraciones de cobre y plomo (Rand,
1995). En la actualidad se estan desarrollando modelos matematicos basados en estudios
de campo para determinar la relacion entre la toxicidad de metales y la bioacumulacion de
estos mas alla de solo proveer de valores de bioconcentracién obtenidos en campo 6
laboratorio (Paquin et al., 2003). Estos estudios muestran que los factores de
bioconcentracién son importantes en ecotoxicologia acuatica y que estos factores deben
de ser determinados en una fase del ecosistema en que este sea estable, de otra manera

estos factores pierden relevancia (Walker et al., 2006).

2.1 ALUMINIO

El aluminio es un metal de alta toxicidad para los peces, siendo ésta mayor cuando el
compuesto se halla en forma monomérica (Al*®). La toxicidad del aluminio en los peces,
depende de las propiedades fisico-quimicas del agua, particularmente del pH. A valores
altos de pH, el aluminio precipita como hidréxido, el cual puede flocular en el agua. El
aluminio floculado es mucho menos téxico y es semejante al suspendido en los sdlidos
(Svobodova et al., 1993).

Algunos de los efectos toxicos del aluminio en peces incluye, lesiones histopatolégicas de
las laminillas secundarias branquiales, hiperplasia e hipertrofia. Estas producen un
incremento de la distancia de difusion del medio acuético a la sangre y en consecuencia
una reduccién del flujo a través del epitelio (Karlsson-Norrgren et al., 1986; Peuranen et
al., 1993).

2.2 CADMIO

El cadmio se encuentra usualmente acompafiando al zinc en aguas superficiales, pero en
muy bajas concentraciones. Este metal se vierte en el ecosistema marino junto con el zinc
de fabricas de plasticos, pinturas, tubos fluorescentes, tubos de television, baterias,
industria de autos, aviones, y puede presentarse naturalmente en el petréleo crudo,
gasolina y en fertilizantes inorgénicos tales como fertilizantes fosfatados y lodos de aguas

negras usados en tierras agricolas. Los efluentes de minas de zinc y los vertimientos
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municipales también son fuentes importantes de contaminacion (Campos, 1987; Zweig et
al., 1999).

El cadmio es un metal pesado que reacciona con grupos biologicos activos (carbosil,
fenol, sulfhidril y otros). Larsson et al. (1981) sefialan que el cadmio causa variados
efectos subletales en peces teledsteos, como fracturas y deformidad vertebral, dafios
testiculares, desarrollo defectuoso de 6vulos, reduccién del consumo de oxigeno por los
tejidos branquiales, cambios patologicos en los tejidos renal e intestinal, efectos
hematoldgicos y disturbios en el metabolismo de carbohidratos. Muchos de los efectos
téxicos en humanos (lesiones en huesos y lesiones renales, anemia e hiperglicemia) son

muy parecidos a los efectos del cadmio en otros mamiferos (Zweig et al. 1999).

2.3 HIERRO

El hierro, metal mas usado por el hombre histéricamente, es el cuarto elemento mas
abundante en la corteza terrestre, siendo su forma mineral mas comudn la hematita, cuya
férmula quimica es Fe,O; (CRC Handbook of Chemistry and Physics, 78th edition).

El hierro presenta tres estados de oxidacion: 0, +2 y +3. Es uno de los elementos mas
importantes en relacion a los gradientes redox verticales que se manifiestan en los
cuerpos de agua dulce como producto de una continua transformacion de hierro (+2) a
hierro (+3) y viceversa. El hierro (+2) es el estado de oxidacién predominante en el estrato
reductor de la columna de agua conformada por los sedimentos y es oxidado a hierro (+3)
al ingresar en forma disuelta en la porcién oxigenada de dicha columna. Ello da lugar a la
formacion de hidréxidos de baja solubilidad que se precipitan en los sedimentos, donde
por reduccién se genera el hierro (+2), que se incorpora a la fase acuosa reiniciandose el
ciclo de transformaciones (De Vitre et al., 1994).

La presencia del hierro es esencial para la mayoria de los organismos, en los cuales
forma parte de varias enzimas y proteinas. Corresponde destacar su rol fundamental en el
transporte de oxigeno en los vertebrados y algunos grupos de invertebrados, ya que
forma parte de la hemoglobina.

El hierro desempefia un papel muy importante en las aguas naturales, especialmente en
lagos, como un modulador de nutrientes y otras sustancias tales como fésforo y metales

traza, alterando su biodisponibilidad (De Vitre et al., 1994).
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La concentracion basal media de hierro en aguas dulces es menor que 30 pg/l (Foérstner
and Wittmann, 1983); sin embargo, la actividad del hombre puede alterar
significativamente tal concentracion.

El hierro es esencial para los organismos acudaticos, siendo incorporado por ellos a través
de proteinas de membrana especificas, exhibiendo tal proceso dependencia de la
temperatura (Roesijadi and Robinson, 1994). Sin embargo, al igual que lo que ocurre con
otros elementos esenciales, si su concentracion en el medio supera un cierto umbral se
convierte en una sustancia téxica para los organismos acuaticos.

Si bien no existe gran cantidad de informacion relativa a toxicidad aguda del hierro sobre
organismos acuaticos, los datos disponibles abarcan una importante variedad de
especies. Sin embargo, muchos de ellos no son utilizados para la elaboracion del nivel
guia por no reunir las condiciones especificadas en la metodologia correspondiente a
proteccibn de la biota acuatica. De acuerdo a los valores seleccionados para
invertebrados el isépodo, Asellus aquaticus, se observan concentraciones letales (CL50)
gue llegan hasta 124 mg/l (Furmanska, 1979), siendo el organismo mas resistente. El
crustaceo Daphnia magna, para el que se observa una CL50 de 5,2 mg/l (Dowden and
Bennett, 1965) siendo la especie méas sensible.

En cuanto a vertebrados, la especie mas sensible es Morone saxatilis, taxon que presenta
una CL50 igual a 4 mg/l (Hughes, 1973), mientras que la especie mas resistente es
Poecilia reticulata, para la que se reporta una CL50 igual a 117,2 mg/l (Furmanska, 1979).
Los trabajos sobre toxicidad crénica del hierro son escasos, considerandose para el
presente desarrollo sélo dos de ellos, que en conjunto proporcionan datos referentes a
tres especies de invertebrados. Dichos datos identifican a Daphnia magna como especie
mas sensible y a Orconectes limosus como especie mas resistente. También es escasa la
informacion relativa a efectos toxicos del hierro sobre plantas acuaticas y algas. Al
respecto, se considera solamente un dato acerca de la inhibicién del crecimiento en una
especie de alga unicelular, Chlorella vulgaris, consistente en una concentracion a la cual

no se observa efecto (NOEC) igual a 3 mg/l (Den Dooren de Jong, 1965).

2.4 PLOMO

El plomo esta catalogado por la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos
de América (USEPA) como uno de los 129 contaminantes prioritarios. Todos los efectos

del plomo sobre los organismos son adversos, incluyendo los relacionados con
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sobrevivencia crecimiento, aprendizaje, reproduccion, desarrollo y metabdlismo (Irwin, et
al. 1997, Harte, et al. 1995).

El plomo es un metal suave, de color gris blancuzco. No tiene sabor ni olor
caracteristico. Es poco soluble en agua y es transportado principalmente en la atmosfera
(Harte, et al., 1995).

El plomo es el metal toxico mas difundido, y es detectable practicamente en todas
las fases del ambiente. La principal via de exposicién para la poblacién son los alimentos
y las fuentes que producen exposicion excesiva y efectos toxicos suelen ser ambientales.
Estas fuentes incluyen pintura para interiores que contienen plomo y que se encuentra en
viviendas antiguas; plomo en polvo que proviene de fuentes ambientales, en agua para
beber contaminada y en el aire por combustion de emisiones industriales, alfareria
barnizada con plomo y con menor frecuencia polvo de plomo llevado al hogar por
trabajadores industriales en ropa y calzado (Klaassen y Watkins, 2001).

Es un metal no esencial para los organismos, ya que no se conocen dafios
provocados por la deficiencia de plomo. Un exceso de plomo causa disfuncién renal,
anemia, dafio neurolégico (produce alteraciones sobre las funciones sensoriales, motoras
y conductuales). El plomo interfiere con los mecanismos sinapticos de liberacion de
transmisor. Se sugiere que el plomo puede sustituir al calcio y posiblemente al zinc en
fendmenos dependientes del i6n calcio en la sinapsis, y es la cusa del deterioro de
diversos sistemas de neurotransmision quimica (colinérgico, noradrenérgico, GABAérgico
y dopaminérgico) (Hodgson y Levi, 1997; Klaassen y Watkins, 2001).

El plomo puede reemplazar al calcio en reacciones dependientes de calmodulina,
asi como inhibir la Na*, K'-ATPasa unida a membrana, e interferir con la liberacion
mitocondrial de calcio y con el metabolismo de energia. Estos efectos son en potencia
reversibles si es posible eliminar al plomo de los sitios activos (Klaassen y Watkins, 2001).

Cuando los niveles de calcio son normales o altos, el plomo es almacenado en el
tejido 6seo. Sin embargo cuando existen bajos niveles de i6n calcio, el plomo vuelve a
entrar en la circulaciéon y puede causar dafios en higado y rifiones (Klaassen y Watkins,
2001). El plomo también es carcindégeno y tiene efectos nocivos sobre la reproduccion
(Hodgson y Levi, 1997).

El plomo es el metal pesado méas téxico para los organismos acuaticos,
especialmente peces. Como el arsénico, el plomo puede causar una excesiva formacion

de moco, lo cual puede cubrir las branquias e impedir la respiracion. El plomo tiene
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efectos sinérgicos con cadmio, mercurio, cobre, zinc, esto ha sido estudiado para la biota
acudtica. En invertebrados, los envenenamientos subletales con plomo estan
caracterizados por problemas neuroldgicos, disfuncion renal, inhibicion enzimatica y
anemia. Elevadas concentraciones de plomo en agua son particularmente toxicas a
muchas especies de alga. La CLsy (48h) del plomo en algunos invertebrados como
Daphnia magna es de 0.45 mg/L, para el rotifero Brachionus calyciflorus es > 4.0 mg/L,
para Daphnia pulex es de 5.1 mg/L y la CLso a 96h para la trucha arco iris es de 4.61 mg/L
(Irwin, et al. 1997).

2.5ZINC

El zinc es un elemento esencial en cantidades traza para plantas y animales. En los
mamiferos, éste juega un rol vital en la biosintesis de acido nucleico, y de esta forma, esta
envuelto en procesos de cicatrizacion del tejido del cuerpo. Otros procesos fisiologicos
que incluyen metabolismo hormonal, respuesta inmunolégica y estabilizacion de ribosoma
y membranas requieren zinc.

El zinc metalico puro es raramente encontrado en la naturaleza, por que el elemento es
altamente reactivo y forma una variedad de sales. La mayoria de sus compuestos son
solubles al agua, aunque el metal por si mismo no lo es. Debido a su alta reactividad, el
zinc es comunmente usado como revestimiento del acero (galvanizado). El acero es de
esta forma protegido de agentes corrosivos que atacan preferencialmente la cubierta de
zinc. También, por muchos siglos, el zinc ha sido aleado con cobre para hacer bronce. El
mineral mas comun de zinc es la esfalerita (ZnS).

El zinc en aguas naturales ocurre en forma de particulas disueltas o suspendidas. Se cree
gue solo la fraccion disuelta es toxica para los peces. El zinc disuelto asume diferentes

formas quimicas en varios complejos organicos e inorganicos. El zinc se presenta como

+2 i + -
Zn en aguas acidas y como ZnOH en aguas blandas. De acuerdo a algunos estudios el

2+ - -
zinc se presenta como un téxico “idbn aquo” (Zn(HZO)G) , casi exclusivamente en

aguadulce. El agua blanda por otra parte incrementa la toxicidad del zinc en peces (EPA,
1992). La mayor parte del zinc que ingresa al medio ambiente acuatico es eventualmente
depositado en los sedimentos.

La fuente artificial mas importante de zinc en el medio ambiente comprende electro -

galvanizadores, fundiciones y procesos mineros, drenaje de mina, aguas residuales
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domésticas e industriales, escorrentia superficial de caminos, corrosion de aleaciones de
zinc y superficies galvanizadas y erosion de suelos agricolas (Eisler, 1993)

El zinc es un elemento esencial para el crecimiento de las plantas pero se ha observado
toxicidad de metal en el algodén, en la soja (Lee and Craddock 1969) y en el mani
expuestos a zinc en rocios de pesticidas.

Varios factores del suelo, de la planta y del medio ambiente influencian la disponibilidad y
toxicidad de zinc para las plantas. El zinc es més soluble en suelos 4cidos. La solubilidad
del zinc, desde el punto de vista de su disponibilidad, disminuye a medida que el pH del
suelo incrementa de pH 4 a pH 7. Parker et al.(1990) encontraron que un incremento en
el zinc del suelo desde 1 a 10 mg/Kg incrementd las hojas de mani por 202 mg/Kg a un
pH del suelo de 4,6 y por s6lo 9 mg/Kg a pH 6,6. En tratamientos de lodos de aguas
residuales, Williams (1980) observd una reduccion en la fitotoxicidad del metal cuando el
pH del suelo fue elevado desde 6,2 a 7,0. A pH 7,0, mas de 4 veces la cantidad de zinc y
niquel fue requerida para producir la misma reduccion en rendimiento de cebollas en pH
6,2. En estudios mas recientes, Smith (1994) noté que la concentracion de todos los
elementos (niquel, cobre y zinc) en centeno, crecidos en dos suelos tratados con aguas
residuales, disminuyé como una funcién lineal simple del pH del suelo que incrementa
desde 4,2 a 7,0. Basado en estos resultados, Smith propuso concentraciones maxima
permisibles de zinc en el suelo como una funcién del pH, para protegerlo de efectos

producidos por reacciones fitotoxicas.
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3. JUSTIFICACION

Frente al desafio de evaluar los potenciales efectos adversos sobre la biota y la
salud humana, de los numerosos agentes fisico-quimicos y sus combinaciones, como
ocurre en el medio natural, se ha perfeccionado el uso de baterias de bioensayos que en
forma rapida y econdmica permiten obtener informacion relevante para la toma de
decisiones orientadas a la proteccion de los ecosistemas incluyendo a los seres humanos.
En este contexto existe consenso entre los expertos en relacion a que los bioensayos de
toxicidad ofrecen mayor informacion y representatividad de efectos globales en el
ecosistema son los realizados con organismos en estadios tempranos de desarrollo,
debido a la alta susceptibilidad que presentan.

Se proponen cinco metales toxicos para su evaluacion que han sido ampliamente
usados por la industria en Aguascalientes (IMTA, 1997), en México y en el mundo. Los
cinco téxicos propuestos han sido ademas muy citados en la literatura por sus efectos
diversos a todo tipo de organismos vivos, incluyendo especies acuaticas. Asi mismo, los
cinco metales propuestos (aluminio, cadmio, hierro, plomo, y zinc), para los estudios de
incorporacion de metales, 6 la realizacion de pruebas de toxicidad fueron seleccionados
dado su importancia nacional (forman parte de las sustancias listadas en la Norma Oficial
Mexicana con niveles permisibles para agua de consumo humano NOM-127-SSA1-1994),
asi como por su presencia e importancia en el estado de Aguascalientes en donde se han
encontrando concentraciones de 56, 6, 41, 0.12, 22 mg/l respectivamente en el cauce del
Rio San Pedro (Ramirez-Lopez, et al., 2007).

Los resultados que se obtengan en este estudio serviran para evaluar los efectos toxicos
en organismos de diferentes niveles tréficos y tener una percepcion de lo que ocurre en
un sistema natural. Cada prueba responde de una manera Unica que enfatiza la
sensibilidad intrinseca de la prueba, las diferencias de respuestas con las especies, las

rutas de exposicion y el comportamiento de los téxicos individuales.
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4. HIPOTESIS

Se espera que los organismos de niveles tréficos inferiores sean mas sensibles a la

toxicidad de los metales.

5. OBJETIVO GENERAL

Emplear una bateria de organismos formada de tres niveles tréficos diferentes para
desarrollar pruebas toxicologicas agudas y cronicas que midan los efectos de toxicos del

aluminio, cadmio, hierro, plomo y zinc.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Se usaran dos especies de cladéceros Daphnia magna y D. pulex, dos especies
de rotiferos (uno fit6fago y un depredador) Brachionus calyciflorus y Asplanchna
brightwelii, y dos especies de algas verdes Selenastrum capricornotum vy
Nannochloropsis oculata para el desarrollo de las pruebas toxicoldgicas.

b) Realizar pruebas agudas con cada organismo para cada metal obteniendo valores
de CL50, NOEC y LOEC.

c) Realizar pruebas crbnicas de la tasa intrinseca de crecimiento en rotiferos y
cladéceros, e inhibicién de crecimiento en algas por medio de fluorescencia.

d) Determinar la sensibilidad de los organismos para cada metal.
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7. METODOLOGIA

7.1Pruebas de toxicidad aguda
7.2 Cladoceros

Los cultivos de cladoceros se mantienen en agua reconstituida y se alimentan con
dos especies de algas verdes, Selenastrum capricornutum (Coleccion U. de Texas 1648)
y Ankystrodesmus falcatus (Colecciébn U. de Texas 1648) en una proporcion 80:20
respectivamente.

La prueba se realiza siguiendo las recomendaciones de la Norma Mexicana para
la evaluacion de toxicidad aguda con Daphnia magna (NMX-AA-087-1995-SCFI). La
prueba consiste en lo siguiente:

Inicia con la separacion de hembras que presenten huevos, al dia siguiente se
colectan los neonatos de menos de 24 horas que son colocados en un frasco con agua
reconstituida, esto se hace al menos una hora antes de la prueba.

En frascos con un volumen de 150 ml se agregan 100 ml de agua reconstituida
(control negativo), y ademas cinco concentraciones del téxico, posteriormente se colocan
10 neonatos en cada frasco, tomando en cuenta que 3 frascos representan una réplica y
en total se realizan 3 réplicas.

Los frascos ya con neonatos son incubados a 20°C durante 48 horas y un fotoperiodo de
16:8, .0, y en ausencia de alimento. Al término de las 48 horas se revisan los frascos con
la ayuda de un transiluminador y se cuentan el nimero de organismos muertos o
inmaviles. La sobrevivencia en el control, negativo debe ser del 90% o mayor para que la
prueba sea aceptada.

Por medio de una ANOVA se analizara el porcentaje de mortalidad y por medio de una
prueba de Duncan se hara una comparacion entre las medias del control negativo y las
diferentes muestras; de esta forma se podra establecer si existe una diferencia

significativa y determinar que concentraciones representan los valores LOEC y NOEC.

7.3 Rotiferos

La prueba inicia separando huevos partenogénicos 24 horas antes de las pruebas,
estos huevos se incuban a 25°C. Al dia siguiente se toman los neonatos de menos de 24
horas y se colocan 10 en cada poza de un volumen total de 3 ml de una placa de 24
pozas de poliestireno (Corning). Cada poza tendra un volumen total de 1 mililitro, se

contara con un control negativo de agua reconstituida y cinco replicas con cinco
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concentraciones del toxico. Se incuban durante 48 horas a 25°C con un fotoperiodo de
16:8, l:0 en ausencia de alimento. Al final de la incubacion se cuentan el niumero de
organismos muertos o inmoviles con la ayuda de un microscopio estereoscopico. El
andlisis estadistico se realiza de la misma forma que en la prueba de toxicidad aguda
para D. magna.

7.4 Algas
Ensayo de toxicidad aguda con Selenastrum capricornutum y Nannochloropsis

oculata

La preparacion del in6culo que serd utilizado en las pruebas proviene de un cultivo en
fase exponencial. La densidad del cultivo serd determinada con ayuda de una celda de
conteo o cadmara de Neubauer. Después de obtener la densidad del alga esta se coloca
en una placa de 96 pozas para obtener una concentracion de 1x10° celulas/ml en un
volumen total de 300 microlitros.

La fluorescencia se midié con un fluorometro de placa ( Modulus™ II Microplate, Turner
Biosystems) con rango maximo de excitacion de 490 nm y longitud de emisién de 510-571
nm.

Se tendrd un control negativo y cinco concentraciones diferentes para cada metal, con
cinco replicas. La prueba inicia la medir las unidades de fluorescencia en un fluorémetro
de placa para posteriormente incubarlas a 20°C y un fotoperiodo de 16:8, I:0, después de

24 h se procede a medir nuevamente la fluorescencia.

8. PRUEBAS CRONICAS

8.1 Prueba de toxicidad por exposicién crénica que mide la inhibicién de la tasa
intrinseca de crecimiento (r)

La prueba inicia colocando 5 organismos de B. calicyflorus en un poza de
poliestireno, con un control negativo de medio de cultivo y cinco concentraciones del
toxico, se agrega el alimento en una concentracion de 1x10° células/ml del alga
Nannochloropsis oculata, posteriormente se colocan en la camara bioclimatica en un ciclo
de luz-oscuridad de 16:8 h y a una temperatura de 25 + 2 °C por cinco dias.

Al término de los cinco dias de incubacion se cuenta el nimero de organismos en

cada poza y asi obtener el valor de r usando la siguiente formula:
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. In Nt —In No
t
Donde:
Nt = Namero de rotiferos vivos en la poza después de 5 dias
No =Numero inicial de rotiferos en la poza
In = logaritmo natural

t = tiempo (5 dias)

En el caso de A. brightwelii se colocan dos organismos en frascos de 15ml en un
volumen total de 5ml y la alimentacién consiste en organismos de B. calicyflorus con una
densidad 0.06 individuos por litro.

8.2 Prueba de 21 dias con Daphnia magna y Daphnia pulex.

El procedimiento es igual que la prueba aguda, la diferencia consiste en que los
organismos seran expuestos al toxico durante 21 dias con una concentracién de alimento
de 1x10° del alga S. capricornotum. El alimento se proporciono cada dia durante toda la
prueba. Al final de la prueba se contabilizaron el total de organismos vivos y se calculo la

tasa intrinseca de crecimiento.

8.3 Prueba de inhibicion del crecimiento en las algas Selenastrum
capricornotum y Nannochloropsis oculata.

La metodologia es similar a la usada en las pruebas agudas a diferencia que la
duracion de la prueba es de 96h.
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9. RESULTADOS

9.1 PRUEBAS DE TOXICIDAD AGUDA

Cuadro 1. Valores de toxicidad aguda con A. brightwelii con cinco metales.

Metal CL50 NOEC LOEC r* CV% LC
Cd 0146 01 025 070 4429  0.076 —0.280
Al 0174 0.1 0.5 0.76 43.68  0.089 —0.338
Zn 0222 05 1.0 0.68 38.96  0.099 —0.498
Pb 0318 <05 05 070 39.46  0.144-0.706
Fe 0.358 0.5 1.0 066 44.89  0.159-0.810

CL50 = Concentracion letal donde el 50% de los organismos muere. NOEC = Concentracion donde no se
observa efecto. LOEC = Concentracién minima donde se observa efecto. r* = Coeficiente de determinacion.
CV = Coeficiente de variacion. CL = 95% Limites de confianza para los valores de CL50. p > 0.05. Todos los

valores en mg/L.

10

Unidades probit
o

y =177 +149%;L.C50=0.146 mgl_.
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00
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10 15 20

Log Concentracion Cd (microgramos/L)

25

30 35

Figura 1.Grafica que muestra el efecto del Cd en la sobrevivencia de A. brightwelii en un
tiempo de 24h en ausencia de alimento.
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y=1.71 +1.53x; CL50 = 0.174 mg/L.

Log concentracion Al (microgramos/L)
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Figura 2.Grafica que muestra el efecto del Al en la sobrevivencia de A. brightwelii en un
tiempo de 24h en ausencia de alimento.

10

y =2.41 + 1.25x; LC50 = 0.222 mg/L.

Unidades probit
[}

-0.5 0.0
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Log Concentracion Zn (microgramos/L)
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Figura 3.Grafica que muestra el efecto del Zn en la sobrevivencia de A. brightwelii en un
tiempo de 24h en ausencia de alimento.
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y=2.21+1.20x; CL50 =0.318 mg/L.
10

Unidades probit
[o2]

-0.5 0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5 3.0 85 4.0

Log Concentracion Pb (microgramos/L)

Figura 4.Grafica que muestra el efecto del Pb en la sobrevivencia de A. brightwelii en un
tiempo de 24h en ausencia de alimento.

y =1.93 +1.23x; LC50 = 0.358 mg/L.
10

Unidades probit
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\
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Log Concentracion Fe (microgramos/L)

Figura 5.Grafica que muestra el efecto del Fe en la sobrevivencia de A. brightwelii en un
tiempo de 24h en ausencia de alimento.
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Cuadro 2. Valores de toxicidad aguda con B. calyciflorus con cinco metales.

2

Metal CL50 NOEC LOEC r CV% LC
Cd 0.094 0.10 0.25 0.70 52.68 0.051-0.174
Al 0105 0.01 0.05 0.79 46.25 0.056 —0.197
Pb 0.248 0.25 0.75 0.67 81.45 0.117-0.530
Fe 0.232 0.10 1.0 0.77 42.89 0.114-0471
Zn 0.324 0.05 0.5 0.71 45.96 0.149-0.702

CL50 = Concentracion letal donde el 50% de los organismos muere. NOEC = Concentracion donde no se
observa efecto. LOEC = Concentracién minima donde se observa efecto. r* = Coeficiente de determinacion.
CV = Coeficiente de variacion. CL = 95% Limites de confianza para los valores de CL50. p > 0.05. Todos los

valores en mg/L.

Unidades probit

10

y =1.29 + 1.85x; LC50 = 0.094 mg/L

0.5

Log Concentracion Cd (microgramos/l)

1.0

2.0

2.5 3.0

Figura 6.Grafica que muestra el efecto del Cd en la sobrevivencia de B. calyciflorus en un

tiempo de 24h en ausencia de alimento.
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Unidades probit

y=1.89 + 1.48x LC50 = 0.105 mg/L

10

0.5 1.0 15 2.0 2.5

Log Concentracion Al (microgramos/L)

3.0

3.5

Figura 7.Grafica que muestra el efecto del Al en la sobrevivencia de B. calyciflorus en un
tiempo de 24h en ausencia de alimento.

Unidades probit

y=1.89 +1.34x LC50=0.248 mg/L.
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Figura 8.Grafica que muestra el efecto del Pb en la sobrevivencia de B. calyciflorus en un
tiempo de 24h en ausencia de alimento.
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10

y=18+ 1.42x LC50 = 0.232 mg/L.

Unidades probit
(e}
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Log Concentracion Fe (microgramos/L)

Figura 9.Grafica que muestra el efecto del Fe en la sobrevivencia de B. calyciflorus en un
tiempo de 24h en ausencia de alimento.

y=176+ 1.24x, LC50 = 0.324 mg/L.
10 . . . . .

Unidades probit
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Figura 10.Grafica que muestra el efecto del Zn en la sobrevivencia de B. calyciflorus en un
tiempo de 24h en ausencia de alimento.
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Cuadro 3. Valores de toxicidad aguda con D. magna con cinco metales.

Metal CL50 NOEC LOEC r* CV% LC
Cd 0151 0.1 0.18 060 6.6 0.1122-0.2041
Zn 0.257 0.05 0.1 0.75 933 0.1949-3388
Al 0.260 0.05 0.1 0.75 8.0 0.1985-0.3417
Fe 0286 0.1 0.25 0.66 3.57 0.2103-0.3890
Pb 0.834 0.25 1.0 0.61 10.84 0.5675-1.2022

CL50 = Concentracion letal donde el 50% de los organismos muere. NOEC = Concentracién donde no se
observa efecto. LOEC = Concentracién minima donde se observa efecto. r* = Coeficiente de determinacion.
CV = Coeficiente de variacion. CL = 95% Limites de confianza para los valores de CL50. p > 0.05. Todos los

valores en mg/L.

y =-0.4978+2.3629*x; CL50=0.153 mg/L

Unidades probit

=i
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22 2.4 2.6 2.8

Figura 11.Grafica que muestra el efecto del Cd en la sobrevivencia de D. magna en un

tiempo de 24h en ausencia de alimento.

29



y=-0.9727-2.3646*x; CL50=0.257
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Figura 12.Grafica que muestra el efecto del Zn en la sobrevivencia de D. magna en un
tiempo de 24h en ausencia de alimento.

y=-0.6212+2.2137*x; CL50= 0.260

Unidades probit

-0.5 0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5 3.0 3.5

Log Concentracion Al (microgramos/L)

Figura 13.Grafica que muestra el efecto del Al en la sobrevivencia de D. magna en un
tiempo de 24h en ausencia de alimento.
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y=-0.7066+2.1888*x; CL50=0.286

Unidades probit
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Log Concentraciion Fe (microgramos/L)

Figura 14.Grafica que muestra el efecto del Fe en la sobrevivencia de D. magna en un
tiempo de 24h en ausencia de alimento.

y=-0.7195+1.8131*x; CL50=0.834

Unidades probit
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Figura 15.Grafica que muestra el efecto del Pb en la sobrevivencia de D. magna en un
tiempo de 24h en ausencia de alimento.
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Cuadro 4. Valores de toxicidad aguda con D. pulex con cinco metales.

2

Metal CL50 NOEC LOEC r CV% LC
Cd 0.129 0.01 0.1 085 7.75 0.1047-0.15488
Fe 0.613 0.01 0.5 0.87 15.83 0.4786-0.7762
Al 0.794 0.01 1 0.79 7.59 0.6025-1.0232
Zn 0.974 0.05 1 0.80 16.49 0.7177-1.3243
Pb 1174 0.1 15 0.75 13.67 0.8511-1.6595

CL50 = Concentracion letal donde el 50% de los organismos muere. NOEC = Concentracion donde no se
observa efecto. LOEC = Concentracién minima donde se observa efecto. r* = Coeficiente de determinacion.
CV = Coeficiente de variacion. CL = 95% Limites de confianza para los valores de CL50. p > 0.05. Todos los

valores en mg/L.

Unidades probit

y=-0.5962+2.5754*x CL50=0.129 mg/L

0.0

0.5

1.0

i3
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Figura 16.Grafica que muestra el efecto del Cd en la sobrevivencia de D. pulex en un

tiempo de 24h en ausencia de alimento.
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y=-1.3595+1.8763*x; CL50=0.613 mg/L

Unidades probit

3 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0

Log Concentracion Fe (microgramos/L)

Figura 17.Grafica que muestra el efecto del Fe en la sobrevivencia de D. pulex en un
tiempo de 24h en ausencia de alimento.

y=-0.3863*x; CL50=0.794 mg/L
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Figura 18.Grafica que muestra el efecto del Al en la sobrevivencia de D. pulex en un
tiempo de 24h en ausencia de alimento.
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y=-0.704+1.8416*x; CL50=0.974 mg/L

Unidades probit
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Log Concentracion Zn (microgramos/L)

Figura 19.Grafica que muestra el efecto del Zn en la sobrevivencia de D. pulex en un
tiempo de 24h en ausencia de alimento.

y=-0.786+1.7986*x; CL50 1.199 mg/L

Unidades probit
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Figura 20.Grafica que muestra el efecto del Pb en la sobrevivencia de D. pulex en un
tiempo de 24h en ausencia de alimento.
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Cuadro 5. Valores de toxicidad aguda con N. oculata con cinco metales.

Metal CL50 NOEC LOEC r* CV% LC

Zn 3226 03 1 076 4.96 0.8496-5.6390
Cd 3.599 1 25 075 2.4 1.0742-6.1256
Pb  4.447 1 3  0.83 4.48 1.9600-6.9348

Fe 5.708 15 3 0.85 4.9 2.9744-8.4433

Al 11.058 3 10 0.90 3.97 7.3665-147508

CL50 = Concentracion letal donde el 50% de los organismos muere. NOEC = Concentracion donde no se
observa efecto. LOEC = Concentracién minima donde se observa efecto. r* = Coeficiente de determinacion.
CV = Coeficiente de variacion. CL = 95% Limites de confianza para los valores de CL50. p > 0.05. Todos los
valores en mg/L.

y =55.0615-6.3302*x; CL50 3.226 mg/L
80 . . . .

UF

Concentracion Zn mg/L

Figura 21.Grafica de regresion que muestra el efecto del Zn en la sobrevivencia de N.
oculata en un tiempo de 24h.

35



y=57.2786-6.5263*x; CL50=3.599 mg/L

UF

Concentracion Cd mg/L

Figura 22.Grafica de regresion que muestra el efecto del Cd en la sobrevivencia de N.

oculata en un tiempo de 24h.

80

y=61.275+6.621*x; CL50 4.447 mg/L
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Concentracion Pb mg/L

Figura 23.Grafica de regresion que muestra el efecto del Pb en la sobrevivencia de N.

oculata en un tiempo de 24h.
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y=62.8233-4.8115*x; CL50 5.708 mg/L

UF

2 4 6 8 10 12 14 16

Concentracion Fe mg/L

Figura 24.Grafica de regresion que muestra el efecto del Fe en la sobrevivencia de N.

oculata en un tiempo de 24h.
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y=68.7168-3.1211*x; CL50= 11.508 mg/L
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Concentracion Al mg/L

Figura 25.Grafica de regresion que muestra el efecto del Al en la sobrevivencia de N.

oculata en un tiempo de 24h.
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Cuadro 6. Valores de toxicidad aguda con S. capricornotum con cinco metales.

Metal CL50 NOEC LOEC r* CV% LC

Zn 0.726 0.05 05 082 5.21 0.7269-1.1544

Cd 0.987 0.01 05 083 3.06 0.4979-1.1476

Pb 1116 05 1 0.83 3.6 0.6862-1.5471
Al 2170 1 2 0.80 1.39 1.2872-3.0722
Fe 6.096 1 3 0.83 1.64 0.2864-8.9065

CL50 = Concentracion letal donde el 50% de los organismos muere. NOEC = Concentracion donde no se
observa efecto. LOEC = Concentracién minima donde se observa efecto. r* = Coeficiente de determinacion.
CV = Coeficiente de variacion. CL = 95% Limites de confianza para los valores de CL50. p > 0.05. Todos los
valores en mg/L.

y=51.9178-29.3979*x; CL50= 0.726
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Concentracion Zn mg/L

Figura 26.Grafica de regresion que muestra el efecto del Zn en la sobrevivencia de S.
capricornotum en un tiempo de 24h.
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y=59.257-260.1624*x; CL50= 0.987

80

UF

-0.02

0.00

0.02

0.06 0.10 0.14 0.18 0.22 0.26
0.04 0.08 0.12 0.16 0.20 0.24
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Figura 27.Grafica de regresion que muestra el efecto del Cd en la sobrevivencia de S.
capricornotum en un tiempo de 24h.
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y=52.3382-3.1039*x; CL50=1.116

UF

Concentracion Pb mg/L

Figura 28.Grafica de regresion que muestra el efecto del Pb en la sobrevivencia de S.
capricornotum en un tiempo de 24h.
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y=67.5509-15.2901*x; CL50= 2.170 mg/L

UF

Concentracion Al mg/L

Figura 29.Grafica de regresion que muestra el efecto del Al en la sobrevivencia de S.

capricornotum en un tiempo de 24h.
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Figura 30.Grafica de regresion que muestra el efecto del Fe en la sobrevivencia de S.

capricornotum en un tiempo de 24h.
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9.2 PRUEBAS DE TOXICIDAD CRONICA

Cuadro 7. Valores de toxicidad crénica con A. brightwelii con cinco metales.

Metal CE50 NOEC LOEC r? CV% LC

Fe 0.046 0.0048 0.0096 0.77 125 0.0251-0.0668
Cd 0.047 0.0025 0.005 0.70 12.5 0.0150-0.0805
Zn 0.056 0.001 0.005 0.79 8.92 0.0295-0.0843
Pb 0.073 0.0075 0.015 0.86 10 0.0477-0.0986

Al 0.111 0.015 0.045 0.92 11.81 0.0883-0.1350

CL50 = Concentracion letal donde el 50% de los organismos muere. NOEC = Concentracion donde no se
observa efecto. LOEC = Concentracién minima donde se observa efecto. r* = Coeficiente de determinacion.
CV = Coeficiente de variacion. CL = 95% Limites de confianza para los valores de CL50. p > 0.05. Todos los
valores en mg/L.

y=0.9188-8.2569*x; CE50= 0.046 mg/L
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Figura 31.Grafica de regresion que muestra el efecto del Fe en la tasa intrinseca de
crecimiento de A. brightwelii en un tiempo de 5 dias con una concentracion de alimento
de 0.06 indivduos/L de B. calyciflorus.
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valorr

11

y=0.819-5.8828*x; EC50= 0.047 mg/L
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Figura 32.Grafica de regresion que muestra el efecto del Cd en la tasa intrinseca de
crecimiento de A. brightwelii en un tiempo de 5 dias con una concentracién de alimento
de 0.06 indivduos/L de B. calyciflorus.

valorr

1.1

y=0.8713-5.922*x; EC50= 0.056
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Figura 33.Grafica de regresibn que muestra el efecto del Zn en la tasa intrinseca de
crecimiento de A. brightwelii en un tiempo de 5 dias con una concentracion de alimento
de 0.06 indivduos/L de B. calyciflorus.
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y=0.936-5.6244*x; CE50= 0.073 mg/L

valor r

l—0.02 0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14

Concentracion Pb mg/L

Figura 34.Grafica de regresion que muestra el efecto del Pb en la tasa intrinseca de
crecimiento de A. brightwelii en un tiempo de 5 dias con una concentracion de alimento
de 0.06 indivduos/L de B. calyciflorus.

y=0.9947-4.3205*x; CE50= 0.111 mg/L
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Figura 35.Grafica de regresion que muestra el efecto del Al en la tasa intrinseca de
crecimiento de A. brightwelii en un tiempo de 5 dias con una concentracion de alimento
de 0.06 indivduos/L de B. calyciflorus.
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Cuadro 8. Valores de toxicidad aguda con B. calyciflorus con cinco metales.

Metal CE50 NOEC LOEC r’ CV% LC
Cd 0.038 0.0002 0.006 0.91 7.69 0.0268-0.05004
Zn 0.045 0.002 0.008 0.74 5 0.0168-0.0732
Pb 0.080 0.002 0.008 0.92 571 0.0581-0.1028
Fe 0.090 0.006 0.018 0.86 3.26 0.0557-0.1255
Al 0.092 0.00086 0.0043 0.85 6.23 0.0509-0.1339

CL50 = Concentracion letal donde el 50% de los organismos muere. NOEC = Concentracion donde no se
observa efecto. LOEC = Concentracién minima donde se observa efecto. r* = Coeficiente de determinacion.
CV = Coeficiente de variacion. CL = 95% Limites de confianza para los valores de CL50. p > 0.05. Todos los

valores en mg/L.

valor r
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y=0.9524-11.1502*x; CE50= 0.038
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Figura 36.Grafica de regresion que muestra el efecto del Al en la tasa intrinseca de
crecimiento de B. calyciflorus en un tiempo de 5 dias con una concentracion de alimento
de 1x10° del alga N. oculata.
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y=0.8556-6.8721*x; CE50= 0.045 mg/L
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Figura 37.Grafica de regresion que muestra el efecto del Zn en la tasa intrinseca de
crecimiento de B. calyciflorus en un tiempo de 5 dias con una concentracién de alimento
de 1x10° del alga N. oculata.

y=0.9483-5.3398*x; CE50= 0.080

valor r

0.4 - - - - . -
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Concentracion Pb mg/L

Figura 38.Grafica de regresion que muestra el efecto del Pb en la tasa intrinseca de
crecimiento de B. calyciflorus en un tiempo de 5 dias con una concentracion de alimento
de 1x10° del alga N. oculata.
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y=0.9349-4.4634*x; CE50=0.090 mg/L
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Figura 39.Grafica de regresion que muestra el efecto del Fe en la tasa intrinseca de
crecimiento de B. calyciflorus en un tiempo de 5 dias con una concentracién de alimento
de 1x10° del alga N. oculata.

y=0.9423-4.268*x; CE50= 0.092 mg/L
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Figura 40.Grafica de regresion que muestra el efecto del Al en la tasa intrinseca de
crecimiento de B. calyciflorus en un tiempo de 5 dias con una concentracion de alimento
de 1x10° del alga N. oculata.
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Cuadro 9. Valores de toxicidad crénica con D. magna con cinco metales.

Metal EC50 NOEC LOEC - CV% LC

Cd 0.0024 0.000006 0.00012 0.93 6.66 0.0017-0.0031

Pb  0.022 0.0036 0.014 0.67 4.34 0.0050-0.0390

Fe 0.057 0.005 001 083 4 0.0320-0.0820

Al 0.061  0.0002 0.008 0.83 1.51 0.0330-0.0900

Zn 0.067 0.00005 0.0007 0.68 2.81 0.0190-0.1150

CL50 = Concentracion letal donde el 50% de los organismos muere. NOEC = Concentracion donde no se
observa efecto. LOEC = Concentraciéon minima donde se observa efecto. r* = Coeficiente de determinacion.
CV = Coeficiente de variacion. CL = 95% Limites de confianza para los valores de CL50. p > 0.05. Todos los
valores en mg/L.

y=0.8944-160.0965*x; CE50= 0.0024 mg/L
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Figura 41.Grafica de regresion que muestra el efecto del Cd en la tasa intrinseca de
crecimiento de D. magna en un tiempo de 5 dias con una concentracion de alimento de
1x10° cels/ml del alga S. capricornotum.
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y=0.7921-11.4886*x; EC50= 0.022
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Figura 42.Grafica de regresion que muestra el efecto del Pb en la tasa intrinseca de
crecimiento de D. magna en un tiempo de 5 dias con una concentracion de alimento de
1x10° cels/ml del alga S. capricornotum.

y=0.9161-6.5942*x; CE50= 0.057 mg/L
1.1 ~

1.0

0.9

0.8

0.7

valor r

0.6

0.5

0.4

0.3 - ; - : -
-0.02 0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10

Concentracion Fe mg/L

Figura 43.Grafica de regresibn que muestra el efecto del Fe en la tasa intrinseca de
crecimiento de D. magna en un tiempo de 5 dias con una concentracion de alimento de
1x10° cels/ml del alga S. capricornotum.
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y=0.8956-5.878*x; CE50= 0.061 mg/L
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Figura 44.Grafica de regresion que muestra el efecto del Al en la tasa intrinseca de
crecimiento de D. magna en un tiempo de 5 dias con una concentracion de alimento de
1x10° cels/ml del alga S. capricornotum.

y=0.8698-4.335*x; CE50=0.067 mg/L
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Figura 45.Grafica de regresion que muestra el efecto del Zn en la tasa intrinseca de
crecimiento de D. magna en un tiempo de 5 dias con una concentracion de alimento de
1x10° cels/ml del alga S. capricornotum.

49



Cuadro 10. Valores de toxicidad cronica con D. pulex con cinco metales.

Metal

EC50

NOEC LOEC r* CV%

LC

Al

Cd

Fe

Zn

Pb

0.0083 0.00002 0.0005 0.85 6.25

0.021

0.024

0.042

0.058

0.0003 0.0625 0.77 2.38

0.0025 0.0045 0.68 8

0.0005 0.0075 0.70 5

0.002 0.012 084 2

0.0049-0.0118

0.0090-0.0330

0.0074-0.0422

0.0180-0.0670

0.0317-0.0848

CL50 = Concentracion letal donde el 50% de los organismos muere. NOEC = Concentracién donde no se
observa efecto. LOEC = Concentracién minima donde se observa efecto. r* = Coeficiente de determinacion.
CV = Coeficiente de variacion. CL = 95% Limites de confianza para los valores de CL50. p > 0.05. Todos los

valores en mg/L.

valor r

11

y=0.8891-43.8667*x; CE50= 0.0083 mg/L
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Figura 46.Grafica de regresiébn que muestra el efecto del Zn en la tasa intrinseca de
crecimiento de D. pulex en un tiempo de 5 dias con una concentracion de alimento de
1x10° cels/ml del alga S. capricornotum.
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valorr

11

y=0.8399-14.9701*x; CE50= 0.021 mg/L
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Figura 47.Grafica de regresion que muestra el efecto del Cd en la tasa intrinseca de
crecimiento de D. pulex en un tiempo de 5 dias con una concentracién de alimento de
1x10° cels/ml del alga S. capricornotum.
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y=0.8231-11.4412*x; CE50= 0.024 mg/L
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Figura 48.Grafica de regresion que muestra el efecto del Fe en la tasa intrinseca de
crecimiento de D. pulex en un tiempo de 5 dias con una concentracién de alimento de
1x10° cels/ml del alga S. capricornotum.
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y=0.8786-709143*x; CE50= 0.042
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Figura 49.Grafica de regresion que muestra el efecto del Zn en la tasa intrinseca de
crecimiento de D. pulex en un tiempo de 5 dias con una concentracién de alimento de
1x10° cels/ml del alga S. capricornotum.

y=0.872-6.1498*x; CE50= 0.058 mg/L
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Figura 50.Grafica de regresion que muestra el efecto del Pb en la tasa intrinseca de
crecimiento de D. pulex en un tiempo de 5 dias con una concentracién de alimento de
1x10° cels/ml del alga S. capricornotum.
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Cuadro 11. Valores de toxicidad cronica con N. oculata con cinco metales.

Metal

r2

Cd

Zn

Fe

Pb

Al

CL50 NOEC LOEC
0.0075 0.0002 0.0008
0.021 0.003 0.006
0.030 0.0005 0.0085
0.368 0.062 0.125
0.596 0.005 0.075

0.63

0.73

0.75

0.83

0.83

CV% LC

11.42 0.0010-0.0140
3.33 0.0082-0.0340
3.33 0.0120-0.0483
1.77 0.2097-0.5276
8.33 0.3159-0.8773

CL50 = Concentracion letal donde el 50% de los organismos muere. NOEC = Concentracion donde no se
observa efecto. LOEC = Concentracién minima donde se observa efecto. r* = Coeficiente de determinacion.
CV = Coeficiente de variacion. CL = 95% Limites de confianza para los valores de CL50. p > 0.05. Todos los

valores en mg/L.

valor r

y=0.7976-33.367*x; EC50= 0.0075 mg/L
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Figura 51.Grafica de regresion que muestra el efecto del Cd en la tasa intrinseca de
crecimiento de N. oculata en un tiempo de 96 hrs.
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valor r
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y=0.8587-15.6263*x; EC50= 0.021 mg/L
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Figura 52.Grafica de regresion que muestra el efecto del Zn en la tasa intrinseca de
crecimiento de N. oculata en un tiempo de 96 hrs.
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Figura 53.Grafica de regresion que muestra el efecto del Fe en la tasa intrinseca de
crecimiento de N. oculata en un tiempo de 96 hrs.
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Figura 54.Grafica de regresion que muestra el efecto del Pb en la tasa intrinseca de
crecimiento de N. oculata en un tiempo de 96 hrs.
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Figura 55.Grafica de regresion que muestra el efecto del Al en la tasa intrinseca de
crecimiento de N. oculata en un tiempo de 96 hrs.

55



Cuadro 12. Valores de toxicidad crénica con S.

capricornotum con cinco metales.

2

Metal EC50 NOEC LOEC r CV% LC
Cd 0.010 0.0001 0.003 0.74 5.4 0.0035-0.0165
Zn 0.017 0.0003 0.0062 0.71 3.52 0.0044-0.0304
Pob 0.028 0.005 001 0.68 3.21 0.0067-0.0499
Fe 0302 0.018 0.054 0.77 3.01 0.1209-0.4846
Al 0533 0125 025 0.89 246 0.3864-0.6801

CL50 = Concentracion letal donde el 50% de los organismos muere. NOEC = Concentracion donde no se
observa efecto. LOEC = Concentracién minima donde se observa efecto. r* = Coeficiente de determinacion.
CV = Coeficiente de variacion. CL = 95% Limites de confianza para los valores de CL50. p > 0.05. Todos los

valores en mg/L.

valor r
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y=0.8316-30.6333*x; CE50=0.010 mg/L
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Figura 56.Grafica de regresion que muestra el efecto del Al en la tasa intrinseca de
crecimiento de S. capricornotum en un tiempo de 96 hrs.
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y=0.80716.926*x; CE50= 0.017 mg/L
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Figura 57.Grafica de regresion que muestra el efecto del Zn en la tasa intrinseca de
crecimiento de S. capricornotum en un tiempo de 96 hrs.
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Figura 58.Grafica de regresion que muestra el efecto del Pb en la tasa intrinseca de
crecimiento de S. capricornotum en un tiempo de 96 hrs.
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Figura 59.Grafica de regresion que muestra el efecto del Fe en la tasa intrinseca de
crecimiento de S. capricornotum en un tiempo de 96 hrs.
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Figura 60.Grafica de regresion

crecimiento de S. capricornotum en un tiempo de 96 hrs.

qgue muestra el efecto del Al en la tasa intrinseca de
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10. DISCUSION

10.1 TOXICIDAD AGUDA

Para A. brightwelii el CL50 del Cd (Fig. 1) comparado con copépodos depredadores,
Mesocyclops edax CL50= 0.0005 mg/L prueba de 3 dias (Marten & Reid, 2007),
Eurytemora affinis CL50=0.13 mg/L prueba de 24h (Yoshida et al. 2000) y Tropocyclops
prasinus mexicanus CL50=0.14 mg/L prueba de 96h (Stemberger & Gilbert, 1984) la
diferencia fue 292 veces mayor, 1.1 mayor y muy similar, respectivamente. El CL50 (Fig.
2) del Al fue 3 veces menor que el reportado para la especie Acantocyclops vernalis
CL50=0.54 mg/L prueba de 24h (Ramos-Rodriguez & Conde-Porcuna, 2004). Sullivan et
al. (1983) calcularon un CL50= 0.147 mg/L a 96h valor muy similar al obtenido en este
trabajo (Cuadro 1.)

En la prueba aguda con B. calyciflorus con Cd se obtuvo un CL50 de 0.094 mg/l (Fig. 6)
siendo trece veces menor que le reportado por Snell et al. (1991 b) CL50= 1.3 mg/l, y 1.9
veces menor que el valor de Sarma et al. (2006) CL50=0.18 mg/L, Arulvasu et at. (2010)
determinaron un CL50=0.8 mg/L siendo ocho veces mayor que el valor obtenido en este
trabajo.

Para el Al se obtuvo un CL50=0.105 mg/L (Fig. 7) siendo menor al reportado por Snell et
al (1991 b) CL50> 3.0 mg/L.

Se han determinado valores de CL50 para el Zn de 1.30 mg/L (Snell et al., 1991 b), 1.32
mg/L (Couillard et al., 1989), 1.65 mg/l (Nelson and Rolin, 1998) teniendo una diferencia
promedio de 4.3 veces mas sensible el valor de CL50 (Fig. 10) de este trabajo. EI CL50
(Fig. 8) del plomo fue 16 veces menor que lo reportado por Snell et al. (1991 a) CL50>
4mg/L.

El valor de CL50 (Fig. 11) del Cd para D. magna fue 1.2 veces més alto que el reportado
por Mount y Norberg (1984) para una prueba de 48h y CL50=0.118 mg/L. Stuhlbacher et
al. (1993) obtuvieron un valor de CL50=0.129 mg/L cercano al valor obtenido en este
trabajo. Dave et al. (1981) registran un valor de CL50=0.309 mg/L siendo el doble del
obtenido en nuestra cepa.

Para el Zn se tienen reportados valores de De la Torre et al. (2000) CL50=0.1 mg/L,
Mount y Norberg (1984) CL50=0.06 mg/L, Gale et al. (1992) CL50=0.098 mg/L, Erten-
Unal et al. (1998) CL50= 0.210 mg/L en pruebas de 24h encontrandose diferencias de
2.57, 4.28, 2.62 y 1.22 veces mayor comparado nuestro CL50 (Fig. 12) de D. magna en
una prueba de 24h.
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Dave (1984) reporta que concentraciones de 0.256 mg/L inhiben la supervivencia en D.
magna, siendo este un valor muy cercano al CL50 (Fig. 14) al que se determino en este
estudio.

Bartell et al. (1992) calcularon un CL50=0.450 mg/l para el Pb, por otra parte Gale et al.
(1992) obtuvieron un CL50=0.395 mg/L, teniendo un promedio de diferencia mayor de
1.95 del CL50 (Fig. 15) calculado en es este trabajo.

El valor de CL50 (Fig.16) del Cd para D. pulex fue 0.03 (Hall et al., 1986, CL50=0.089
mg/L), 0.05 (Stackhouse y Benson, 1988, CL50= 0.07 mg/L) y 1.89 (Mount et al., 1984,
CL50=0.068 mg/L) veces mayor en pruebas de 48h.

Los valores de Zn reportados son CL50= 0.50 mg/L (Cairns et al., 1978), CL50= 0.107
mg/L (Mount y Norberg, 1984) y CL50= 0.740 mg/L (Lee, 1976) en pruebas de 48h,
siendo 1.9, 9.1 y 1.3 veces menor que el CL50 (Fig. 19) calculado en este ensayo para D.
pulex.

Mount y Norberg (1984) obtuvieron un CL50= 0.107 mg/L con duraciéon de 48h para D.
pulex, observandose una diferencia de nueve veces menor que el CL50 (Fig.19) a 24h en
este estudio.

Bartlett y Rabe (1974) reportan para S. capricornotum que una concentracion de Zn de
0.7 mg/L tiene funcion de algicida, este valor es muy similar al CL50 (Fig. 26) obtenido.
Los mismo autores para la misma especie reportan que una concentracion de Cd de 0.65
mg/L tiene la misma funcién, este valor es muy cercano al obtenido para el LOEC (Cuadro
6).

10.2 TOXICIDAD CRONICA

Lalande and Pinel-Alloul (1986) reportan para Tropocyclops prasinus mexicanus un
EC50=0.05 mg/L de Zn en una prueba de 2 dias, siendo muy similar para A. brightwelii en
una prueba de 5 dias (Cuadro 7).

Preston et al. (2000) en una prueba de 4 dias con B. calyciflorus calcularon el
NOEC=0.004 mg/L de Cd, siendo 0.05 veces menor al calculado en la prueba de 5 dias
con la misma especie (Cuadro 8). El valor de EC50 (Fig. 36) de Cd para B. calyciflorus es
1.9 veces mayor que el obtenido por Snell y Carmona (1995) EC50= 0.020 mg/L en 72
horas.

Baillieul et al., (2005) en una prueba de 14 dias con D. magna tuvieron un LOEC=0.0364
mg/L de Cd, 266 veces mayor que el obtenido (Cuadro 9), Enserik et al., (1993) un

60



LOEC=0.0023 mg/L en 21 dias valor muy similar al EC50 (Fig41), Van Leeuwen et al.,
(1985) EC50=0.032 mg/L en 21 dias midiendo la tasa intrinseca de crecimiento, 13.3
veces mayor que el obtenido (Cuadro 9).

Enserink et al., (1991) calcularon un EC50=1.7 mg/L de Pb en 21 dias, siendo 77 veces
mayor que obtenido (Fig. 42).Biessinger y Christensen (1972) reportan que una
concentracion de Pb de 0.030 mg/l causan una discapacidad del 16% en la reproduccion
de D. magna en un tiempo de 3 semanas, es 1.36 veces menor que el calculado (Cuadro
9) en este trabajo. Dave (1984) reporta que una concentracion mayor de 0.001mg/L
estimula el crecimiento en D. magna, esta concentracion es 5 veces menor que el NOEC
obtenido para la prueba de 21 dias (Cuadro 9).

Winner (1986) establece un valor de NOEC=0.0038 mg/L de Cd en 21 dias, este valor es
12 veces mayor que el calculado en este trabajo (Cuadro 10).

Bartlett et al., (1974) reporta un LOEC=0.05 mg/L de Cd en 4 dias con S. capricornotum,
Thellen et al., tuvieron un valor de EC50= 0.056 mg/L en el mismo periodo de tiempo, este
valor corresponde a la mitad del EC50 (Fig. 56) con duracién de 4 dias. En contraste
Bozeman et al. calcularon un IC50=10.5 mg/L de Cd que es 1050 veces mayor (Fig. 56)
de este estudio.

En pruebas de 72h Icon Zn los valores reportados son, Van Ginneken (1994a)
EC50=0.136 mg/L, Van Woensel (1994a) EC50=0.150 mg/L teniendo una diferencia de
0.119 mg/L y 0.133 mg/L, respectivamente con el valor de EC50 obtenido (Fig. 57). Barlett
et al., reportan que un valor de 0.03 mg/L se observa una reduccion del crecimiento, sin
especificar el tiempo, esto equivale a 100 veces el valor del NOEC (Cuadro 12) de la cepa

empleada en este estudio.
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CONCLUSION

En esta investigacion se determinaron los valores agudos (CL50) y crénicos (EC50) de
diferentes organismos ubicados en distintos niveles de la cadena trofica, en base a los
resultados obtenidos se puede observar que B. calyciflorus fue mas sensible en las
pruebas agudas para el Cd, Al, Fe (Cuadro 2) y Pb. A. brightwelii fue méas sensible para el
Zn (Cuadro 2). Los valores obtenidos de CL50 para cada especie tuvo diferencias
estadisticamente significativas.

En las pruebas agudas con los cladéceros, D. pulex fue mas sensible para el Fe, Zny Pb
(Figs. 17, 19 y 20). El valor de CL50 del Cd para ambos clad6ceros no tuvo diferencias
estadisticamente significativas, lo mismo sucedio6 con el valor del Al (Fig. 17) de D. magna
y el valor del Cd (Fig. 16) de D. pulex, mismo caso del Zn (Fig. 12) de D. magna y Cd (Fig.
16) de D. pulex.

S. capricornotum fue més sensible al Zn, Cd, Pb y Al (Figs. 26, 27,28 y 29) y N. oculata al
Fe (Fig. 24). Para S. capricornotum los valores de CL50 del Cd y Pb no tuvieron
diferencias estadisticamente significativas (Cuadro 6).

Para las pruebas que miden la tasa intrinseca del crecimiento en rotiferos B. calyciflorus
fue mas sensible para el Cd, Zny A (Figs. 36,37 y 40) y A. brightwelii para Fe y Pb (Figs.
31y 34). Los valores que no tuvieron diferencias estadisticas fueron, Fe de A. brightwelii
con su valor de Cd, el Zn de B. calyciflorus con el Cd de A. brightwelii, el Fe de A.
brightwelii con Cd de B. calyciflorus y el Fe de B. calyciflorus con el Al de A. brightwelii.

En las pruebas de 21 dias con los cladéceros, D. pulex fue mas sensible para el Al, Fe y
Zn, D. magna lo fue para el Cd y Pb. Los valores de EC50 que no tuvieron diferencias
estadisticas fueron, Pb de D. magna con Cd de D. pulex, Pb de D. pulex con Al de D.
magna y Pb de D. pulex con Fe de D. magna.

En las pruebas de 96h con las algas, N. oculata fue mas sensible al Fe, Al y Pb, ambas
especies de algas presentaron la misma sensibilidad al Cd y Zn al no observarse
diferencias significativas. Para el N. oculata los valores que fueron estadisticamente
iguales son Fe, Cd y Zn. Para S. capricornotum los valores sin diferencias fueron Zn y Cd.
En base a los resultados observados no es posible que un solo organismo sea un
biomarcador que presente la mayor sensibilidad a cualquier toxico, por eso la importancia
de implementar baterias de bioensayos que incluyan organismos de diferentes niveles

troficos que servira para tener una mejor idea de lo que puede suceder en un medio
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natural y de misma forma establecer valores que sirvan para proteger a la flora y fauna
acuética.
La hipotesis planteada no se cumplié totalmente, los resultados obtenidos muestran que

no siempre los organismos de niveles tréficos inferiores son mas sensibles.
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