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RESUMEN

Alona cf. guttata pertenece a la familia Chydoridae, es un organismo
litoral que habita en aguas epicontinentales y se ha encontrado en regiones
tropicales en diferentes partes del mundo. El objetivo del presente estudio fue
establecer las condiciones dptimas para el cultivo y reproduccién de Alona cf.
guttata en condiciones de laboratorio para su implementacion de pruebas de
toxicologia acuatica.

El analisis de la tabla de vida establecio la colecta de informacién sobre
su reproduccidon y longevidad, calculando los parametros demograficos como
es el tiempo de vida media, tiempo generacional, fecundidad especifica por
edad, tasa neta de reproduccién y tasa de crecimiento poblacional.
Considerando los factores temperatura (20 y 25 °C), tipo de sustrato (artificial
y suelo de jardin), tipo de alimento (S. cerevisiae, P. subcapitata, N. occulata y
C. vulgaris) y la concentracién de alimento (0.25x10° 0.5x10° 1x10°, 2x10°,
4x10°, y 8x10° células/mL). Siendo el mejor tratamiento el uso de la microalga
N. occulata a cualquiera de las temperaturas y sustratos probados, en
concentraciones de 2x10°%, 4x10° células/mL.

Se realizaron pruebas de toxicidad aguda con observaciones a 48 h,
utilizando los tdxicos plomo y deltametrina, calculdandose la ClLso respectiva
para cada toxico, siendo que para la exposicidon a plomo a 20 y 25 °C fue de:
1.5 ppm, y para deltametrina= 0.1 y 0.08 ppm para 20 y 25 ©°C
respectivamente. La toxicidad crénica para plomo y deltametrina se determiné
mediante un analisis tipo tabla de vida, utilizando concentraciones de
exposicion para plomo en el rango de 0.02 a 0.32 ppm; y para deltametrina de
0.001 a 0.02 ppm. La respuesta de supervivencia de Alona cf. guttata por
exposicion a plomo se observé en un rango de 8 a 12 dias. Mientras que en la
intoxicacién por deltametrina se mantuvo en un rango de 5 y 10 dias. La
intoxicacién modificé la reproduccion del organismo, disminuyendo la cantidad
de neonatos en un minimo del 50%, por ciclo reproductivo.

Alona cf. guttata demostré ser un organismo sensible a plomo y

deltametrina.



ABSTRACT

Alona cf. guttata belongs to the Chydoridae family, is a coastal organism
that inhabits epicontinental waters and has been found in tropical regions in
different parts of the world. The objective of the present study was to establish
optimal conditions for culture and reproduction of Alona cf. guttata under
laboratory conditions for the implementation of aquatic toxicology tests.

The analysis of the life table established the collection of information
about its reproduction and longevity, calculating the demographic parameters
such as the average lifetime, generational time, age specific fertility, net
reproductive rate and population growth rate. Considering temperature factors
(20 and 25 °C), type of substrate (artificial and garden soil), type of food (S.
cerevisiae, P. subcapitata, N. occulata and C. vulgaris) and feed concentration
(0.25x10°% 0.5x10°% 1x10°% 2x10° 4x10° y 8x10° cells / mL). The best
treatment is the use of the N. occulata microalgae at any of the temperatures
and substrates tested, in concentrations of 2x10°, 4x10° cells / mL.

Acute toxicity tests were carried out with 48 hour observations using
toxic lead and deltamethrin, and the respective LCsq was calculated for each
toxicant. For lead exposure at 20 and 25 ©°C it was: 1.5 ppm and for
deltamethrin = 0.1 And 0.08 ppm for 20 and 25 °© C respectively.

Chronic toxicity for lead and deltamethrin was determined using a life
table analysis, using exposure concentrations for lead in the range of 0.02 to
0.32 ppm; And for deltamethrin from 0.001 to 0.02 ppm. The survival
response of Alona cf. guttata by exposure to lead was observed in a range of 8
to 12 days. While in deltamethrin intoxication was maintained in a range of 5
and 10 days. Intoxication modified the reproduction of the organism, reducing
the number of infants in a minimum of 50%, per reproductive cycle.

Alona cf. guttata proved to be a lead-sensitive organism and

deltamethrin.



1. INTRODUCCION

La contaminacién es un problema serio que repercute de manera
negativa en la integridad de los ecosistemas, asi como en sus funciones
naturales (Cairns y McCormick, 1992). Desafortunadamente el paso del
hombre sobre la tierra ha generado perturbaciones con consecuencias que van
desde las mas pequefias, hasta consecuencias a niveles globales (Wolman,
1968). La contaminacion del agua actualmente refleja uno de los problemas
ambientales de prioridad a nivel global, lo que influye en la disponibilidad de
este recurso de vital importancia y que amenaza el desarrollo y la persistencia
de poblaciones humanas en diferentes regiones del mundo, principalmente en

los paises en vias de desarrollo (Jaramillo-Juarez, 2008).

Los cuerpos de agua superficiales pueden llegar a estar contaminados
con muchos téxicos antropogénicos, por lo que es necesario conocer los
efectos de estos quimicos para preservar los ecosistemas acuaticos. Entre
estos toxicos, la importancia de los pesticidas es grande, ya que estos son
liberados de manera intencional en el ambiente siendo disefiados para matar
organismos (Hanazato, 2001). Ademas, las actividades humanas son capaces
de alterar la distribucién de metales pesados en el ambiente, convirtiéndolos

en contaminantes que pueden alterar sistemas acuaticos (INECC, 2012).

En México, gran parte de la economia depende de la industria minera. La
extraccién de minerales genera una cantidad importante de metales pesados,
ademas de producir otros contaminantes que pueden liberarse al ambiente
cuando no existe un control adecuado de los residuos mineros (Gonzalez-
Sanchez et al., 2010). La agricultura en México es considerada como el sector
productivo mads importante desde un punto vista econdmico y social (FAO,
2016), lo que implica que miles de plaguicidas se puedan encontrar de manera
individual o combinados en suelos y cuerpos de agua del pais (INECC, 2012).
Es por esto, que los biomonitoreos ambientales han tomado gran importancia
para conocer la calidad del agua, y proteger este recurso natural de



contaminantes que llegan a diversos cuerpos acuaticos ya sea por descargas
de aguas tratadas de uso industrial, aguas utilizadas en agricultura, o efluentes
urbanos (Lee et al., 2004). Las pruebas de toxicidad son Uutiles para la
evaluacion del efecto de las sustancias en organismos sensibles o estructuras
biolégicas que pertenecen a otros niveles organizacionales (Olguin, 2004).
Ademas, las pruebas de toxicidad permiten establecer los limites permitidos
para los distintos contaminantes y poder comparar qué tan sensible es una

especie a un toxico, en diferentes condiciones (Velandi-guauque et al., 2010).

El zooplancton ha sido frecuentemente utilizado en estudios
ecotoxicoldgicos por su alta sensibilidad a quimicos téxicos; ademas de su
importancia en la cadena alimenticia. Y estas respuestas brindan informacion

sobre el impacto relativo que se tiene en un ecosistema (Hanazato, 2001).

Dentro del subfilo Crustacea, existen un grupo de organismos
denominados claddceros (Dias-Baez et al., 2004; Elias-Gutiérrez et al., 2008),
y dentro de este grupo se encuentra clasificado el género Alona; algunos de
estos microcrustaceos se han encontrado de manera endémica en cuerpos de
agua en Aguascalientes, incluyendo el género y especie Alona cf. guttata. Los
claddceros se alimentan de microalgas, bacterias y materia organica, y su
reproduccidon es principalmente asexual por partenogénesis (Mufoz-Penuela,
2013).

Los claddceros son microcrustaceos, que llegan a medir menos de 1 mm
de longitud, aunque algunos pueden tener un tamafio de hasta 3 mm (Gliwicz,
1990; Langdon, 1965), son organismos con gran relevancia ecoldgica ya que
forman parte de la cadena trdfica acuatica, y ademas son ampliamente

estudiados y utilizados para pruebas toxicolégicas (CONABIO, 2008).

En biomonitoreos, los ensayos toxicoldgicos son los mas usados para
conocer el estado de un cuerpo acuatico, el cladécero Daphnia magna Straus
es el mas comunmente usado internacionalmente para estos ensayos por ser

de facil mantenimiento en el laboratorio y tener un ciclo de vida corto (Nufez



et al., 2005).
1.1 CONTAMINACION DEL AGUA

Los cuerpos de aguas naturales como los rios, pueden ser sometidos a
cambios climaticos y por esta razon la calidad y condicién del agua es variable
en funcion del tiempo y de otros factores ambientales; ademas, el agua puede
ser afectada de manera antropogénica llegando a cambiar irreversiblemente
sus caracteristicas y propiedades (Guzman-Colis et al., 2011). Una de las
principales formas de contaminacion de los sistemas acuaticos se debe a

descargas de aguas contaminadas (Jaramillo-Juarez et. al, 2008).

Existen diferentes medidas de andlisis que permiten monitorear la
calidad del agua donde se miden parametros como los fisicoquimicos y
microbioldgicos, con el fin de poder interpretar el estado y calidad del agua
(Guzman-Colis et al., 2011).

Los efectos producidos por contaminantes téxicos en los sistemas
acuaticos pueden variar de acuerdo a la duracidn de la exposicion y la cantidad
del téxico; el criterio de riesgo se establece de acuerdo a niveles permisibles
del contaminante y estos niveles se determinan utilizando diferentes especies
de organismos acuaticos. Se miden los efectos que tienen los contaminantes
sobre los organismos como: tasa de crecimiento, efectos en su
comportamiento, fisiologia y si los organismos exhiben tolerancia al téxico
(Fleeger, 2003).

Existen diversas normativas nacionales e internacionales involucradas en
la regulacién de la calidad del agua, que describen métodos y parametros de
prueba, ademas de los procedimientos de ensayos toxicoldgicos. En México, las
normas oficiales mexicanas NOM-001-SEMARNAT-1996, NOM-002-SEMARNAT-
1996 y NOM-003-SEMARNAT-1997 establecen los limites maximos permisibles
de contaminantes en las descargas de aguas residuales en aguas y bienes

nacionales, a los sistemas de alcantarillado urbano o municipal y para las



aguas residuales tratadas que se relsen en servicios al publico,
respectivamente. Ademas, la norma mexicana NMX-AA-087-SCFI-2010 evalla
la toxicidad aguda utilizando al cladécero Daphnia magna, Straus (Crustacea:
Cladocera); esta norma que fue adaptada a partir del método de prueba
2021.0 descrito por la Agencia de Proteccién Ambiental de los Estados Unidos
de América (USEPA, 2002b).

Entre las agencias gubernamentales que emiten tratados, lineamientos y
metodologias para evaluar la calidad del agua, las mas conocidas en nuestro
pais provienen de Norteamérica. En Canadd, La Agencia de Medio Ambiente
propuso un método biolégico de referencia para la determinacion en efluentes
de letalidad aguda utilizando a Daphnia magna (EC, 1990). En Estados Unidos,
los Métodos Estandares para la examinacion de aguas y aguas residuales,
desde principios de siglo XX han sido las técnicas de anadlisis de agua mas
representativas en dicho pais; los Métodos Estandares son un conjunto de
publicaciones de la Asociacidn Americana de Salud Publica (APHA), La
Asociacion Americana de Obras de Agua (AWWA), y la Federacion de Agua de
Medio Ambiente (WEF) (American Public Health Association, 1992).

La Agencia de Proteccién Ambiental ha emitido diferentes tratados donde
se describen metodologias y lineamientos de calidad para aguas, como lo es el
codigo de regulacion federal 40, parte 131, donde se enlistan los
requerimientos de cumplimiento de estandares de calidad de agua (USEPA,
2000b). Asi como métodos analiticos para evaluar toxicidad aguda en
organismos de agua dulce y marinos para efluentes y aguas receptoras
(USEPA, 2002b), y métodos para evaluar toxicidad crénica en organismos de
agua dulce (USEPA, 2002a).

Existen otra serie de normativas para calidad del agua, estas se
encuentran en el catdlogo de estandares de las Normas ISO que describen
procedimientos para calidad de agua y aguas residuales. Entre los

procedimientos del comité técnico, se encuentran los métodos de prueba para
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determinacion de movilidad en Daphnia magna Straus (Cladocera, Crustacea),
que es una prueba de toxicidad aguda (ISO 6341, 2012) ademas de incluir el
procedimiento para la prueba croénica utilizando el mismo organismo de prueba
(ISO 10706, 2000).

1.2 PLANCTON

El plancton es la comunidad de organismos que viajan a la deriva entre
las corrientes, es decir, son organismos sésiles o de baja capacidad natatoria.
Sus movimientos se producen verticalmente y cuando lo hacen
horizontalmente son arrastrados por la corriente del agua; se distinguen dos
tipos de plancton: zooplancton (plancton animal) y fitoplancton (organismos

que realizan fotosintesis) (Barreiro-Glemes, 2003).

El zooplancton estd compuesto por una mezcla de especies distintas de
organismos con diferente clasificacion taxondmica, donde los organismos
difieren en cuanto a sus habitos y estrategias de reproduccién (Santos et al.,
2010). Desempefa un papel muy importante dentro de los ecosistemas
acuaticos ya que uno de sus alimentos principales son las microalgas y materia
organica que se encuentra como particulas; ademas, el zooplancton es el

principal alimento de larvas y juveniles de peces (Oliveros, 1980).

El zooplancton, en particular los rotiferos y los claddceros, son capaces
de incrementar su densidad en gran manera basandose en dietas de materia
organica y bacterias (Mufoz-Pefiuela et al., 2013); La densidad del alimento, la
temperatura del ambiente, asi como la luz, juegan un papel importante en el
desarrollo de los organismos, su locomocién y sus ciclos reproductivos (Nandini
et al., 2004).

El fitoplancton esta formado por microalgas y cianobacterias que son en
su mayoria fotosintéticas, es por esta caracteristica que este tipo de plancton
es catalogado como productor primario. Cabe mencionar que el fitoplancton

participa ademas en ciclos biogeoquimicos como los del carbono, oxigeno,
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hidrogeno, nitrégeno, fésforo, silicio y otros elementos como azufre, sodio,
cloro, potasio, hierro y otros metales traza (Hernandez-Becerril, 2014). El
fitoplancton de los océanos del mundo conforma poco mas del 1% del carbono
global correspondiente a plantas. Sin embargo, estos organismos fijan entre 30
y 50 billones de toneladas métricas de carbdén anualmente, lo que representa
el 40% del total de carbdn, esto muestra la importancia del fitoplancton
fotosintético en los ciclos biogeoquimicos (Falkowski, 1994). De acuerdo a la
biologia marina, la produccion primaria de fitoplancton es el pilar de los
ecosistemas pelagico y bentdnicos, y determinan la tasa de acumulacion de

materia organica en los sedimentos (Chavez-Francisco, 2014).

Los medios de cultivo utilizados para cladéceros pueden ser clasificados
como sintéticos o naturales, con el fin de que puedan cultivarse en buenas
condiciones y por periodos de tiempo largos. La composicion del agua dulce
natural puede variar debido a cambios estacionales y geograficos, y contener
compuestos resultantes de contaminacidon por lo que se prefiere el uso de

medios artificiales (Klutitgen et al.,1994).
1.3 CLADOCEROS Y SU IMPORTANCIA

Dentro del subfilo Crustacea se agrupa a la subclase Branchiopoda, la
cual tiene cuatro 6rdenes: Cladocera, Anostraca, Notostraca y Conchostraca. El
orden Cladocera es un grupo de microcrustaceos branquiépodos que pueden
habitar casi cualquier cuerpo de agua dulce (Korhola y Rautio, 2001). Existen
diferentes patrones de distribucion y dispersién a nivel mundial para las

especies de claddceros y copépodos (Haevel y Medley, 2006).

La transferencia de energia dentro de las redes tréficas entre los
ecosistemas acuaticos debe su importancia a organismos como los claddceros,
ya que estos son utilizados como alimento por otros organismos superiores
como peces ya que tienen un alto contenido nutricional; se han realzados
diferentes estudios sobre su ciclo de vida con el fin de comprender mas sobre

su importancia en los ecosistemas acuaticos. (Dos Santos-Silva, 2014).
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Los cladoceros tienen un ciclo de vida corto, cuya duracién puede
fluctuar dependiendo de la temperatura, entre los 13 a 15 dias (p.ej. en Moina
micrura Kurz, 1874), a mas de 60 dias (p.ej. en Daphnia magna Straus)
(Martinez-Jeronimo et al., 1994). El ciclo de vida de los claddéceros se
caracteriza por estar dominado por hembras que se reproducen de manera
asexual a través de un fendmeno denominado partenogénesis, dando origen a
mas hembras (Smirnov, 1996). En cierto momento y generalmente como
resultado de un estimulo ambiental, que puede ser una reduccion del
fotoperiodo, alimento o temperatura, las hembras partenogenéticas producen
un tipo de huevo diferente, que si no es fecundado dara origen a machos
(Sinev y Kotov, 2004).

En caso de ser fecundados, estos huevos originan una estructura de
resistencia que puede fusionarse con el caparazén bivalvo que cubre a estos
organismos, que se denominada efipio, que permanecerd en el sedimento
mientras las condiciones ambientales no sean Optimas (Elias-Gutiérrez et al.,
2008).

La mayoria de los claddceros tienen apéndices con una estructura en
forma de hoja como aplanada y los apéndices coxales llevan un epipodito
aplanado. Ademas de su papel en la respiracion, los apéndices se utilizan para
la alimentacién por filtracion y con frecuencia también para la locomocidn; la
mayoria de las especies tienen un cuerpo corto y caparazén bien desarrollado,
que cubre completamente las extremidades de modo que no hay ninguna
evidencia externa de la segmentacion. Los organismos de estas familias tienen
un caparazén reducido que sélo cubre la cdmara de incubacién. La cabeza
sobresale en sentido anterior y lleva un par de antenas secundarias grandes y
potentes, que el animal utiliza para remar hacia arriba a través del agua en
una serie de sacudidas. La cabeza también lleva la primera antena (anténulas)
y un ojo compuesto y un ocelo. En la figura 1 se representan las caracteristicas
principales de la familia Chydoridae, organismos que se encuentran dentro del
grupo de los claddceros (Korhola y Rautio, 2001).
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Post-abdomen

Cémara de
Poros cefalicos Poros cefalicos incubacién

Garra

. Post-abdomen
Caparazdn

[

Figura 1. Caracteristicas principales de la familia Chydoridae.
Imagen tomada de Korhola y Rautio: Cladocera and other branchiopod crustaceans (2001).

Caparazén completo

Daphnia magna es el cladécero mas comunmente utilizado en ensayos
ecotoxicoldgicos, por ser de facil reproduccidon en laboratorio, y tener un ciclo
de vida corto; éste organismo representa de manera ideal al zooplancton en

estudios ecotoxicoldgicos (Nufez, 2005).

En México son muy pocos los estudios sobre cladéceros nativos,
especialmente se carece de estudios sobre la fauna litoral que pertenece al

orden Anomopoda (Elias-Gutierrez et al., 1997).

1.3.1 FAMILIA CHYDORIDAE

Los organismos de la familia Chydoridae habitan las regiones litorales de
los cuerpos de agua y normalmente se asocian con las macréfitas o los
sedimentos y se conocen como organismos “raspadores” de sustrato (Dos
Santos-Silva, 2014).

Por lo general las regiones litorales representan una zona de interfase
entre el sistema acuatico y el sistema terrestre, estas zonas favorecen el

desarrollo de diversas comunidades de zooplancton, entre los que puede
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encontrarse a los organismos de la familia Chydoridae (Gomez-Diaz, 2008).
Son contribuidores importantes de la produccidon secundaria y sirven como
alimento para peces y macroinvertebrados; ademas, ya que los caparazones
de los quiddridos se preservan en los sedimentos, éstos son comuinmente

usados en estudios paleolimnoldgicos (Tremel et al., 2000).

De acuerdo a su morfologia (diferencias en su cabeza, articulaciones,
térax y post abdomen), los quiddridos se pueden dividir en cuatro subfamilias:
Eurycercinae, Saycinae, Aloninae y Chydorinae (figura 2), todos los miembros
de esta subfamilia son bentdnicos o litorales y viven predominantemente
relacionados a detritos de plantas y sedimentos organicos (Sacherova vy
Hebert, 2003).
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La familia Chydoridae tiene un cuerpo lateralmente comprimido, que
representa una adaptacion morfolégica para entornos bentdnicos. Otras
familias como Daphnidae, Moinidae y Sididae tienen cuerpos redondos, pues
son organismos adaptados para vivir en ambientes limnéticos. Esta

caracteristica morfoldgica tiene influencia en el nimero de huevos por camada
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que los organismos incuban, un cuerpo aplanado tiene una camara incubatoria

pequefa, lo que reduce el niumero de huevos producidos (Kotov, 2006).

El cuerpo de los organismos dentro de la familia Chydoridae esta
cubierto de un par de valvas. La regidn cefalica esta cubierta por un escudo
cefalico, su forma y sus poros cefalicos permiten la identificacion de especies.
La parte anterior del escudo cefalico es un poco puntiagudo y produce una
elongacion (Frey, 1959). El cuerpo consiste de cabeza, térax, y abdomen, la
parte terminal esta modificada hacia el post-abdomen y delimitada de la parte
abdominal al lado dorsal por un par de setas natatorias y termina en un par de
garras. El post-abdomen puede ser corto o elongado. Los apéndices del cuerpo
incluyen un par de anténulas, antenas y 5 pares de miembros toracicos. El
I6bulo distal interior de la extremidad sostiene 3 setas que pueden convertirse
en ganchos que se utilizarian para raspar. La subfamilia Chydorinae tiene como
caracteristica 7 setas en el exopodito (I6bulo distal interior) de la extremidad

toracica (Smirnov, 1996).

1 Figura 3. Estructura
externa de Pleuroxus
trigonellus (Chydoridae).

1 Margen Dorsal, 2 Escudo
cefalico, 3 Ojo, 4 ocelo, 5
Rostro, 6 Antenula, 7 Antena,
8 Disco labral, 9 Margen
ventral, 10 Camara
incubadora, 11 valva postero-
dorsal, 12 wvalva postero-
marginal, 13 Denticulos en la
valva postero-ventral, 14
post-abdomen, 15 garra, 16
seta natatoria, 17 sistema
digestivo. Imagen tomada de
Cladocera: The Chydorinae
and Sayciinae (Chydoridae) of
the world.

Los organismos de la subfamilia Aloninae, poseen un cuerpo mas

elongado, huevos mas grandes y un mayor tiempo de desarrollo embrionario
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en comparacién con las especies pertenecientes a la subfamilia Chydorinae,
que poseen caracteristicas contrarias a las mencionadas (Santos-Wisniewski,
2006).

Debido a su tolerancia, los quidoéridos se han usado como bioindicadores
en analisis basados en la composicion de la fauna total del sistema acuatico
(Hofmann et al., 2000).

1.3.1.1 GENERO Alona

Se han encontrado y descrito en diferentes estudios, alrededor de 8
especies de organismos similares al género Alona, incluyendo las especies
Alona aguascalientensis y Alona anamriae, otras especies encontradas son
Alona glabra Sars, 1901, Alona cf. guttata Sars, 1862 (figura 4), Alona ossiani
Sinev, 1998, y Alona setigera Megard, 1967 (Sinev y Silva-Briano, 2012).

Son individuos filtradores, que se alimentan de microalgas, bacterias y
materia orgdnica y su reproduccion es principalmente asexual por
partenogénesis (Arnold, 1971). Muchos de los organismos de éste grupo se

consideran organismos cosmopolitas (Sinev y Kotov, 2000).

Entre la informacién reportada para el género Alona, se sabe que su
ciclo de vida varia segun el alimento, o la temperatura, ademas de poder ser
influenciado por otros factores fisicoquimicos del agua. El género tiene
reportado un maximo de longevidad de 54 dias, y se generan 2 huevos por
camada, produciendo un total de 66 huevos a lo largo de su ciclo de vida (Dos
Santos-Silva et al., 2014).

La especie Alona iheringula ha sido encontrada en Brazil, en diferentes
regiones, donde la temperatura oscila entre los 20 y 25°C, y el pH es
levemente acido. Ademas, se encontré asociada a macroéfitos, los neonatos

tenian un tamafo de 288 uym, alcanzando madurez después de los 3.3 dias y

17



con un tamafo promedio de 413 um. El tamafio maximo fue de 510 pm
alcanzado después de 11 dias. Esta especie tuvo una longevidad maxima de 54
dias y un tiempo de vida media de 46 dias. La fecundidad promedio de las
hembras partenogenéticas fue de 2 huevos por camada, y un promedio de
47.6 huevos por hembra durante su ciclo de vida completo (Dos Santos-Silva
et al., 2014).

A. iheringula es caracteristica de la region litoral, donde se asocia a
macrofitos, y consecuentemente, solamente se ha colectado cerca de éstos. La
presencia de macrofitos produce una mayor diversidad a las especies pues
proporciona refugio y es fuente de alimento para muchos organismos lo que

produce una heterogeneidad en el ambiente (Kotov, 2006).

Alona rustica tiene una adaptacion fisiolégica de tolerancia a ambientes
acidificados, y la ocurrencia de esta especie se da en sistemas acidos, vive en
temperaturas de 25 °C (Fryer, G., 1993).

Se han registrado otras especies del género Alona, como A. bromelicula
Smirnov, 1988, que es la Unica especie de este género que habita en agua

acumulada de canales de hojas, en bosque tropicales (Sinev, 1988).

El grupo guttata es uno de los mas pobremente estudiados del género
Alona. Actualmente Alona cf. guttata ha sido reportada a nivel mundial,
aunqgue inicialmente se describié en Noruega (Sinev, 2012). En México, el
género Alona se ha encontrado en diferentes localidades del Estado de México

y el Estado de Aguascalientes (Elias-Gutierrez, 1997).

Los estudios ecotoxicoldgicos en zooplancton de agua dulce son
realizados mas frecuentemente en organismos como rotiferos y claddceros,
debido a que ambos comparten similitudes en sus caracteristicas

reproductivas y metabdlicas (Sarma, 2007).
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1.3.1.1.1 Alona cf. gutatta

Alona cf. guttata, posee una cabeza de tamafio moderado, un ojo mas
grande que el ocelo, posee tres poros cefalicos mayores, el poro de en medio
es el mas pequefno. (Fig. 4F). El térax es 2 veces mas grande que el abdomen.
El post-abdomen (Fig. 4I-]), es corto, truncado con un angulo distal
prominente, y una longitud de 2.5 su estatura. El margen ventral es recto, la
base en las garras esta separada por el margen distal por una incision clara. El
margen distal es recto, con un angulo de esta el prominente. La regiéon post
anal del margen distal recto, es ligeramente céncava. El angulo preanal esta
bien definido y el angulo postanal estd ligeramente definido. Seis a ocho
denticulo es marginales se desarrollan definida mente en este angulo, y
decrecen en tamafio basalmente. Cada denticulo tiene de tres a seis espinulas
anteriores. La antena I (Fig 4L) es de tamafio moderado, con tres racimos de
pequefas y delgadas setulas en la cara anterior. La antena II (Fig. 4K) es
relativamente corta, del segmento robusto salen ramificaciones de moderada
altura y anchura, de los segmentos basales de estas ramificaciones salen
segmentos de setas que no alcanzan el final del endopodito (Fig. 5J). Ademas

tiene 6 pares de miembros toracicos (Fig. 5J).

A-B, hembras juveniles
de instars I y II. C-L,

hembra
partenogenética. C,
vista lateral. D-E,

valvas antero-ventral y
posteroventral. F, poros
cefélicos. G-H, labrum.
1-], post-abdomen. K,
antenula. L, antena.
Barras de escala
muestran 0.1 mm para
A-C, 0.05 para D-L.

: ? .
-~ & ‘

F “*\—_/'// /,/”/g

oL J

Figura 4. Alona cf. guttata Sars, 1862, de Aguascalientes,
México. Morfologia externa. Modificado de Cladocerans of genus
Alona Baird, 1843 (Cladocera: Anomopoda: Chydoridae) and
related genera from Aguascalientes State, Mexico (Sinev y Silva-Briano, 2012)
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Figura 5 Alona cf. guttata Sars, 1862 de Aguascalientes, México. Detalles morfolégicos.

Hembra partenogenética. A, miembro I. B, IDL y ODL del miembro I. C, miembro II. D,
exopodite del miembro III. E-F, porcidn interna del miembro III. G, exopodite del miembro IV.
H, porcion interna del miembro IV. I, miembro V. J, miembro VI. K-M. Imagen tomada de
Cladocerans of genus Alona Baird, 1843 (Cladocera: Anomopoda: Chydoridae) and related
genera from Aguascalientes State, Mexico (Sinev y Silva-Briano, 2012)

1.4 TABLA DE VIDA

Un método para evaluar la salud de una poblacién y calcular la
expectativa de vida es la elaboracién de una tabla de vida. Una tabla de vida
muestra la probabilidad de supervivencia a una edad particular, la expectativa
de un determinado organismo a diferentes edades, y la proporciéon de
nacimientos en la cohorte. A partir de datos ordenados de supervivencia y
fecundidad especificas por edades, es posible determinar algunos parametros

poblacionales como los que describen a continuacion (Smith y Smith, 2007):

Tabla. 1 Parametro demograficos y sus ecuaciones. Elaborado por Osorio-Treviiio.

Parametro Ecuacion
Supervivencia Iy = Ny/NO
Tiempo generacional T = Zxlymy /ZIimy
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Tasa neta de reproduccion Ro = X lumy

myx=NUmero de hijos nacidos vivos de
mujeres en un grupo de edad / Numero de
mujeres en el mismo grupo de edad

Fecundidad especifica por
edad

Expectativa de vida al nacer Ex= Ty/Ix

Tasa intrinseca de

. Setlim, =1
crecimiento

1.5 PRUEBAS DE TOXICIDAD

Para poder evaluar la toxicidad, se desarrollan pruebas agudas y
crénicas estandarizadas, en este caso se enfatizara en aquellas pruebas que
utilicen claddceros. El efecto toxico directo en los animales es cuantificado
estadisticamente al determinar la CLsg (Concentracion letal media) (Hanazato,
2001).

El propdsito de las pruebas de toxicidad es obtener informacion util para
lograr la proteccion de los organismos acuaticos de una especie determinada o,
de todas las comunidades que integran la biota de un determinado ecosistema,
frente a los peligros ocasionados por descargas de aguas residuales,
domeésticas o industriales, que pueden contener sustancias que alteren el
equilibrio de los cuerpos receptores (Kopplin, 2004).

El cladécero, Ceriodaphnia dubia es una de las muchas especies de
dafnidos cominmente utilizados en pruebas bioldgicas para el establecimiento
de criterios de calidad del agua (WQC). Este animal es especialmente
adecuado para la evaluacion de la toxicidad crénica debido a su facilidad de
cultivo dentro del laboratorio y pruebas cortas de supervivencia (7d) (Mager,
et al. 2011).
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1.5.1 RESPUESTAS AGUDAS Y CRONICAS

Las respuestas agudas se originan de manera inmediata por accién o
efecto de un toxico en un organismo. En la evaluacion de la toxicidad aguda,
se determina la concentracion letal media (CLsy) que es un parametro
importante en el analisis de la toxicidad. Por otro lado, las respuestas cronicas
se pueden generar en diferentes niveles de los individuos expuestos a mediano

o largo plazo (Jaramillo-Juarez et al., 2008).

Como resultado de exposiciones de tiempos largos a todxicos, se
desarrollan diversos efectos adversos (Rand, 1995). Estos efectos son mas
comunmente subletales, que ademas, incluyen efectos en el crecimiento,
reproduccion y comportamiento (Newman, 2009). La duracidn de las
exposiciones crénicas puede ser por un periodo del desarrollo, pueden ser
vitalicias o extenderse por periodos de mas de una generacion. En
exposiciones cronicas se miden otras respuestas diferentes que la muerte, ya
que se trata de determinar la concentracion del téxico que se puede permitir

en un cuerpo de agua (Kopplin, 2004).

1.6 TOXICIDAD DE METALES

El contenido de metales en aguas de desecho industrial o desechos
urbanos depende de varios factores locales como el tipo de industria en la
region y el estilo de vida que llevan los habitantes de esa region, ademas de la
educacion ambiental que posean sobre el impacto ambiental de aguas
residuales (Klimek et al., 2013).

Es necesario conocer como afectan los metales a los organismos en
contacto con ellos, y conocer las concentraciones aceptables de metales en
aguas residuales para poder establecer criterios de calidad del agua. Las
pruebas bioldgicas simples ofrecen una alternativa razonable para el analisis de

la potencial toxicidad de las aguas residuales (Klimek et al., 2013). Factores
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tales como la dureza del agua, pH y la temperatura afectan a la toxicidad de
metales pesados para los invertebrados acuaticos , ademas de que se ha
demostrado que dependiendo de la dureza y del catién responsable d la misma
se puede modificar la toxicidad de los metales (Khangarot, 2001).

Los metales pesados llegan a ser toxicos, por lo cual se encuentran en la
lista de contaminantes prioritarios de la Agencia de Proteccién Ambiental de los
Estados Unidos (SEMARNAT, 2009).

1.6.1. PLOMO

El plomo se encuentra en la naturaleza formando una gran variedad de
minerales, principalmente la galena (sulfuro de plomo), constituye la fuente
principal de produccién comercial de este metal (Alvarado-Flores, 2010). Es un
metal de color gris azulado, blando y maleable; se encuentra en el grupo 9 IVA
de la tabla periédica, con numero atémico 82, peso atémico 207.21, punto de
ebullicién de 1750°C a una atmosfera (Ubillo-Limus, 2003). Los compuestos
mas comunes de plomo son: el mondxido (Pb0O), el didxido (Pb0,), el tetréxido
(Pbs04), el sesquidxido (Pb,0s), el carbonato, el sulfato, los cromatos, el

arseniato, el cloruro, el silicato y la azida de plomo (Alvarado-Flores, 2010).

El plomo es capaz de acumularse en ecosistemas acuaticos, es un metal
no escencial para los organismos y es considerado un contaminante de
relevancia a nivel mundial ya que inclusive a bajas concentraciones es
potencialmente toxico; a pesar de que se ha disminuido su uso en procesos
industriales, como en la elaboracidon de pinturas (WHO, 1995; Altinda et al.,
2008).

Desde la década de 1990 al 2000, México ha estado en los primeros
lugares de produccion de plomo, que representa alrededor del 6% de la

produccion de plomo mundialmente Los principales estados productores de
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plomo en México son Zacatecas y Chihuahua, que producen aproximadamente
el 70% de la produccién total en el pais (SEDESOL/INE, 1993, 1994).

En México, el valor maximo permisible para plomo en agua potable es de
0.010 mg/L (NOM-127-SSA1-1994). Sin embargo, no existen antecedentes
para plomo encontrado sedimentos de rios en México; sin embargo, en Estados
Unidos y Canada han sido reportadas concentraciones de 27-267 mg/Kg
(ATSDR 1999) y de 35 mg/Kg (Environment Canada 1999) en dichos

sedimentos.

Los ecosistemas acuaticos son receptores de muchos metales tdxicos,
gue se depositan en estos cuerpos de agua, debido a procesos naturales o a
procesos antropogénicos; es por estos ultimos procesos que las técnicas
ecotoxicoldgicas se han vuelto tan necesarias al medir toxicidad de quimicos

contaminantes, en ecosistemas acuaticos (Brandao et al., 1992).

1.7 TOXICIDAD DE PESTICIDAS

La contaminacion acuatica por pesticidas es un tema de preocupacion a
nivel global (Toumi et al., 2014). Los pesticidas ejercen su impacto a
diferentes niveles, como moléculas, organismos, individuos y comunidades; y
estos efectos son notorios dependiendo la naturaleza del ecosistema donde se
libera el pesticida (Hanazato, 2001). De entre los plaguicidas, los fungicidas
son usados en la industria, en la agricultura, en el hogar y el jardin para
proteccion de las semillas de granos durante su almacenamiento, para la
eliminacidon de mohos que atacan las superficies pintadas; y para la proteccion
de alfombras y telas en el hogar. El potencial que tienen los fungicidas para

causar efectos adversos en los humanos puede variar (USEPA, 2015).

El uso continuo de pesticidas provoca cambios en el equilibrio pues

afecta ademdas a organismos que no son el objetivo principal de la sustancia

24



toxica. Estos pesticidas se pueden transferir a cuerpos de agua, por el
escurrimiento provocado por lluvias, por lo que los ecosistemas acuaticos se
ven de igual manera impactados por los pesticidas (Tidou et al., 1992; Aydin et
al., 2005). El grupo de los piretroides son la clase de pesticidas mas
ampliamente usados (Toumia et al., 2014). En México, el 73% del territorio
nacional es dedicado para la actividad agropecuaria. De éste, el 20% son
tierras de cultivo los cuales cubren cerca de 30 millones de hectareas. La
agricultura es una actividad fundamental en el medio rural en el cual habita
casi la cuarta parte de la poblacion nacional, tiene un gran incidencia en el
desarrollo ya que los productos agropecuarios estan en la base de un gran

numero de actividades comerciales e industriales (FAO, 2016).

Los plaguicidas contienen moléculas que tienen como objetivo disminuir
poblaciones de organismos Yy especies perjudiciales para la producciéon
agropecuaria y forestal, ademas de evitar la propagacién de enfermedades en
humanos y animales (USEPA 2010). En México, su uso esta destinado
principalmente al control de enfermedades que afecta la produccién agricola, y
en 2006, el consumo fue de 95,025 toneladas (SENER, 2007). Sin embargo, en
México, son muy pocos los estudios realizados sobre uso y distribucidon
geografica de plaguicidas, y los estudios existentes se encuentran focalizados

en plaguicidas organoclorados.

Los pesticidas pueden encontrarse en cuerpos de agua debido a
procesos como escurrimiento, filtracién y erosion de suelos donde han sido
aplicados. El escurrimiento puede suceder durante lluvias o riego agricola y
movilizarse hasta cuerpos de agua superficiales y subterraneos, contaminando

agua y sedimentos (Ongley 1996).
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1.7.1 VINCLOZOLIN

Existen quimicos liberados al ambiente debido a actividades
antropogénicas, que han mostrado tener efecto sobre el sistema enddcrino,
causando disrupcidn endocrina en diversos organismos, tanto de fauna
silvestre (incluyendo organismos planctonicos), como posiblemente en
humanos (Haeba et al., 2008).

Cl
Figura 6. Vinclozolin.
Estructura molecular.
Tomado de The Merck Index
Cli Online.
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El vinclozolin (3-(3,5-dichlorophenyl)-5-methyl-5-vinyl-oxazolidine 2,4-
dione) (Spencer 1964) es un fungicida que actiua como antagonista de
receptores androgénicos en vertebrados (Haeba et al., 2008) y pertenece al
grupo de las dicarboximidas, tiene efectos sobre plagas flungicas de frutas vy
vegetales, ademds de su uso en viiedos (USEPA 2003; Papadopoulou-
Marukidou 1991). Debido a que se ha detectado en agua potable, la Agencia
de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos ha redactado procedimientos
para evaluar los dos principales metabolitos del vinclozolin, denominados M1 y

M2, que se considera que se degradan completamente a 3,5-diclorofenil en
agua (USEPA 2000).

Los quimicos disruptivos endocrinos tienen efecto en los organismos
crustaceos. Muchos de estos efectos son mediados por esteroides que regulan
ciertos procesos y actuan via intercelular por medio de receptores y factores de
transcripcion en una ruta muy parecida a la de vertebrados. En un estudio
realizado por Haeba en 2008, se investigd los efectos de este quimico junto

con otros cuatro, ya que se sospechaba que interferian con la reproduccion
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normal en el cladécero Daphnia magna, este estudio documenté que de
manera afirmativa, este quimico tiene un efecto en la determinacién de la
reproduccion del organismo (Haeba, 2008). La fecundidad, la tasa de
crecimiento, maduracién y la proporcion de machos en una poblacién, son
algunos de los parametros que llegan a ser afectados por las sustancias

clasificadas como Disruptores Enddcrinos (Dodson et al. 1999).

1.7.2 DELTAMETRINA

Recientemente se han desarrollado nuevos pesticidas sintéticos que
pertenecen al grupo de los piretroides, tal es el caso de la cipermetrina y la
deltametrina; éstos han sido mas usado que los pesticidas del tipo

organoclorados (Mei-Fang et al., 2012).

La deltametrina es un piretroide sintético del tipo II (poseen un grupo
alfa ciano en su molécula) con actividad insecticida y acaricida de amplio
espectro. Actla por contacto e ingestion afectando al sistema nervioso de los
artropodos y provocando su muerte. Se utiliza comunmente para el control
quimico de Triatoma infestans (insecto hematdéfago) en varios paises de
Ameérica Latina, que transmite al parasito Trypanosoma cruzi, causante de la
enfermedad de Chagas. En general, la deltametrina es un triatomicida muy

eficaz (Rojas de Arias A, et al., 2004). Es un piretroide sintético.
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El modo de accién de la deltametrina esta relacionado a las uniones que
forma en los canales de sodio, mas especificamente a una secuencia de
aminoacidos en este canal (Du et al., 2009). También se ha reportado para
otros organismos, que ocurren efectos en la membrana del canal de cloro o en

el complejo de Golgi, ademas de existir estudios en macro-invertebrados sobre
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la generacion de especies reactivas de oxigeno por efecto de la deltametrina
(Toumi et al., 2014).

Se ha demostrado que los piretroides son poco téxicos para las aves, y
altamente téxicos para peces y organismos acuaticos, pues estos ultimos
metabolizan y eliminan mas lentamente a la sustancia toxica (Yilmazetal,
2004).

Los efectos de los pesticidas en ecosistemas acuaticos son evaluados
comunmente con organismos como los claddceros, entre los que destaca
Ceriodaphnia dubia, que es sensible a un rango mayor de compuestos en
comparacién a otros invertebrados acuaticos (Von Der Ohe y Liess, 2004).
Ademas, este organismo ha sido usado como un bioindicador para la presencia
de quimicos contaminantes, especialmente insecticidas (Bloomquist y Miller,
1986). Esta molécula ha sido detectada en aire, agua y sedimentos, ademas

de en plantas y animales (Pawlisz et al., 1998).

1.8 BIOMARCADORES

Los biomarcadores se definen como respuestas sub-letales que
modifican el comportamiento, la genética o biologia del individuo expuesto. Se
considera un buen biomarcador a aquel que tiene alta sensibilidad, que es de
facil medicién, y que tiene relevancia ecoldgica (Arias-Almeida y Rico Martinez,
2011).

Son herramientas eficientes para identificar las perturbaciones en
diversos parametros ya sea fisioldgicos o bioquimicos y generalmente se usan
para evaluar los rangos toxicos de los contaminantes del ambiente incluyendo
pesticidas (Toumi, 2015).

Detectan propiedades estructurales o funcionales a diferentes tipos de
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niveles organizacionales y revelan cambios de significancia ecoldgica que no se
pueden detectar con otros analisis, en estos estudios los toxicos son
descargdos intermitentemente (Olguin, H. F., 2004).

Los biomarcadores son utilizados para medir respuestas a factores de
estrés (respuestas bioquimicas, fisioldgicas e histoldgicas), los mejores
biomarcadores son aquellos vinculados al metabolismo y contenido energético
(Verslycke et al., 2004).

1.8.1 ASIGNACION DE ENERGIA

El metabolismo normal de un organismo, ademas de su crecimiento y
reproduccion, utiliza gran parte de la energia almacenada dentro de él. Esta
energia, en forma de diferentes macromoléculas, como proteinas,
carbohidratos vy lipidos, puede ser modificada por diferentes factores externos,
como lo son la exposicion a téxicos o alimento limitado; es por eso, que la
asignacién de energia dentro de un organismo funciona como un bioindicador
de su estado de salud (Arzate-Cardenas et al., 2012). Los recursos que se
tengan disponibles para el crecimiento y reproduccion son de gran importancia
para la dinamica de toda la poblacion, ya que de esto depende la supervivencia
y estructura de la comunidad. Entendiendo como funciona este manejo de
recursos podemos predecir las respuestas a nivel individual de algunos

organismos acuaticos a los toxicos (Bradley y Callow, 1991).

Existe una hipétesis que sugiere que el estrés inducido por un toxico,
conlleva cambios metabdlicos, alterando la distribucién de las reservas de
energia del organismo, lo que afecta negativamente su crecimiento y

reproduccion (Verslycke et al., 2003).

29



2. ANTECEDENTES

2.1 ADAPTACION DE ORGANISMOS

Se ha reportado que las condiciones de temperatura y fotoperiodos,
tienen un efecto en la produccién de huevos de 45 especies de claddceros en
relaciéon al tiempo de eclosidon, siendo que por lo general la mayoria de
eclosiones se dan bajo la influencia de fotoperiodos largos (Nufez y Hurtado,
2013).

La capacidad de los organismos acuaticos a adaptarse al estrés tiene
consecuencias importantes para el estudio de los efectos bioldgicos de la
contaminacién del agua. Un niumero de investigadores ha tratado de evaluar el
grado en que las especies acuaticas pueden adaptarse a los metales téxicos y
los niveles bajos de pH. En éste campo, Lloyd, en 1960 encontré que la
exposicion previa a las concentraciones de cinc subletales aumento los tiempos
de supervivencia de la trucha arco iris de juveniles en soluciones de zinc letales
(Lloyd y Herbert, 1960).

2.2 TABLA DE VIDA

Para los organismos L. leydigi y D. rostrata que pertenecen a la familia
Chydoridae, se han realizado estudios de tabla de vida, donde se ha
demostrado que la duracién de juveniles y mudas de adultos, no incrementa
con la edad, mientras que para Simocephalus acutirostratus, Scapholeberis
kingi y Leydigia acanthocercoides la duracion del periodo entre los eventos de
muda del exoesqueleto en los juveniles permanecen constantes con la edad.
Esto tal vez debido a que los depredadores invertebrados son abundantes en la
region litoral, y los pequeios claddceros bentdnicos pudieron haber respondido

a este factor estresor al producirse en periodos cortos y madurar rapidamente,
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de la misma manera que los organismos plancténicos pequefios (Robertson,
1988).

Debido a que Daphnia magna es un organismo plancténico, la
relevancia ecoldgica se limita cuando se prueba en agua que deriva de
sedimentos, por lo tanto es deseable que se utilicen organismos que posean
las mismas ventajas de Daphnia, pero que habite en los sedimentos (Dekker et
al., 2002).

Un téxico puede actuar en los procesos fisioldgicos y bioquimicos y por
lo tanto afectar los parametros demograficos, por ejemplo el crecimiento
poblacional es estimado por la tasa intrinseca de crecimiento (r), es esencial
para la persistencia o extincidn de la poblacion y directamente relacionada a
los datos de tabla de vida de cada individuo de una poblacién. Los ecologistas
han usado la tabla de vida para evaluar supervivencia, fecundidad y tasa de
crecimiento de la poblacion bajo diferentes condiciones ambientales (Klitittgen
et al., 1996).

2.3 DELTAMETRINA

En un estudio realizado por Toumi et al. (2013), se indicd que la
deltametrina actia en la reproduccién de dafnidos al disminuir el numero de
neonatos y el crecimiento, esto debido al aumento de anormalidades y a la

produccion de machos como respuesta al toxico (Toumi et al., 2013).

Los pesticidas de tipo piretroide, han sido probados como tdéxicos para
organismos de ambientes acuaticos, se probd que el efecto del lindano y
deltametrina en el mesocosmos fue letal para los microorganismos filtradores.
Unefecto indirecto de la deltametrina fue el florecimiento del fitoplancton
(Abiba et al., 1992).
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No hay estudios reportados para este toxico en especies de la familia
Chydoridae; no obstante, existen estudios en claddceros, como el estudio
realizado por Leboulanger et al. (2008) utilizando a Moina micrura, y el estudio

realizado por Lopes et al. (2007) con Diaphanosoma brachyurum.

2.4 PLOMO

De acuerdo a los resultados obtenidos en estudio realizado por De
Schamphelaere y Janssen (2002), utilizando a Daphnia magna como
organismo de prueba, indicaron que la mayoria del calcio ingerido es por el
agua, y que el plomo (u otros metales suspendidos que compiten con el calcio)
son absorbidos por la via del calcio, por lo tanto se esperaria que la toxicidad
disminuyera en un medio con abundancia de calcio, sin embargo, los
resultados obtenidos mostraron que la toxicidad del plomo en dafnidos es

independiente a la concentracion de calcio del medio.

2.5 REASIGNACION DE ENERGIA

Un indicador que refleja el estado funcional de los organismos acuaticos
es la medicién de reservas y almacenamiento de energia dentro del organismo.
Se modifica en respuesta a condiciones ambientales, ya que si se modifica su
entorno, son notables estos cambios en el organismo (Arzate-Cardenas et al.
2012).

En el cladécero Daphnia magna, se ha observado que el efecto de la
inanicion produce cambios en la fecundidad, en relacién al nimero de huevos
que se producen por camada, disminuyendo la tasa de fecundidad cuando la

cantidad de alimento esta limitada (Bradley et al. 1991).
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3. JUSTIFICACION

Actualmente en el mundo se producen una gran cantidad de compuestos
quimicos, siendo muchos de estos productos peligrosos y nocivos para la
salud, por lo que es necesario evaluar los riesgos que directa o indirectamente

se generan por su uso.

La descarga de compuestos peligrosos al ambiente puede causar
consecuencias serias, pues en muchos casos en la naturaleza no existen

procesos fisicos o bioldgicos que permitan su degradacion a formas inocuas.

Se deben seguir métodos convencionales para el control y monitoreo de
aguas naturales y efluentes, y ademads, se deben realizar evaluaciones de
riesgo en las cuales los resultados de pruebas de toxicidad son un elemento

para la definicidon del riesgo o dafo potencial para la salud.

En el estado de Aguascalientes se ha reportado la presencia de diversos
claddéceros nativos, en diferentes cuerpos de agua, entre ellos, se ha
identificado la presencia de la especie Alona cf. guttata. Este organismo es
importante porque al ser consumidor primario y miembro del zooplancton es
un eslabdn esencial en las redes troficas de los ecosistemas dulceacuicolas. A
pesar de que existen datos para otras especies de claddceros, para la especie
Alona cf. guttata no existe informacidn sobre su ciclo reproductivo o tiempo de
vida. Por lo anterior se llevara a cabo el analisis de tabla de vida modificando
factores como tipo y cantidad de alimento, y temperatura, para conocer las

condiciones ideales de crecimiento y reproduccion de esta especie.

No obstante, se ha reportado que la duracién de los ciclos de vida de
las especies de quiddridos oscila entre 15 y 94 dias, y segun lo reportado para
algunas especies de Alona su ciclo de vida aproximado es de entre 15 y 54
dias. Comparando estos datos con los reportados para Daphnia magna, que
son de 40 a 56 dias (dependiendo la temperatura), nos es de interés conocer
el ciclo de vida de Alona cf. guttata para poder hacer una comparacion con D.
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magna que es actualmente el organismo de prueba mas utilizado del orden

cladécera.

Teniendo en cuenta el marco de referencia y la necesidad de la
evaluacion de la presencia de sustancias toxicas en agua, en este proyecto se
estudiara a este cladécero, con el fin de utilizarlo como modelo experimental

para ensayos de toxicologia ambiental.

4. HIPOTESIS

Si el cladécero litoral Alona cf. guttata puede propagarse en condiciones
de laboratorio bajo diferentes condiciones (temperatura, cantidad y calidad de
alimento), entonces podran realizarse estudios demograficos (tabla de vida)
gue permitan conocer su ciclo de vida, y por consiguiente se encontraran las
condiciones O6ptimas para la produccion de organismos para pruebas
toxicoldgicas. Por otra parte, si este cladocero es sensible a toxicos el plomo, la
deltametrina, o el vinclozolin, ésta podra emplearse como un organismo

modelo para las pruebas de toxicidad.

5. OBJETIVO GENERAL

Se estableceran las condiciones éptimas para el cultivo y reproduccion
de Alona cf. guttata en condiciones de laboratorio con el fin de obtener
organismos suficientes para implementar pruebas de toxicologia acuatica, y de
acuerdo a su sensibilidad, poder proponerlo como organismo modelo para

toxicologia acuatica.
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6. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Se desarrollara un protocolo para estudiar el efecto de la temperatura y
alimento en el desarrollo y reproduccion del cladécero Alona cf. guttata.

2. Se implementaran pruebas de toxicidad aguda en Alona cf. guttata de
acuerdo al protocolo de toxicidad aguda ISO 6341:2012 para Daphnia
magna Straus y se comparara su sensibilidad a Plomo, Deltametrina y
Vinclozolin que son toxicos de interés ambiental.

3. Se llevaran a cabo pruebas de toxicidad subletal con los cuales
posteriormente se hara el analisis con biomarcadores de efecto
principalmente sobre la reasignacion energética en el cladécero Alona cf.

guttata.

7. METAS

e Seleccion del tipo de alimento que se utilizara para generar la tabla de
vida.

e Establecer un rango de concentracion de alimento adecuado para el
crecimiento del organismo.

e Analisis de Tabla de Vida, con 4 factores diferentes a analizar: Tipo de
Alimento, Concentracién de alimento, temperatura (20°C y 25°C) vy tipo
de sustrato (artificial y suelo de jardin)

e Establecer un rango de concentraciones de los téxicos para las pruebas
agudas.

e Determinacion de la concentracion letal 50 para los téxicos y plomo,
deltametrina y vinclozolin.

e Determinacion de la concentracion letal 10 para los téxicos plomo,
deltametrina y vinclozolin.

e Determinacion de la concentracidon letal 1 para los téxicos plomo,

deltametrina y vinclozolin.
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e Determinacién del efecto del téxico en la reasignacion energética del
organismo mediante el andlisis de proteinas, lipidos, carbohidratos y
contenido caldrico.

e Determinacion de la concentracion efectiva media.

8. MATERIALES Y METODOS

Tabla de vida
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Pruebas Toxicologicas
Plomo, Deltametrina

I

i

Biomarcadores

8.1 MANTENIMIENTO DE LA CEPA

La cepa de Alona cf. guttata se ha mantenido en cultivo continuo en el
Laboratorio de Toxicologia Ambiental del Edificio 60 de la Universidad
Auténoma de Aguascalientes, garantizando su reproduccién a través de
hembras partenogenéticas. El medio de cultivo consta de agua dura
reconstituida (USEPA, 2002), mostrado en el anexo 1, suplementado con la

microalga Nanochloropsis oculata (10° células mL™).
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Ademas, algunos de los cultivos cuentan con un sustrato artificial que
consta de arena de silice (70 %), caolin (25 %) y materia organica (abono de
borrego, 5 %) (Gémez-Diaz, 2008), o con suelo de jardin. Se mantienen a 20
y 25 £ 2 °C dentro de una camara bioclimatica con fotoperiodo de 12 horas luz
por 12 horas de oscuridad (12:12 h)

8.2 CULTIVO DE MICROALGAS

Se realizan cultivos monoespecificos empleando el medio basal de Bold.
El cultivo de las microalgas se realizd en condiciones asépticas a temperatura
constante de 25 + 1° C, e iluminacidn continua con ldamparas fluorescentes

"luz de dia" (aproximadamente 5000 luxes).

Después del tiempo adecuado de crecimiento, los cultivos se mantuvieron en
refrigeracion por dos dias para permitir la sedimentacidon y concentracién de
las células; posteriormente, se desechd el sobrenadante y se prosiguié al
conteo celular en cadmara de Neubauer. Las microalgas se conservaron en
refrigeracion a 4 °C durante dos semanas; después de este tiempo fueron

desechadas para su renovacion.

8.3 TABLA DE VIDA

La metodologia utilizada se modificard con base en el protocolo
propuesto por Gémez-Diaz (2008). Se utilizan vasos de precipitados de 100
mL, en los cuales se coloca la cantidad correspondiente al sustrato artificial o
suelo de jardin (0.033 g). Se adicionan 60 mL de agua dura reconstituida y
algunas de las microalgas Nanochloropsis occulata, Chlorella vulgaris y
Pseudokirchneriella subcapitata, a diferentes concentraciones.

38



Se realizaron 6 réplicas para cada uno de los tratamientos a dos
temperaturas (20 y 25 °C). Se realizé el conteo diario de los neonatos en cada
una de las réplicas y el niumero de muertos. El cambio de medio se realizd

cada 7 dias.

8.4 PRUEBAS DE TOXICIDAD

Para las pruebas de toxicidad se emplearon los siguientes téxicos:

e Plomo (reactivo analitico): Nitrato de Plomo (Estandar para Absorcion
Atomica), del Fluka Analytical, Lote: BCBL79IIV. De 1,000 mg/L.

e Deltametrina (Reactivo analitico): Deltametrina (Pestanal), de Fluka
Analytical, Lote: 5ZBC059XV. De 250 mg.

e Vinclozolin (reactivo analitico): Vinclozolin (Estandar analitico para
HPLC), de Riedel- de Haén, Lote: 2296X.

8.4.1. TOXICIDAD AGUDA

Procedimiento modificado con base en el protocolo ISO 6341 de
toxicidad aguda para Daphnia magna Straus. El propdsito fue determinar la
concentracion media efectiva de inmovilizacién (EC50) de una sustancia en

Alona cf. guttata. La toxicidad aguda fue expresada como CL50.

El organismo se expuso a la sustancia de prueba afadida al agua a un
rango de concentraciones por 48 h. Se lleva un control sin téxico. El nUmero de
animales debe ser de al menos 20 para cada concentracién de toxico probada,
divididos en 4 lotes con 5 animales cada uno. Colocados en al menos 2 mL de

solucion para cada animal. La solucidn de prueba se prepara justo antes de

introducir al organismo. La temperatura se mantuvo a 20 y 25 °C * 1°C.
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Las soluciones de prueba no se someten a aireacion. Y se mantiene a los
organismos sin alimento. Se inspeccionan los organismos a las 24 h de
exposicion y después a las 48 h. La prueba se lleva a cabo seleccionando
organismos aclimatados a 20 y 25°C para desarrollar las pruebas agudas
exponiéndolos a cada grupo de animales a temperaturas de 20 y 25°C durante
las pruebas de toxicidad (OECD, 1984).

En la prueba de inmovilizacién aguda, un rango de concentraciones de la
sustancia investigada, ejerce diferentes efectos toxicos en la capacidad de
nataciéon del organismo, bajo condiciones idénticas de prueba. En el control, no
mas del 10% de los organismos debe quedar inmovilizado o atrapado en la
superficie del agua. Se utiliza agua reconstituida, para que sea similar a la de
cultivo. El organismo no debe ser mayor a 24 h de nacido en el principio de la
prueba. Se utilizan 5 organismos por grupo son utilizados para cada
concentraciéon, (4 grupos de 5 organismos por concentracion). Incluyendo el
control. El organismo de prueba no se alimenta durante la prueba, en 2 ml de

solucién por grupo. A una temperatura de prueba de 20 °C.

Las concentraciones usadas son en series, donde la mayor concentracién
de prueba debe resultar preferentemente en el 100% de inmovilizacién. Y la
concentracidon menor no debe mostrar efectos observables. El porcentaje de

inmovilidad a 24 horas es determinado contra la concentracion.

8.4.2. TOXICIDAD CRONICA

Procedimiento modificado con base en el protocolo de la EPA 1002.0
para toxicidad crénica (2002), para dafnidos. Se utilizaron neonatos de menos
de 24 h de edad y se exponen a diferentes concentraciones de prueba por 21

dias para determinar supervivencia y fecundidad diarias.

Se utilizaron placas de 24 pozos, se realizaron 4 replicas con 5

40



organismo cada pozo. A una temperatura de 20 °C = 1 °C y en ciclos de

luz:oscuridad de 16h:8h.

Se registraron parametros demograficos, tipo tabla de vida.

8.5 EVALUACION DE BIOMARCADORES: REASIGNACION DE
ENERGIA

8.5.1. DETERMINACION DEL CONTENIDO TOTAL DE
PROTEINAS

La metodologia utilizada se modificara en base al protocolo propuesto

por Arzate-Cardenas y Martinez-Jeronimo en 2012.

Para determinar el contenido total de proteina se llevé a cabo el método
de Bradford (1976) usando albumina de suero bovino (BSA) como estandar. Se
utiliza un total de 960 organismos homogeneizados de 7 dias de edad (40
organismos por cada concentracidon, en 4 réplicas). Para cada muestra se
afaden 300mL de reactivo de Bradford, incubando a temperatura ambiente
durante 10 min. Se lee la absorbancia a 595 nm vy los resultados se expresan

como [g proteinas/organismo.

Se analizaron las muestras a las concentraciones 1/5, 1/10, 1/20, 1/40
y 1/80 de la concentracion letal para plomo, y para deltametrina. Ademas de

analizarse los controles negativos y las curvas de calibracion correspondientes.
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8.5.2. DETERMINACION DE HIDRATOS DE CARBONO
TOTALES

El método de fenol-acido sulfurico (Minami et al., 2005), se basa en la
formacién de un complejo de color amarillo-naranja como resultado de la
reaccion de hidratos de carbono con fenol en un medio fuertemente acido, se
utiliza para cuantificar los hidratos de carbono totales. Se utilizd el
homogenado de 960 organismos de 7 dias de edad (40 organismos por cada
concentracion, en 4 réplicas), y se afade acido sulfurico concentrado y fenol
saturado. Se lee la absorbancia 492 nm y los resultados se expresan como ug

carbohidratos /organismo.

Se analizaron las muestras a las concentraciones 1/5, 1/10, 1/20, 1/40
y 1/80 de la concentracion letal para plomo, y para deltametrina. Ademas de

analizarse los controles negativos y las curvas de calibracion correspondientes.

8.5.3. DETERMINACION DE LIPIDOS TOTALES

El método sulfofosfovanillina (Frings y Dunn, 1970) se utiliza para
determinar los lipidos totales, utilizando colesterol como un estandar. El
extracto lipidico se hace reaccionar con reactivo de vainillina (9.2 mM) vy la
absorbancia del complejo de color se lee a 530 nm. Los resultados se expresan

como pg lipidos/ organismo.

Se analizaron las muestras a las concentraciones 1/5, 1/10, 1/20, 1/40
y 1/80 de la concentracion letal para plomo, y para deltametrina. Ademas de

analizarse los controles negativos y las curvas de calibracion correspondientes.
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8.5.4. CONTENIDO CALORICO

Los hidratos de carbono, lipidos y proteinas se utilizan para calcular el
contenido caldrico de especimenes expuestos al téxico. El contenido calérico se
estima multiplicando el contenido de cada macromolécula por su factor
especifico: 4.10 cal/mg para los carbohidratos, 5.65 cal/mg para la proteina y
9,45 cal/mg de lipidos. Los resultados se expresaron como pcal/ organismo

(Arzate-Cardenas y Martinez-Jerénimo, 2012).

8.6 ANALISIS ESTADISTICO

De los tratamientos se determina la longevidad (dias), neonatos
promedio por reproduccion, edad de la primera reproduccion (dias). Asi como

también, la informacion de las tablas de vida.

El analisis estadistico de los ensayos con las concentraciones de
alimento, y la temperatura al mismo tiempo se aplica ANOVA multiactorial,
cuando se encuentran diferencias significativas entre los tratamientos se aplica
una prueba de comparacién multiple de LSD, mediante el programa estadistico
R Studio.

9. RESULTADOS
9.1 TABLA DE VIDA

9.1.1 PARAMETROS DEMOGRAFICOS

Se obtuvieron valores para los parametros de tabla de vida: tiempo de
vida media, tiempo generacional, fecundidad especifica por edad, tasa neta de

reproduccion y tasa de crecimiento poblacional. Se establecieron como
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factores: el tipo de sustrato, la temperatura de cultivo, el tipo y concentracién
de alimento. En las Tablas siguientes se muestran las respuestas poblacionales
para cada tratamiento de factores utilizado, con referencia al tipo de alimento
usado. En la Tabla 2, utilizando Pseudokirchneriella subcapitata, se observa
que a concentraciones altas la supervivencia de Alona cf. guttata se ve
comprometida, siendo que para concentraciones bajas con esta microalga, el
organismo tiene una tendencia mas alta a sobrevivir, e incluso se registra

reproduccion.

En la Tabla 3, se muestran los parametros demograficos obtenidos
durante el cultivo con Saccharomyces cerevisiae, donde se obtuvo que
independientemente del tipo de sustrato, la supervivencia maxima de Alona cf.
guttata oscila entre los 2 y 4 dias, siendo que a temperatura de 25 °C existe

una mayor supervivencia.

En la Tabla 4 se observan los parametros demograficos obtenidos
durante el cultivo con la micralga Nannochloropsis occulata, en la tabla se
observa que las condiciones mas favorables de cultivo se encuentran a
concentraciones de entre 1 y 2 millones de células/mL, a una temperatura de
25 °C y en presencia de suelo de jardin como sustrato. Mientras que a
concentraciones mas altas y mas bajas del alimento, se observa una

disminucion en la supervivencia y en las tasas de reproduccion.

Al utilizar Chlorella vulgaris como alimento, como se muestra en la Tabla
5, se obtiene que las condiciones mas favorables de cultivo se encuentran a
concentraciones de alimento de entre 1 y 2 millones de células/mL, a una
temperatura de 25 °C y en presencia de suelo de jardin como sustrato. De
manera similar a lo obtenido con la microalga Nannochloropsis occulata.
Mientras que a concentraciones mas altas y mas bajas del alimento, se

observa una disminucién en la supervivencia y en las tasas de reproduccién.
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Tabla 2. Parametros demograficos de Alona cf. guttata cultivado con
Pseudokirchneriella subcapitata como alimento. n=24

Sustrato Tem?fé?tura atl:?r:l‘gﬁ:;:?;élfsn/;el' (Z}’a’:) ( diGa s) mx Ro Eo r

250,000 16.0 | 109 | 25 | 2.1 11.0 | 0.002

500,000 16.311.0 2.6 | 2.1 12.4 | 0.002

1,000,000 1221104124 | 1.3 10.9 | 0.002

20 1,500,000 9.5 [ 85 |14 | 0.8 | 8.7 | 0.002

2,000,000 2.0 0.0 | 0.0 0.0 1.6 0.006

4,000,000 2.6 0.0 | 0.0 0.0 2.2 0.151

8,000,000 2.4 0.0 | 0.0 0.0 1.6 0.090

250,000 108 | 844 | 1.6 1.1 10.3 0.002

25 500,000 11.3 ] 9.5 |24 | 1.6 10.8 | 0.002

1,000,000 12.7 1 10.8 | 25| 1.4 12.2 | 0.002

1,500,000 119 10.1 | 2.1 | 1.2 11.4 | 0.002

250,000 115 | 10.1 | 2.7 15 11.0 0.002

500,000 1291109 3.3 | 1.8 12.4 | 0.002

1,000,000 114 ]10.0 2.2 | 1.2 10.9 | 0.002

1,500,000 9.2 85 15| 0.8 8.7 0.002

250,000 142 | 10.2 | 2.4 1.8 13.7 0.002

500,000 156 | 10.1 |19 ]| 1.8 15.1 0.002

1,000,000 11.7 1 9.0 |1.8] 1.2 1.8 0.002

9.4 85 ]114] 0.8 8.9 0.002

Tiempo de vida media=TVM.

Fecundidad especifica por edad = mx.

Expectativa de vida al

nacer=-E0. Tasa neta de reproduccion= R0O. Tiempo generacional= G. Tasa de crecimiento

poblacional=r.

Tabla 3. Paraetros demograficos de Alona cf. guttata cultivado con Saccharomyces

cerevisiae como alimento. n=24

Sustrato Temperatura (°C) gz::::;a(c;é;/g;e (Z}’;:) ( di(; s) mx Ro Eo r
0.015 2.1 0 0 0 2.0 | 0.14
0.03 2.5 0 0 0 2.2 | 0.14
0.06 3.0 0 0 0 3.1 | 0.16
0.075 2.3 0 0 0 2.2 | 0.15
0.03 2.1 0 0 0 2.3 | 0.14
0.06 3.3 0 0 0 3.4 | 0.15
0.12 3.8 0 0 0 3.9 | 0.14
0.15 3.5 0 0 0 3.7 | 0.16
0.015 3.2 0 0 0 3.3 | 0.19
0.03 2.3 0 0 0 2.2 |1 0.17
0.06 3.9 0 0 0 1.6 | 0.14
0.075 2.9 0 0 0 2.2 | 0.19
0.06 4.0 0 0 0 3.7 | 0.14
0.03 3.2 0 0 0 3.5 | 0.20
0.12 3.4 0 0 0 3.5 | 0.16
0.15 2.8 0 0 0 2.3 1 0.19

Tiempo de vida media=TVM. Fecundidad especifica por edad = mx. Expectativa de vida al
nacer=-EQ. Tasa neta de reproduccién= R0O. Tiempo generacional= G. Tasa de crecimiento

poblacional=r.
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Tabla 4. Pardetros demograficos de Alona cf. guttata cultivado con Nannochloropsis

occulata como alimento. n24

Sustrato

poblacional= r.

Tiempo de vida media=TVM.

Temperatura (_:oncentraf:ién de1 TyM G — Ro Eo r
(°C) alimento (céls/ml™) (dias) (dias)
250,000 31.0 | 19.0 | 14.5 | 11.2 | 30.5 | 0.002
500,000 269 | 179 ] 14.0 | 9.8 | 26.4 | 0.002
1,000,000 29.7 | 19.8 | 14.5 | 10.2 | 29.2 | 0.002
1,500,000 35.2 | 22.8 | 16.5 | 12.3 | 34.6 | 0.002
2,000,000 53.0 | 27.2 | 30.9 | 28.9 | 52.5 | 0.002
4,000,000 49.2 | 25.4 | 29.7 | 25.8 | 48.4 | 0.002
8,000,000 34.7 | 19.6 | 23.1 | 18.8 | 34.2 | 0.002
250,000 36.5 | 23.3 | 19.4 | 13.9 | 35.9 | 0.002
500,000 32.4 | 20.6 | 18.9 | 13.9 | 31.9 | 0.002
1,000,000 34.5 | 22.3 | 16.7 | 12.3 | 16.7 | 0.002
1,500,000 36.6 | 22.6 | 19.7 | 14.7 | 33.7 | 0.002
2,000,000 47.4 | 23.7 | 26.7 | 23.6 | 47.3 | 0.002
4,000,000 39.8 | 20.1 | 25.0 | 21.9 | 39.3 | 0.002
8,000,000 33.5 [ 19.1 | 21.6 | 18.3 | 21.6 | 0.002
250,000 32.6 | 20.8 | 15.9|11.7 | 32.0 | 0.002
500,000 28.6 | 19.4|17.2 | 12.0 | 28.0 | 0.002
1,000,000 34.2 | 21.9 | 16.4 | 12.1 | 33.6 | 0.002
1,500,000 35.6 [ 34.9 | 19.6 | 13.4 | 34.9 | 0.002
2,000,000 51.4 | 25.0 | 31.7 | 29.2 | 50.8 | 0.002
4,000,000 51.0 | 25.5 | 30.3 | 27.5 | 50.5 | 0.002
8,000,000 | 37.4 | 21.4 | 24.420.6 | 36.7 | 0.002
250,000 35.0 [ 22.1 |17.9 | 13.0 | 34.4 | 0.002
500,000 32.8 | 20.9 | 20.4 | 14.6 | 32.3 | 0.002
1,000,000 36.4 | 22.9 | 18.8 | 13.7 | 35.8 | 0.002
1,500,000 38.4 | 23.5|20.9|15.4 | 37.8 |0.002
2,000,000 49.6 | 24.5 | 28.5 | 25.5 | 49.0 | 0.002
4,000,000 49.7 | 25.6 | 26.3 | 22.9 | 49.2 | 0.002
8,000,000 39.5 [ 20.4 | 20.6 | 18.0 | 39.0 | 0.002

Fecundidad especifica por edad = mx. Expectativa de vida al
nacer=-EQ. Tasa neta de reproduccién= RO. Tiempo generacional= G. Tasa de crecimiento

Tabla 5. Paraetros demograficos de Alona cf. guttata cultivado con Chlorella vulgaris
como alimento. n=24

Sustrato

Concentracion
Tem;()féa)itura (22 5271:;._.};, (:};’:) (dgs) mx Ro Eo r

250,000 324 120.1 117.1 | 13.8 | 31.9 | 0.002
500,000 279 117.8 1153 11.8|27.4 | 0.002
1,000,000 | 28.9 | 18.1 | 18.2 | 14.4 | 28.4 | 0.002
20 1,500,000 | 33.3 | 20.1 | 19.7 | 16.3 | 32.8 | 0.002
2,000,000 | 36.5 | 21.4 | 20.4 | 15.8 | 35.8 | 0.002
4,000,000 | 34.7 | 20.4 | 18.8 | 15.0 | 34.1 | 0.002
8,000,000 | 29.8 | 19.1 | 17.4 | 12.6 | 29.3 | 0.002
250,000 34.4 | 22.3 | 22.3 | 16.3 | 33.8 | 0.002
25 500,000 32.1 | 20.0 | 18.6 | 14.1 | 31.2 | 0.002
1,000,000 | 37.5 | 22.2 | 15.7 | 13.2 | 37.0 | 0.002
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1,500,000 | 36.5 | 22.5 | 24.9 | 18.8 | 35.0 | 0.002

2,000,000 | 359 | 21.7 | 18.9 | 15.1 | 35.3 | 0.002

4,000,000 | 37.6 | 22.8 | 25.9 | 20.5 | 37.1 | 0.002

8,000,000 | 30.2 | 19.6 | 19.6 | 14.5 | 29.7 | 0.002

250,000 31.5]20.1|17.5|13.5| 31.0| 0.002

500,000 32.1 | 20.0 | 18.3 | 14.6 | 31.6 | 0.002

1,000,000 | 38.0 | 21.6 | 19.6 | 17.3 | 37.5 | 0.002

1,500,000 | 35.6 | 23.7 | 19.5 | 13.4 | 34.9 | 0.002

2,000,000 | 40.3 | 23.1 | 21.2 | 16.6 | 39.5 | 0.002

4,000,000 | 359 | 21.0 | 17.8 | 14.2 | 35.3 | 0.002

8,000,000 | 32.1 | 19.5 | 15.6 | 12.2 | 31.6 | 0.002

250,000 35.1 | 22.1 | 20.6 | 15.1 | 31.9 | 0.002

500,000 31.7 1 19.6 | 19.2 | 14.6 | 27.4 | 0.002

1,000,000 | 37.9 | 22.5|21.9|17.2 | 28.4 | 0.002

1,500,000 | 38.2 | 22.7 | 25.2 | 19.9 | 32.8 | 0.002

2,000,000 | 46.6 | 24.1 | 24.6 | 22.1 | 35.8 | 0.002

4,000,000 | 44.8 | 24.4 | 23 | 20.2 | 34.1 | 0.002

8,000,000 | 39.1 | 21.2 |17.6 | 15.6 | 29.3 | 0.002

Tiempo de vida media=TVM. Fecundidad especifica por edad = mx. Expectativa de vida al
nacer=-E0. Tasa neta de reproduccion= R0O. Tiempo generacional= G. Tasa de crecimiento
poblacional=r.

Se realizé una prueba de ANOVA para comparar los diferentes tratamientos de
cultvo y se determind cual seria el optimo para el cultivo de Alona cf. guttata. El
ANOVA junto con la prueba LSD-Fisher, dieron como resultado que los mejores
tratamientos a utilizarse para el cultivo de Alona cf. guttata son:

Utilizando Nannochloropsis occulata a una concentracion de 2,000,000
células/ml, a temperatura de 20 °C o 25 °C, en suelo de jardin o sustrato artificial.
Valor t= 1.96, alfa= 0.05).

En la figura 8, se muestran los datos de supervivencia de Alona cf. guttata
utilizando Nannochloropsis occulata como alimento. Se observa como las
supervivencias mas altas son con el uso del alimento a concentraciones entre 2 y 4

millones de células/ml.
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9.1.2 ANALISIS DE SUPERVIVENCIA
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Figura 8. Curvas de supervivencia segun las diferentes temperaturas de exposicion de los organismos. Utilizando la
microalga Nannochloropsis occulata. En la grafica se presentan los valores de la media + error estandar para cada grupo.
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9.2 RESULTADOS DE LAS PRUEBAS AGUDAS

9.2.1. PLOMO

Para la prueba de exposicion aguda a Plomo II, se utilizaron rangos de
concentracion de 0.25, 0.5, 1, 2, 4 ppm. Los organismos se mantuvieron
expuestos al toxico por 48 h consecutivas. Se realizaron curvas de mortalidad
utilizando las técnicas de regresion logistica de tipo Logit binomial, y regresién
de ajuste lineal Probit. El método Logit fue utilizado para calcular los valores de
las concentraciones letales 1, 10, y 50. En la figura 9-A,C,E,G se muestran las
graficas de regresion binomial Logit, donde se describe el resultado de
mortalidad en funcién de la concentracién del toxico por medio de una curva
sigmoidea. Mientras que en 9-B,D,F,H se muestran las graficas de regresion
logistica utilizando la técnica Probit, donde las lineas sdlidas representan la
media estadistica de las concentraciones letales medias, y las lineas

punteadas representan los valores del intervalo de confianza (n=4).

En la Tabla 6 se muestran las concentraciones letales 1, 10 y 50 para
cada tipo de tratamiento de temperaturas de cultivo y de exposicion de Alona
cf. guttata junto con su error estandar. Los valores de las concentraciones son
los promedios de 6 réplicas (n=24) que fueron realizadas para cada
tratamiento de temperaturas. No hubo diferencias significativas entre los
valores de CLsp, lo que significa que la diferencia de temperatura de cultivo a la

de exposicién no afecta la toxicidad del toxico plomo en Alona cf. guttata.
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Figura 9. Curvas de regresion logistica Logit y regresion de ajuste lineal Probit para
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Tabla 6. Resumen de resultados de pruebas agudas con Alona cf. guttata por

exposicion a Plomo II.
Temperatura Temperatura

CL; (ppm)

CLio (ppm)

CLso (ppm)

cultivo (°C) Exposicion (°C) =+ error estandar | + error estandar | % error estandar
20 20 0.2701+ 0.0788 0.6739 £ 0.1344 | 1.5797 £ 0.1605
20 25 0.2763 + 0.0699 | 0.6508 + 0.0823 | 1.4567 + 0.063
25 25 0.2693 + 0.0768 | 0.6671 £ 0.1108 | 1.5647 + 0.0738
25 20 0.2383 + 0.0470 | 0.639 + 0.0751 1.5934 £ 0.1246

CL= Concentracion letal. Valor P= 0.2506, Estadistico Kruskal-Wallis= 4.102

9.2.2 DELTAMETRINA

Para la prueba de exposicion aguda a Deltametrina, se utilizaron rangos
de concentraciéon de 0.075, 0.095, 0.11, 0.125 y 0.135 ppm, Los organismos
se mantuvieron expuestos al téxico por 48 h consecutivas. Se realizaron
curvas de mortalidad utilizando las técnicas de regresion logistica de tipo Logit
binomial, y regresidon de ajuste lineal Probit. El método Logit fue utilizado para
calcular los valores de las concentraciones letales. En la figura 10-A,C,E,G se
muestran las graficas de regresion binomial Logit, donde se describe el
resultado de mortalidad en funcion de la concentracion del téxico por medio de
una curva sigmoidea. Mientras que en 10-B,D,F,H se muestran las graficas de
regresion logistica utilizando la técnica Probit, donde las lineas sdlidas
representan la media estadistica de las concentraciones letales medias, y las
lineas punteadas representan los valores del intervalo de confianza. En la
Tabla 7 se muestran las concentraciones letales 1, 10 y 50 para cada tipo de
tratamiento de temperaturas de cultivo y de exposicion de Alona cf. guttata
junto con su error estandar. Los valores de las concentraciones son los
promedios de 6 replicas (n=24) que fueron realizadas para cada tratamiento
de temperaturas. Se encontré una diferencia significativa entre los valores de
CLso para el tratamiento de Temperatura de Cultivo a 20 °C y de Temperatura
de Exposicién a 25 °C, que difiere con respecto al resto de los tratamientos.
Significa que al incrementar la temperatura de exposicion en un organismo
aclimatado a una temperatura inferior, el organismo resulta ser mas sensible al
toxico deltametrina por lo que se genera un efecto téxico mayor con respecto a

los demas tratamientos de temperatura.
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Tabla 7. Resumen de resultados de pruebas agudas con Alona cf. guttata por
exposicion a Deltametrina.

Temperatura

cultivo (°C)

Temperatura
Exposiciéon

CL; (ppm)
+ error estandar

CLio (ppm)
+ error estandar

CLso (ppm)
+ error estandar

(°C)

20 20 0.0253 + 0.0074 | 0.054 + 0.0062 0.1160 + 0.0107
E3 E3

20 25 0.0390 + 0.0043 | 0.066 + 0.0041 0.0863 = 0.0060

25 25 0.0368 + 0.0063 | 0.062 +£0.0050 0.1005 + 0.0025

25 20 0.0347 + 0.0033 | 0.0636 + 0.0030 0.1113 + 0.0020

CL= Concentracion letal. Valor P= 0.0091, Estadistico Kruskal-Wallis= 11.56

9.2.3 VINCLOZOLIN

Se llevd a cabo un método de prueba para determinar las
concentraciones letales 1, 10 y 50, para Vinclozolin en Alona cf. guttata
utilizando los siguientes rangos de concentraciones: 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1y
1 ppm. Los organismos no resultaron ser sensibles al toxico a estas
concentraciones, por lo que se incrementaron los rangos de concentracion y se
repitié el procedimiento para la prueba de toxicida aguda bajo los siguientes
rangos de concentracion: 1, 5, 10 ppm; No se obtuvieron resultados de
mortalidad. Concentraciones mas altas a las utilizadas en estas pruebas no se
consideran relevantes ambientalmente, por lo que se suspendieron las pruebas

toxicoldgicas con éste toxico.

9.3. RESULTADOS DE LAS PRUEBAS CRONICAS

9.3.1. PLOMO

Para las pruebas de exposicion crénica a Plomo II, se utilizaron un rango
de concentraciones equivalentes a 1/5, 1/10, 1/20, 1/40, 1/80 de la CLso para
este toxico en Alona cf. guttata. La prueba cronica se realizd tipo tabla de vida,
por lo que se midieron los parametros demograficos: supervivencia (Ix),
(G), Fecundidad

Tiempo generacional Tasa neta de reproduccion (Ry),
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especifica por edad (my), Expectativa de vida al nacer (ey) y Tasa intrinseca de
crecimiento (r). En la figura 11 se muestran los resultados para cada
parametro por efecto de la concentracion del téxico. Se realizd el analisis
estadistico que corresponde a un analisis de varianza (ANOVA) vy

posteriormente se aplicé la prueba de comparaciones multiples de Tukey.

En la grafica A, se obtiene que la supervivencia decrece a medida que
aumenta la concentracién de exposicion al tdxico en comparacion con el
control negativo, donde los organismos tienen un tiempo de vida media
aproximado de 20 dias, mientras que bajo la concentracidn mas alta de
exposicion, el tiempo de supervivencia fue de aproximadamente 10 dias. En la
figura 11B, se muestra como el tiempo generacion en los organismos
expuestos al téxico disminuye el equivalente a la mitad del valor que se obtuvo
con los organismos del control negativo. Asi mismo, se observa en la grafica C
que la tasa neta de reproduccion disminuye de manera dramatica a al menos
un cuarto de la reproduccién normal del organismo en condiciones favorables.
Lo que se muestra en las figuras 11B y C, indica que Alona cf. guttata al estar
bajo condiciones de estrés por intoxicacién con plomo, impementa una
estrategia de supervivencia donde acorta sus tiempos generacionales, pero con
menos huevos por camada por cada hembra. En la figura 11D, se muestra la
fecundidad especifica por edad, y se observa que ésta se reduce de manera
drastica al estar el organismo en contacto con el toxico. Dentro de la figura
11E, se observa el comportamiento del organismo en cuanto a la esperanza de
vida al nacer, por lo que a concentraciones mas elevadas del téxico se observa
que el valor correspondiente a éste parametro disminuye de manera
considerable. En la figura 11F, que corresponde a la tasa intrinseca de
crecimiento, se observan valores negativos para las 3 concentraciones mas
altas utilizadas en la prueba, lo que indica que no solo se redujo el tiempo
generacional bajo estas condiciones, sino que se registré6 mortandad de los

organismos al estar expuestos al plomo.
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Figura 11. Resultados de exposicion crénica a Plomo II de Alona cf. guttata

(A)Ix= supervivencia en dias. (B)G= Tiempo generacional en dias. (C)Ro= Tasa neta de reproduccién, por hembra. (D)m,=
Fecundidad especifica por edad. (E)ey,= expectativa de vida al nacer. (F)r= Tasa intrinseca de crecimiento. Valor p <0.0001, F= 220.4
Prueba de comparacion multiple de Tukey. (Resultados del ANOVA en Anexo). Programa estadistico GraphPad Prism versién 5.0a para
Mac Os X. Existen diferencias significativas respecto al control
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Con base en los los registros de supervivencia obtenidos de las pruebas
crénicas, se realizd la curva de supervivencia que se muestra en la figura 12,
donde se obsevan las medias de los valores obtenidos por cada réplica de
concentracién, siendo que en las concentraciones de 0.02 y 0.04 ppm
(equivalentes a 1/80 y 1/40 de la ClLso, respectivamente) se obtuvieron
registros de supervivencia de algunos organismos que fueron similares a los
del control negativo, sin embargo, la mayoria de los organismos registraron

mortalidad entre los primeros dias de la exposicién crénica.
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Figura 12. Curva de supervivencia de Alona cf. guttata para el toxico Plomo. En la
grafica se presentan los valores de la media + desviacidn estandar para cada grupo.

9.3.2. DELTAMETRINA

Para las pruebas de exposicion cronica a Deltametrina, se utilizaron un
rango de concentraciones equivalentes a 1/5, 1/10, 1/20, 1/40, 1/80 de la CLsg
en Alona cf. guttata. La prueba cronica se realizé tipo tabla de vida, por lo que

se midieron los parametros demograficos: supervivencia (Ix), Tiempo
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generacional (G), Tasa neta de reproduccién (R,), Fecundidad especifica por
edad (my), Expectativa de vida al nacer (&) y Tasa intrinseca de crecimiento
(r). En la figura 13 se muestran los resultados para cada parametro por efecto
de la concentracion del toxico. Se realizd el analisis estadistico que
corresponde a un analisis de varianza (ANOVA) y posteriormente se aplicé la
prueba de comparaciones multiples de Tukey. En la figura 13A, se obtiene que
la supervivencia decrece a medida que aumenta la concentraciéon de exposicidon
al téxico en comparacién con el control negativo, donde los organismos tienen
un tiempo de vida media aproximado de 21 dias, mientras que bajo la
concentracidn mas alta de exposicion, el tiempo de supervivencia fue de poco
menos de 10 dias. En la figura 13B, se muestra como el tiempo generacional
en los organismos expuestos al téxico disminuye aproximadamente a la mitad
del valor que se obtuvo con los organismos del control negativo. Asi mismo, se
observa en la figura 13C que la tasa neta de reproduccion tiene un valor
cercano al cero, lo que implica un gran contraste frente al valor del control
negativo. Dentro de las figuras 13B y C, se observa que Alona cf. guttata al
estar bajo condiciones de estrés por intoxicacién con deltametrina, reduce el
tiempo generacional, pero a diferencia de la intoxicacion por plomo, con el
toxico deltametrina se obseva que la cantidad de neonatos nacidos por hembra
es muy bajo. En la figura 13D, se muestra la fecundidad especifica por edad, y
se observa que ésta se reduce de manera drastica al estar el organismo en
contacto con el toxico, de modo que al relacionar ésta figura con la 13C, se
confirma que para las concentraciones mas altas de deltametrina la cantidad
de huevos por hembra es cercano a cero, por lo que se registra una fecundidad
minima en los organismos. Dentro de la figura 13E, se observa el
comportamiento del organismo en cuanto a la esperanza de vida al nacer, esto
quiere decir que a concentraciones mas elevadas del tdxico se observa que el
valor correspondiente a éste pardmetro disminuye a menos de la mitad del
valor obtenido en el control negativo. En la figura 13F, que corresponde a la
tasa intrinseca de crecimiento, se observan valores negativos para las 4

concentraciones mas altas utilizadas en la prueba, lo que indica que ademas de
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reducirse el tiempo generacional hubo una gran cantidad de mortalidad entre

los organismos expuestos a deltametrina.
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De acuerdo a los registros de supervivencia obtenidos de las pruebas
crénicas, se realizdé la curva de supervivencia que se muestra en la Figura 14,
donde se observan las medias %+ los valores de desviacién estandar obtenidos
por cada replica de concentracion (n=4). Se obtuvo que la mayoria de los
organismos sufrieron mortalidad en los primeros dias de la exposicidn crdnica

obteniendo la mayor incidencia de mortandad alrededor de los 10 dias.
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Fig. 14. Grafica de supervivencia Alona cf. guttata para el toxico Deltametrina. En la
grafica se presentan los valores de la media + desviacidn estandar para cada grupo.
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9.4 RESULTADOS DE LOS BIOMARCADORES

9.4.1 PLOMO

Para evaluar los efectos de toxicidad del plomo II en Alona cf. guttata,
se midieron las moléculas de carbohidratos, lipidos y proteinas. Los
organismos fueron expuestos al téxico por 24 h en los rangos de concentracion
de 0.02, 0.04, 0.08, 0.16 y 0.32 ppm.

En la figura 15, se muestra en A, la grafica de contenido de proteina por
organismo al estar expuestos a las diferentes concentraciones de Plomo II,
siendo que para las concentraciones de 0.16 y 0.32 se observa que éstas
disminuyen casi completamente, mientras que para el rango de
concentraciones de 0.02, 0.04 y 0.08, la concentracion de proteina en los
organismos se mantiene cercana al valor obtenido en el control negativo. En la
grafica 15B, se observa una tendencia similar en cuanto a la disminucion de
carbohidratos conforme se aumenta la concentracién de plomo, de manera que
para la concentracion de 0.32 ppm, la disminucién de carbohidratos por parte
de Alona cf. guttata durante la intoxicacion es casi completo. En la grafica 15C,
se observa la misma tendencia que en las macromoléculas anteriores, donde la
cantidad de lipidos disminuye considerablemente al aumentarse las
concentraciones del téxico. Sin embargo, a diferencia de carbohidratos y
proteinas, esta disminucién ocurre de manera mas gradual, bajando los niveles
de lipidos sin llegar a una cantidad inferior a los 0.2 microgramos, como

sucede con carbohidratos y proteinas.

En la figura 15D, se muestra el contenido caldérico por organismo, al
estar expuestos al tdxico, se observa que para las concentraciones de 0.16 y
0.32 éste se ve disminuido de manera dramatica en comparacién con el valor

del control negativo.
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9.4.2 DELTAMETRINA

Para evaluar los efectos de toxicidad del Deltametrina en Alona cf.
guttata, se cuantificaron las moléculas de, carbohidratos, lipidos y proteinas.
Los organismos fueron expuestos al téxico por 24 h en los rangos de
concentraciéon de 0.001, 0.002, 0.005, 0.01 y 0.02 ppm.

En la figura 16, se muestra en A, la grafica de contenido de proteina por
organismo al estar expuestos a las diferentes concentraciones de Deltametrina,
siendo que para las concentraciones de 0.005, 0.01 y 0.02 se observa que
éstas disminuyen notablemente, mientras que para las concentraciones de
0.001, vy 0.002, la concentracién de proteina en los organismos se mantiene
en valores cercanos a los obtenidos en el control negativo. En la figura 16B, se
observa una tendencia similar en cuanto a la disminucién de carbohidratos
conforme se aumenta la concentracién de deltametrna, de manera que para la
concentracidon de 0.01 y 0.02 ppm, la disminucién de carbohidratos por parte
de Alona cf. guttata durante la intoxicacidon es casi completa. En la figura 16C,
se observa la misma tendencia que en las macromoléculas anteriores, donde la
cantidad de lipidos disminuye de manera considerable al aumentarse las
concentraciones del téxico. Se observa que la cantidad de lipidos disminuye
mas bajo la concentracion de 0.02 ppm, en comparacion al resto de

concentraciones utilizadas.

En la figura 15D, se muestra el contenido caldérico por organismo, al
estar expuestos al téxico, se observa que para las concentraciones de 0.005,
0.01 y 0.02 éste se ve disminuido a la mitad del valor obtenido en el control

negativo.
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9.4.3 CE5o PARA PLOMO Y DELTAMETRINA

Se determinaron las concentraciones efectivas 10, 50 y 90 de plomo y
deltametrina para cada macromolécula determinada. En las tablas 8 y 9 se

observan los valores de éstas concentraciones.

Tabla 8. Concentraciones Efectivas Medias (CEso) de los toxicos plomo y deltametrina
en Carbohidratos, Lipidos y Proteinas * Error estandar.

Concentracion Efectiva Media (CEsg)

Deltametrina (ppm) Plomo (ppm)
CARBOHIDRATOS 0.0027 = 0.0067 0.2301 *+ 0.1104
LIPIDOS 0.0023 + 0.0001 0.2050 + 0.0888
PROTEINAS 0.0023 + 0.0001 0.1428 + 0.0737

Paquete estadistico drm, interfase R Studio.

Tabla 9. Concentraciones Efectivas 10 y 90 (CE;o CEgo) de los téxicos plomo y
deltametrina en Carbohidratos, Lipidos y Proteinas + Error estandar.

MACROMOLECULA CEyo CEgo
CARBOHIDRATOS 0.1656 0.3196
PLOMO LIPIDOS 0.0314 0.1338
PROTEINAS 0.0239 0.8524
| CARBOHIDRATOS 0.0053 0.7730
DELTAMETRINA I 0.0007 0.0070
0.0006 0.0089

Paquete estadistico drm, interfase R Studio.
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10. DISCUSION DE RESULTADOS

Alona cf. guttata ha demostrado ser un organismo modelo para pruebas
de toxicidad, debido a sus caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas, tiene
ventajas frente a otros organismos de prueba ya que es capas de vivir en la
interfase agua suelo, tiene la capacidad de filtrar su alimento y raspar
superficies para obtenerlo, lo que resultaria en un beneficio para la deteccion
de contaminantes, ya que Alona cf. guttata podria detectar toxicos que se

encuentren en el sedimento o suspendidos.

Este trabajo contribuye a las primeras pruebas de toxicidad agudas y
crénicas implementadas en Alona cf. guttata, ademas de ser la primera vez
que se evalua la reasignacion energética en este organismo mediante los
biomarcadores de exposicidn que son la determinacion de carbohidratos,
lipidos y porteinas, que ademas es el primer desarrollo implementado en

quidéridos.

10.1 TABLA DE VIDA

Se demostré que Alona cf. guttata tiene un ciclo de vida parecido
a los rangos reportados para otros quidéridos (Murugan vy Job, 1982;
Venkataraman, 1990), bajo condiciones similares, ya que se utilizaron
microalgas ya reportadas y utilizadas para estudios de tabla de vida y

protocolos de toxicidad en cladéceros.

El cultivo de Alona cf. guttata con levadura no fue modelo adecuado
para el mantenimiento del organismo, la tasa neta de reproduccién fue de 0, y

el tiempo de vida media entre 2 y 4 dias (n=24); esto puede ser debido a

66



que la energia asimilable que provee la levadura pudo no ser suficiente para A.
cf. guttata, ademas, es posible que debido a las caracteristicas morfoldgicas
del organismo, le resultase dificil ingerir la levadura, ya que ésta llega a tener
un didmetro de hasta 10 um, el cual para A. cf. guttata podria resultar ser

grande.

Con el cultivo con Pseudokirchneriella subcapitata sucedié algo similar,
esta micro alga tiene un diamtero que mide entre 10-20 pm, ademas su
estructura es en forma de media luna, por lo que se observd que bajo
concentraciones superiores a 1 millén de células por militro, el tiempo de vida
media decrece dramaticamente, siendo que para los rangos de concentracion
entre 250,000 y 2 millones, el tiempo de vida media es de aproximadamente
12-16 dias, que representa menos de la mitad del valor reportado de
supervivencia para otros claddceros (13 - 60 dias (Martinez-Jerénimo et al.,
1994; Dos Santos-Silva et al., 2014), y para lo reportado en este trabajo de

Alona cf. guttata bajo el cultivo con otros tipos de alimento (mas de 50 dias).

Se utilizaron 4 factores en la medicion de 6 respuestas demograficas, y
al analizarse éstos datos utilizando las tablas 4 y 5, que muestran los valores
de las condiciones de cultivo utilizando Nannochloropsis occulata y Chlorella
vulgaris respectivamente, se determina que los factores temperatura y tipo de
sustrato no modifican de manera significativa las respuestas de los parametros
demograficos, sin embargo, es la concentracion del alimento la que determina

la variacion entre las respuestas observadas.

La eleccién de las temperaturas de cultivo para el estudio se basé en los
protocolos de toxicidad (20°C) y se buscé medir estos parametros a
temperatura ambiente, sin embargo, los resultados obtenidos sugieren que

Alona cf. guttata podria ser una especie euritérmica.

En cuanto al tipo de sustrato, el sustrato artificial contiene una fuente de
materia organica que es una fraccién de abono, ademas de contener arena y

silice con el fin de proporcionarle al organismo un medio para poder anclarse.
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Mientras que el sustrato de suelo de jardin, proporciona una cantidad mas alta
de materia organica, y al tener particulas sedimentadas de mayor tamafo,
permite al organismo mantenerse anclado a éstos y ademas le proporciona un
espacio para filtrar bacterias que puedan encontrarse en el sedimento, es por
esto, que entre ambos sustratos se observo una ligera diferencia en cuanto a
los valores de supervivencia para los diferentes tratamientos de alimento y

concentraciones de alimento.

10.2 PRUEBAS AGUDAS

10.2.1 PLOMO

Los resultados de las pruebas agudas para la exposicidn a plomo,
demostraron que Alona cf. guttata es un organismo sensible al toxico, de
manera similar a los organismos de prueba actualmente utilizados. El
claddécero Daphnia magna, reporta un valor de CLsg de 1.88 ppm a 48 h (Offem
et al., 2008), para Daphnia pulex es de 5.1 ppm a 48 h (Mount y Norberg,
1984). Mientras que los rotiferos Brachionus calyciflorus y Brachionus plicatilis
reportan valores de CLso de 0.248 ppm y 4 ppm, respectivamente (Santos-
Medrano y Rico-Martinez, 2013; Snell et al., 1991).

Los tratamientos de temperatura utilizados para las pruebas agudas, no
modificaron de manera significativa los valores obtenidos de concentracion
letal media (p=0.2506, Kruskal-Wallis=4.102), lo que significa que el cambio
entre éstas temperaturas no afecta la sensibilidad de Alona cf. guttata al

plomo.

10.2.2 DELTAMETRINA

De acuerdo a los resultados obtenidos, se obtiene que Alona cf. guttata

es un organismo sensible al pesticida, sin embargo, existen organismos de
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prueba que actualmente se utilizan, que han resultado ser mas sensibles al
toxico. Los cladodceros Ceriodaphnia quadrangula y Daphnia similis reportan un
valor de ClLs, de 1.3x10° y 8.7x10*, respectivamente (Premkumar vy
Mathavan, 1967; Presing, 1989).

En cuento a los tratamientos de temperatura (de cultivo y exposicion), la
sensibilidad de Alona cf. guttata fue modificada en el tratamiento donde se
aumento la temperatura de cultivo a la de exposicidon, esto se reflejé en una
disminucion significativa del valor de ClLsp, lo que indica que cuando se
aclimata el organismo a una tempera menor a la de exposicion, existe un

aumento en la sensibilidad al toxico deltametrina.

10.3 PRUEBAS CRONICAS

10.3.1 PLOMO

Se realizaron las pruebas crdnicas evaluando parametros demograficos
tipo tabla de vida, para observar el efecto de la exposicidn cronica al plomo.

Entre los efectos observados en la supervivencia, se muestra en la figura
11 que cuando el organismo entra en contacto con el téxico (0.02 ppm), ésta
disminuye significativamente con respecto al control negativo, ademas, la
supervivencia va disminuyendo conforme aumenta la concentracion del toxico
(0.02-0.32 ppm). En cuanto al valor de la fecundidad especifica por edad, éste
decrece al estar el organismo en contacto con el tdéxico, las hembras
comienzan a disminuir la producciéon de neonatos por camada.

El tiempo generacional se acorta significativamente para cada
concentracion de toxico a un valor aproximado de la mitad del valor obtenido
en el control negativo que es de 13 dias. Lo que significa que el tiempo que
transucrre entre los nacimientos de neonatos por hembra, es mas corto con
respecto a lo registrado por el grupo del control negativo. Ademas, la tasa neta

de reproduccién se reduce gradualmente en funcidon de la concentracién de
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plomo (0.02-0.32 ppm), esto quiere decir que en comparacién con el grupo del
control negativo donde se obtienen entre 3-5 neonatos por dia, ésta proporcion
disminuye en los grupos con toxico, de manera que se registran nacimientos
de entre 1-2 neonatos por dia. Al observar el tiempo generacional y la tasa
neta de reproduccidén es de suponer que la estrategia de supervivencia
implementada por Alona cf. guttata, es la produccion de neonatos en menor
proporcion, asi como disminuir el tiempo entre camadas, invirtiendo mayor
energia en el lapso de reproduccidon para poder continuar la especie en el
medio adverso. La esperanza de vida al nacer es un parametro relacionado con
la supervivencia, debido a que la supervivencia se ve comprometida por la
presencia del téxico, asi también la esperanza de vida al nacer es
significativamente baja (14-8 dias, en el rango de 0.02-0.32 ppm de plomo) en
relacion al grupo del control negativo (21 dias).

Acerca de la tasa intrinseca de crecimiento poblacional, al registrarse
datos de mortalidad entre los grupos expuestos a plomo, se obtienen valores
negativos (-0.1), ya que no solo se consideran los valores disminuidos de la
tasa neta de reproduccién (menor a 2). La mortalidad registrada ocurre en las

concentraciones mas altas del téxico (0.8-0.32 ppm).

10.2.2 DELTAMETRINA

La supervivencia del control negativo fue del 100%, mientras que el
valor reportado de éste parametro en los grupos expuestos al téxico
deltametrina fue significativamente inferior (menor a 10 dias), disminuyendo
gradualmente en funcidon del aumento de concentracion del téoxico (0.001- 0.02
ppm). La fecundidad especifica por edad mostré que Alona cf. guttata restringe
la produccidon de neonatos bajo condiciones adversas.

La tasa neta de reproduccién en los grupos expuestos a deltametrina
indica que en los valores de concentraciones elevadas (0.01 y 0.02 ppm), la

reproduccidn tiene a no ocurrir bajo éstas condiciones desfavorables. Mientras
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que el tiempo generacional muestra un comportamiento mas acelerado que en
el grupo del control negativo, esto sugiere y reafirma la teoria que la estrategia
de supervivencia de Alona cf. guttata frente a un tdxico es disminuir el numero
de neonatos por hembra, ademas de acortar el tiempo generacional. Debido a
que bajo las condiciones de toxicidad de medio Alona cf. guttata no logra
sobrevivir, la esperanza de vida igualmente se reduce (5 - 10 dias) siendo
significativamente alta la diferencia de estos valores con respecto a lo obtenido
en el grupo del control negativo (21 dias).

Al no solo registrarse datos de reproduccion cercanos a cero, si no que
se registré mortalidad en los grupos expuestos a deltameterina, la grafica para
la tasa de crecimiento poblacional muestra valores negativos (-0.04), esto
sucede para las 3 ultimas concentraciones del toxico (0.005, 0.01 y 0.02

ppm); lo que indica una toxicidad mas alta que el plomo para Alona cf. guttata.

10.4 BIOMARCADORES

Se determinaron cuantitativamente las macromoléculas: carbohidratos,
lipidos y proteinas, con el fin de evaluar la toxicidad del plomo y la
deltametrina en el metabolismo del organismo. Por lo que se determinaron en
grupos de organismos no expuestos al téxico, para poder realizar Ia

comparacion.

Para plomo y deltametrina se obtuvo que las reservas de carbohidratos,
lipidos y proteinas en los organismos, disminuyeron al estar en presencia de
los toxicos. Debido a que la reproduccién de Alona cf. guttata fue mas afectada
que el parametro de supervivencia, es de suponer que las reservas de energia
fueron cambiadas segun la necesidad del organismo, por lo que ademas se
midié el contenido caldrico y asi tener mas informacién sobre la inversion de

energia que destina A. cf. guttata a la supervivencia.

Se calcularon los valores de ECsg, para ambos téxicos y para cada una

da las moléculas, siendo que el primer consumo de reservas es el de lipidos y
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proteinas en intoxicacién por deltametrina y de proteinas en intoxicacion por
plomo. En ambos casos las Ultimas reservas que se consumen son los
carbohidratos. Esto podria explicarse suponiendo que en una exposicidon aguda
con el téxico, A. cf. guttata comienza un mecanismo de supervivencia donde
modifica su distribucion de energia a la produccion constante de neonatos, por
lo que ocuparia proteinas en la formacion de nuevo organismo, y los lipidos

acumulados para el crecimiento del organismo.

11. CONCLUSIONES

El presente trabajo constituye la primer contribucion sobre el ciclo de
vida de Alona cf. guttata, ademas de aportar informacion sobre las condiciones
de cultivo para A. cf. guttata. Las mejores condiciones encontradas (Utilizando
Nannochloropsis occulata a una concentracion de 2,000,000 células/ml, a temperatura
de 20 °C o 25 9C, en suelo de jardin o sustrato artificial), se determinaron mediante
el uso de dos diferentes sustratos (artificial y suelo de jardin), siendo ambos
favorables para los cultivos; ademas se utilizaron dos temperaturas diferentes
(20 °C y 25 °C), las respuestas de reproduccion y longevidad del organismo
mantienen un rendimiento similar para ambas temperaturas. Estas respuestas
también fueron modificadas por la concentracion y tipo de alimento, siendo
Nannochloropsis occulata y Chlorella vulgaris los alimentos O6ptimos, a

concentraciones de 2 - 4 millones de células por mililitro.

Los resultados de las pruebas agudas demostraron que Alona cf. guttata
es un organismo sensible a los toxicos de prueba plomo y deltametrina, ya que
los valores de CLso reportados en este trabajo, se han comparado con los
obtenidos en estudios con otros claddceros. Cabe mencionar que el presente
trabajo aporta informacion sobre toxicidad de la deltametrina para organismos

del género Alona.
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En el estudio de toxicidad crdénica se observdo que los toxicos plomo y
deltmetrina disminuyeron la tasa intrinseca de crecimiento, el nimero de
neonatos por camada, asi como el tiempo generacional; sin embargo, no
parecen afectar la formacién de los neonatos. Son sensibles a partir de la
concentracién que corresponde a 1/80 de la CLsy (0.02 pmm para plomo y
0.001 ppm para deltametrina). Faltan estudios para conocer mas detalles
sobre el mecanismo de supervivencia de Alona cf. guttata y el mecanismo de

toxicidad de cada uno de los toxicos sobre este organismo.

La exposicion aguda a plomo y deltametrina tiene un efecto directo en la
reasignacién de energia, la cual se evalud al determinar carbohidratos, lipidos
y proteinas en organismos adultos de la misma edad, expuestos a diferentes
concentraciones que representadas por fracciones de la CLsy para cada toxico
(1/80, 1/40, 1/20, 1/10 y 1/5), dando como resultado variaciones en el
contenido calérico de Alona cf. guttata, siendo que las reservas de estas
moléculas, se consumian en mayor medida segun el incremento en los rangos

de concentracion de cada toxico.

Se recomienda a Alona cf. guttata como organismo modelo para pruebas
de toxicidad aguda y crdnica, ya que posee caracteristicas fisiolégicas que
permiten medir las respuestas de toxicidad y evaluar el dafio provocado en el
organismo por causa de la intoxicacion. Ademds, se podra utilizar a este
organismo para muestras de agua o de sedimento, ya que en ambos

ambientes es posible el cultivo y mantenimiento de Alona cf. guttata.

Aun falta por comprender mas acerca de los mecanismos de toxicidad
aguda y croénica a nivel molecular, que ocurren dentro de Alona cf. guttata por
los cuales se manifiestan las respuestas que hasta ahora han sido evaluadas.
Es interesante suponer que se puedan adaptar otro tipo de analisis que
permitan revelar interacciones entre sistemas metabdlicos, sistemas
enzimaticos y compuestos téxicos con el fin de evaluar mecanismos

supervivencia adoptadas por el organismo.
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12. GLOSARIO

e Absorcion: El proceso por el cual un sustancia entra al organismo.

e Ambiente: El entorno que afecta a los seres vivos y que condiciona sus
circunstancias vitales.

e Bioacumulacion: Proceso de acumulacion de ciertos productos dentro de
los organismos.

e Biomarcador: Son los cambios medibles, ya sean estos bioquimicos,
fisioldgicos o morfoldgicos, que se asocian a la exposicidon a un toxico.

e Biomonitoreo: Son un conjunto de técnicas que permiten detectar
compuestos toxicos mediante el estudio de los organismo que habitan
en el lugar. Basadas en la reaccidn y sensibilidad de distintos
organismos vivos a diversas sustancias contaminantes presentes en un
ecosistema.

e Bioindicador: son atributos de los sistemas bioldgicos que se emplean
para descifrar factores de su ambiente. Las especies indicadoras son
aquellos organismos que ayudan a descifrar cualquier fendmeno o
acontecimiento relacionado con el estudio de un ambiente.

e Ecotoxicologia: La ecotoxicologia es la ciencia que estudia el destino y
los efectos de los contaminantes en los ecosistemas y en los seres vivos,
intentando explicar las causas y prever los riesgos probables.

e Cadena trdéfica: Es el proceso de transferencia de energia alimenticia a
través de una serie de organismos, en el que cada uno se alimenta del
precedente y es alimento del siguiente.

e Concentracion efectiva media (ECsp): Concentracién calculada
estadisticamente, de una sustancia en un medio, que se espera que

produzca un determinado efecto en el 50% de los organismos de
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experimentacién de una poblacibn dada, bajo un conjunto de
condiciones definidas.

Concentracion letal media (CLso): Es la concentracion obtenida
estadisticamente, de una sustancia que se espera produzca la muerte
durante la exposicidon o en un plazo definido, y que la mortalidad sea del
50% de los organismos expuestos a dicha sustancia durante un periodo
determinado. El valor de las CLsy se expresa en peso de sustancia por
unidad de volumen.

Contaminacion: Es la introduccion de un agente contaminante dentro de
un medio natural, causando inestabilidad, desorden y también dafios en
el ecosistema.

Prueba Aguda: Es una técnica de exposicion aguda, donde se pone en
contacto a un organismo con una sustancia, que ocurre durante un
periodo de tiempo corto, bajo condiciones definidas. Se determina la
inmovilidad o la mortalidad.

Prueba croénica: Es una técnica de exposicién crénica, donde se pone en
contacto a un organismo con una sustancia, que ocurre durante un
periodo de tiempo largo, bajo condiciones definidas. Se determinan
diferentes respuestas del organismo al toxico.

Toxico: Toxico es todo aquel elemento o compuesto quimico que,
absorbido e introducido en el medio interno y metabolizado, es capaz de
producir lesiones en los aparatos y sistemas organicos de la economia e
incluso provocar la muerte.

Toxicidad: La toxicidad es la capacidad de alguna sustancia quimica de
producir efectos perjudiciales sobre un ser vivo, al entrar en contacto

4
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14. ANEXO

ANEXO A

BIOMARCADORES: CONTENIDO CALORICO DE
MARCOMOLECULAS POR ORGANISMO

Proteinas pcal/org

CONTROL (-) 14.44 15.12 16.73 15.37
1/80 11.95 12.49 12.34 11.81
1/40 9.76 9.56 10.34 10.10
1/20 4.20 4.44 4.74 4.00
1/10 2.59 2.74

1/5 2.25 2.49

15.51

CONTROL (-)

1/80 12.00 13.03 12.83 12.24
1/40 11.76 12.24 12.20 11.66
1/20 11.27 10.93 14 10.64
1/10 4.10 3.47 4.05 4.69
1/5 2.39 2.25 2.78 3.03

Carbohidratos pcal/org

CONTROL (-) 3.52 3.38 4.03 3.36
1/80 3.31 3.58 3.15 3.44
1/40 2.89 2.50 3.15 2.32
1/20 2.28 1.99 2.25 2.15

1/10
1/5

CONTROL (-)

1/80 2.85 3.09 3.19 3.09
1/40 2.68 2.99 2.83 2.54
1/20 2.62 2.40 2.58 2.72
1/10 2.13 1.99 2.25 2.075
1/5 0.58 0.44 0.64 0.54
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Lipidos pcal/org

CONTROL (-) 7.34 7.43 7.12 7.61
1/80 6.67 6.58 6.04 6.31
1/40 5.60 4.92 5.42 5.28
1/20 2.73 2.95 3.31 3.13
1/10

1/5

CONTROL (-)

1/80 7.43 6.94 7.21 6.98
1/40 6.63 6.22 6.67 6.54
1/20 6.09 5.82 5.60 5.42
1/10 4.12 4.48 4.30 4.61
1/5 2.64 3.09 2.46 3.45

Calorias pcal/org

CONTROL (-) 25.31 25.94 27.89 26.34
1/80 21.95 22.66 21.55 21.57
1/40 18.25 17.00 18.92 17.71
1/20 9.15 9.40 10.31 9.30

1/10
1/5

CONTROL (-)

1/80 22.29 23.06 23.24 22.25
1/40 21.08 21.47 2l 70] 20.75
1/20 19.99 19.15 19.41 18.79
1/10 10.36 9.94 10.61 11.38
1/5 5.63 5.78 5.90 7.02
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