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Abstract

Metals are widely used in modern society harming the environment; their toxicity cause environmental adverse effects to many
organisms including zooplankton. This contribution employed: (a) acute and chronic toxicity tests, (b) epifluorescence image
analysis, and (c) atomic absorption techniques, to analyze toxicity of four trace (copper, iron, nickel, and zinc), and one non-trace
metals (mercury) on the freshwater rotifer Euchlanis dilatata. This work integrated results of Bioconcentration Factors (BCF’s),
sites of entry and accumulation and to determine mechanisms of uptake and toxicity of these five metals of the freshwater rotifer
Euchlanis dilatata. This integral analysis enhanced our understanding of knowledge on: (a) the toxicity mechanisms, (b) sites of
metal entry and concentration inside the rotifer, (c) bioconcentration and body burdens. As expected, Hg the non-trace metal used
here, was the most toxic. Our results suggest that the toxicity is ameliorated in the rotifer by selecting feeding avoiding the most
toxic particles and reducing adverse effects on reproduction, until mortality per se reduces reproduction. The chronic effect on
ingestion rate was quite sensitive for all metals whereas reproduction was slightly affected. The combination of acute and chronic
tests and determination of BCF’s for each metal allowed calculation of the acute and chronic body burdens. Body burdens again
confirmed that mercury was the most toxic metal of the five employed here.

Keywords Bioconcentration factors - Metal toxicity - Body burdens - Environmental toxicology - Non-trace metal - Trace metals -
Zooplankton - Aquatic toxicology

Introduction

Metals are widely used in modern society, and as a conse-
quence they harm the environment and their toxicity cause
ecological, evolutionary, nutritional, and environmental ad-
verse effects (Boyd 2010; Jaishankar et al. 2014). These prob-
lems are caused because metals are persistent, not
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biodegradable and can be bioconcentrated and biomagnified
by entering trophic chains, including human ones
(Mohammad et al. 2011; Hazrat and Ezzat 2018). In aquatic
systems, metals are released from natural sources (volcanic
eruptions) and human activities such as industry and agricul-
ture which are the main source of metal contamination (Zhou
et al. 2008; Hazrat and Ezzat 2018).

Metals dissolve easily in water and are taken by aquatic
invertebrates, their assimilation be subject to: (a) food, (b)
behavior, (c) life cycle, (d) body size of the organism, and
(e) duration of exposure. For example, in some predatory ar-
thropods, metals are captured predominantly with food, while
in the filters feeders metals come from water (Golovanova
2008; Gheorghe et al. 2017). In small concentrations, some
metals are essential for organisms (Cu, Fe, Mn, Ni, Zn), main-
taining biochemical and physiological functions. However,
when they reach high concentrations cause adverse effects
on growth, metabolism or reproduction. Otherwise, there are
non-essential metals (Cd, Pb, Hg) which do not have a known
biological role and are toxic to organisms at very low concen-
trations (Alarcon-Corredor 2009). The toxicity of metals on
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Resumen

Los metales se utilizan ampliamente en la sociedad moderna y dafian el medio
ambiente; su toxicidad causa efectos adversos a muchos organismos, incluido el plancton. Se
realizaron: a) pruebas de toxicidad aguda y cronica, b) analisis de distribucion de sensibilidad
de especies, en el alga Nannochloropsis oculata, el rotifero Euchlanis dilatata, el ciliado
Paramecium caudatum y el cladécero Moina macrocopa, c) andlisis de imagenes de
fluorescencia y c¢) determinacion de concentraciones reales y bioconcentracion de cobre,
hierro, niquel y zinc y mercurio en Euchlanis dilatata y Paramecium caudatum. E1 Hg, fue
el metal mas toxico para los cuatro organismos, seguido de Cu. Los resultados de factor de
bioconcentracion mostré que en el rotifero el metal que més se acumul6 fue Cu (1987.5) y
en el ciliado fue Hg (31900). En Euchlanis dilatata el principal 6rgano de acumulacion es el
estdbmago, en Paramecium caudatum se forman vacuolas que acumulan el metal. Las cargas
corporales letales y cronicas confirmaron que Cu y Hg son los metales mas toxicos, para
Euchlanis dilatata (Cu CCL = 7.35 pg/g, CCC = 0.31 pg/g, Hg CCL = 3.76 ng/g, CCC =
0.065 ng/g) vy Paramecium caudatum (Cu CCL = 182.3 pg/g, CCC = 73.5 ng/g, Hg CCL =
178.6 ng/g, CCC =121.2 ng/g). Los resultados del analisis de distribucion de la sensibilidad
de especies mostraron que Nannochloropsis oculata es muy tolerante a los metales y que
Euchlanis dilatata es un organismo muy sensible por lo que puede considerarse como un
buen organismo de prueba en bioensayos de toxicidad debido a sus caracteristicas biologicas,

su relevancia ecologica y su gran sensibilidad a los metales.

Palabras clave: Bioconcentraciéon, Carga corporal, Phen Green, Fluorescencia,

Determinacion de Sensibilidad de Especies.



Abstract

Metals are widely used in modern society and harm the environment; its toxicity causes
adverse effects to many organisms, including plankton. In this research were carried out: a)
acute and chronic toxicity tests, b) species sensitivity distribution analysis, in the algae
Nannochloropsis oculata, the rotifer Euchlanis dilatata, the ciliate Paramecium caudatum,
and the cladoceran Moina macrocopa, c) fluorescence image analysis, and ¢) determination
of actual concentrations and bioconcentration of copper, iron, nickel and zinc and mercury
in Euchlanis dilatata and Paramecium caudatum. Mercury was the most toxic metal for the
four organisms, followed by Cu. The bioconcentration factor results showed that in the rotifer
the metal that most accumulated was Cu (1987.5) and in the ciliated it was Hg (31900). In
Euchlanis dilatata the main organ of accumulation is the stomach, in Paramecium caudatum
vacuoles are formed that accumulate the metal. Lethal and chronic body burdens established
that Cu and Hg are the most toxic metals, for Euchlanis dilatata (Cu LBB =7.35 ng/g, CBB
=0.31 ng/g, Hg LBB =3.76 ng/g, CBB = 0.065 ng/g) and Paramecium caudatum (Cu LBB
=182.3 ng/g, CBB = 73.5 ng/g, Hg LBB = 178.6 ng/g, CBB = 121.2 pg/g). The results of
the species sensitivity distribution analysis showed that Nannochloropsis oculata is less
sensitive to metals and that Euchlanis dilatata is the most sensitive organism so it can be
considered as a good test organism in toxicity bioassays due to its biological characteristics,

its ecological relevance, and its great sensitivity to metals.

Keywords: Bioconcentration, Body Burden, Phen Green, Fluorescence, Species Sensitivity

Determination.



1. Introduccion

El agua es un recurso esencial para la vida en el planeta, el hombre depende de su
disponibilidad para todas sus actividades, tanto domésticas, agricolas e industriales
(SEMARNAT, 2013). En las ultimas décadas el crecimiento demografico acelerado y el
incremento de las actividades antropogénicas han provocado un abuso en el uso del agua,
siendo en algunas partes del mundo un problema el suministro de agua para consumo humano
(Sierra, 2011). Otro problema relacionado con la utilizacion del agua es su grado
contaminacion, los cuerpos superficiales y subterraneos se contaminan por las descargas de
aguas municipales e industriales sin tratamiento previo, asi como por los arrastres que

provienen de las zonas que practican actividades agricolas y pecuarias (SEMARNAT, 2013).

La problematica del agua se ha centrado principalmente en las necesidades humanas,
los cuerpos de agua naturales han sido contaminados gradualmente y fueron las causantes de
muchas epidemias en la antigiiedad; tuvo que pasar mucho tiempo para que el hombre se
diera cuenta de que el agua que estaba consumiendo era la causante de muchas de las
enfermedades que lo afectaban y hasta el siglo XVIII y principios del siglo XIX empez6 a
implementar procesos para tratar y desinfectar el agua que consumia. También es importante
destacar su importancia como parte esencial en el funcionamiento del medioambiente
acuatico (Sierra, 2011), que es altamente complejo y diverso; incluye varios tipos distintos
de ecosistemas, arroyos, lagos, estanques y rios; estuarios, litorales, y aguas oceénicas
profundas, estos ecosistemas tienen diferentes componentes bidticos y abidticos y

caracteristicas tnicas (Rand, 1995).

Las principales fuentes de contaminacion del agua incluyen desechos inorganicos y
organicos, desechos industriales, compuestos del petroleo, desechos municipales, desechos
provenientes de la agricultura, pesticidas y la industria minera (Yu, 2005). Entre los
contaminantes inorganicos se encuentran los metales y metaloides y un nimero de moléculas

relativamente simples como el fosfato y al amonio (Wright y Welbourn, 2002).

Los metales son ampliamente utilizados en la sociedad moderna, como consecuencia
pueden impactan al medioambiente de forma negativa (Boyd, 2010) y su toxicidad es

preocupante debido a las consecuencia ecoldgicas, evolutivas, nutricionales y
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medioambientales (Jaishankar et al., 2014), pues los metales son persistentes, no degradables
(Mohammed et al., 2011) y pueden bioconcentrarse y biomagnificarse entrando a las cadenas

troficas, incluido el hombre (Hazrat y Ezzat, 2018).

El aporte de contaminantes a los ecosistemas acuaticos crea el riesgo de pérdida del
habitat de muchas especies de organismos que representan una fuente de alimento o
productos de interés econdomico para el hombre (Sierra, 2011), pueden causar enfermedades
a humanos y animales. Los contaminantes toxicos pueden modificar los procesos biologicos
como la inhibicion del crecimiento, la reproduccion y la migracion de especies. Por lo tanto,
monitorear y detectar los contaminantes quimicos es importante para la seguridad de

humanos y la biota en la tierra (Hassan et al., 2016).
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2. Marco Teorico

2.1 Pruebas de toxicidad
En paises desarrollados, existen esquemas normativos que incluyen de manera

importante la determinacion de los efectos de los contaminantes sobre los sistemas

biologicos, tanto en exposiciones de corto como de largo plazo (Hobbs et al. 2005).

La evaluacion de los efectos toxicos de los contaminantes se realiza a través de la
exposicion controlada de organismos de prueba, a concentraciones establecidas de
compuestos quimicos (puros o en mezclas) o bien directamente a diluciones de muestras de
efluentes contaminantes, muestras de agua de sistemas receptores de descargas, o muestras
de formulaciones quimicas comerciales, de composicién conocida o desconocida, cuya

toxicidad desea determinarse (Martinez-Jeronimo, 2008).

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 ecosistema, de los peligros ocasionados por las
substancias contaminantes arrojadas al ambiente por el hombre; por lo tanto las
pruebas de toxicidad son herramientas necesarias si queremos evaluar los riesgos
potenciales producidos por el estrés antropogénico en ecosistemas acuaticos (Snell y

Janssen, 1998).

Las pruebas de toxicidad tienen aplicacion en casos como: a) el estudios sobre los
efectos toxicos de los contaminantes sobre un organismo, b) en los estudios sobre los efectos
toxicos de los contaminantes sobre un determinado cuerpo de agua, c) en el establecimiento
de la maxima concentraciéon permisible en el agua de una sustancia toxica, d) en la
determinacion de la efectividad de los procesos de tratamiento de aguas residuales, €) en el
establecimiento de los limites autorizados de descargas de efluentes y la f) la determinacién

de la legislacion ambiental (Sierra, 2011).

El fundamento principal sobre el cual todas las pruebas de toxicidad se basan es el
reconocimiento de que la respuesta de los organismos vivos a la presencia de agentes toxicos

depende de la dosis del agente toxico; basados en este principio, las pruebas de toxicidad
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acuatica son disenadas para describir una relacién concentracion-respuesta, denominada
como curva concentracion-respuesta cuando el efecto medido se representa graficamente con

la concentracidn.

Las pruebas de toxicidad aguda son usualmente disefiadas para evaluar la relacion
concentracion respuesta para la sobrevivencia (Hoffman ef al., 2003, Nikinmaa, 2014), estas
pruebas evaluan la toxicidad relativa de un quimico a organismos acuaticos seleccionados
tras una exposicion a corto plazo a varias concentraciones del quimico; comtinmente el efecto
criterio para peces es mortalidad; para invertebrados, inmovilidad y pérdida de equilibrio; y
para algas, crecimiento (Rand, 1995); la prueba se realiza por un periodo predeterminado de
tiempo para estimar la Concentracion Letal Media (CL50, concentracion donde el 50% de los

organismos prueba muere) (Hoffman et al., 2003).

Los estudios cronicos evalian efectos subletales tal como crecimiento, reproduccion,
comportamiento o efectos bioquimicos y son generalmente disefiados para proporcionar un
estimado de la Concentracion Efectiva Media (CEso, Concentracion donde se observa una
reduccién del 50% en el pardmetro analizado) a 48 o 96 horas (Hoffman et al., 2003,
Nikinmaa, 2014). En una prueba de toxicidad crénica completa, los organismos prueba son
expuestos un ciclo de vida reproductiva; las pruebas de toxicidad de ciclo de vida parcial solo
involucran varios estados sensibles del ciclo de vida, en pruebas de toxicidad crénicas
completa la exposicion es generalmente iniciada con el huevo o zigoto y continta a través
del desarrollo y la eclosion del embridn, crecimiento y desarrollo de los organismos jovenes,
seguido de la madurez sexual y la reproduccion para producir un organismo de segunda
generacion (Rand, 1995), estas pruebas permite la deteccion de efectos adversos mas sutiles,
como la reduccion del crecimiento y la reproduccion. La evaluacion de estos efectos de la
exposicion prolongada a la muestra puede proporcionar una estimacion directa del umbral
del efecto del toxico. Durante las pruebas de ciclo de vida con varias especies de peces e
invertebrados, se ha demostrado constantemente que ciertas etapas de desarrollo son mas
sensibles que otras. El uso de pruebas mas cortas con las primeras etapas de desarrollo
también puede predecir la toxicidad cronica. Estos métodos se han desarrollado para
proporcionar formas mas rapidas y menos costosas de medir la toxicidad cronica para los

organismos acuaticos (Hydrosphere research, 2020).
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Los quimicos hidrofobicos pueden persistir en el agua y presentar toxicidad
acumulativa en los organismos; los quimicos con estas caracteristicas son considerados para
pruebas de bioconcentracion, las cuales son definidas como la acumulacion neta de un
material del agua dentro y sobre de un organismo acuatico resultado de la absorcion y la
depuracion simultanea; las pruebas de bioconcentracion se llevan a cabo para evaluar el
potencial de un quimico para acumularse en los organismos acuaticos, es denominado como

el Factor de Bioconcentracion (BCF, por sus siglas en inglés) (Hoffman et al., 2003).

La CL50 es una funcion de la toxicidad intrinseca de una sustancia y de su equilibrio
de distribucion entre el organismo y su entorno. Los valores de CL50 reflejan tanto el
potencial de bioconcentracion de un compuesto como su toxicidad intrinseca, es decir, la
potencia toxicologica de una sustancia quimica una vez dentro del organismo. La carga

corporal letal y la CL50 se relacionan de acuerdo a la ecuacion (Kenneth y Seinen, 2010):
CCL=FBC*CL50

Donde la CCL es la concentracion del compuesto dentro del organismo en el
momento de la muerte y el factor de bioconcentracion (FBC) es la relacion de concentracion
de la sustancia quimica en el organismo y el agua en equilibrio (van Wezel y Jonker, 1998,

Kenneth y Seinen, 2010).

Distribucion de sensibilidad de especies. Las pruebas de toxicidad (agudas o cronicas)
dan como resultado una concentracion que produce un efecto negativo en individuos o
poblaciones especificas, sin embargo, cada especie presenta diferente sensibilidad ante la
presencia de un toxico. Esta variabilidad se puede representar por medio de la construccion
de una curva a partir de la distribucion de sensibilidad de especies (SSD por sus siglas en
inglés, Species Sensitivity Distribution), por lo cual, la toxicidad de un metal en un grupo de
especies se describe por una distribucion estadistica. Esta curva nos permite calcular la
concentracion de peligro 5% (HCS, por sus siglas en inglés, Hazard Concentration), esto
significa que solo el 5% de las especies es afectada (Posthuma et al. 2001, Garner et al. 2015).
Este método tiene como funcion, proponer criterios para la calidad del agua y proteger la

mayor cantidad de especies posibles.
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2.2 Organismos de Prueba
Para la evaluacion de los efectos toxicos de los contaminantes quimicos es importante

la adecuada eleccion de los organismos prueba que se emplearan (Martinez-Jeronimo, 2008);
varios criterios deberdn ser considerados en la seleccion de organismos para prueba de
toxicidad: a) especies con un amplio rango de sensibilidad; b) especies ampliamente
disponibles y abundantes; c) cuando sea posible, las especies deben ser indigenas o
representativas del ecosistema que recibe el impacto, d) deben ser incluidas especies que son
importantes recreativamente, comercialmente y ecoldégicamente, €) especies que sean de facil
mantenimiento y cultivo en el laboratorio y f) si hay informaciéon sobre una especie (por
ejemplo, su fisiologia, genética y comportamiento) los datos de la prueba puede ser mas
facilmente interpretados (Rand, 1995; Landis y Yu, 1999). Con frecuencia se recurre a
especies planctonicas como organismos de prueba (Martinez-Jerénimo, 2008) ya que

cumplen con estas caracteristicas.

2.2.1 Microalgas

Las microalgas se caracterizan por sus rapidas tasas de crecimiento y distribucion
generalizada en ambientes naturales (Guanzon ef al., 1994), son uno de los organismos mas
importantes debido a que constituyen el primer eslabon de la cadena trofica; como productor
primario, el fitoplancton permite la entrada de energia al ecosistema, regula el régimen
gaseoso y tiene accion depuradora, por lo que se considera uno de los indicadores mas
importantes de las alteraciones del medio acuatico; se ha verificado su sensibilidad a los
efluentes industriales y se ha demostrado ser una herramienta véalida en el monitoreo y control
de los programas de reduccion de toxicidad, considerandose indicadores primarios de

contaminacion (Gomez y Ramirez, 2009).

Las microalgas pueden emplearse, en pruebas de toxicidad de respuesta rapida y en
la evaluacion directa de la toxicidad, estos métodos son rapidos, faciles y sensibles, durante
muchos afos las pruebas con algas se han utilizado para mostrar la disponibilidad de

nutrientes para las plantas en los rios, lagos y embalses, de manera general, las pruebas
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pueden usarse para determinar el estado de eutrofizacion, la limitacion de nutrientes y la

influencia toxica de aguas residuales industriales (Hassan et al., 2016).

Los metales estan presentes en los ecosistemas acuaticos en una amplia variedad de
formas fisicoquimicas que tienen efectos importantes sobre los organismos acuaticos. Los
efectos bioldgicos de los metales dan lugar a cambios estructurales en las comunidades
microplanctonicas de los cuerpos de agua. En particular, reducen la abundancia de especies
de algas y la produccion de algas, alterando la estructura de la comunidad de algas. Esto
implica que algunas especies son sensibles a estos contaminantes, mientras que otras se
vuelven tolerantes, tales signos son extremadamente peligrosos para toda la vida acuatica

(Guanzon et al., 1994).

El uso de algas como organismos de prueba esta ganando apoyo debido a su
simplicidad estructural, abundancia en la naturaleza y la facilidad de obtener cultivos de algas
para pruebas de laboratorio comercialmente. Ademas, las pruebas de toxicidad de algas son
rapidas, econdmicas y se pueden usar de manera para evaluar una deteccion efectiva de
aquellas sustancias toxicas que se encuentran en concentraciones bajas (Guanzon et al.,
1994). Algunas especies de microalgas que se utilizan para pruebas de toxicidad son
Selenastrum  capricornutum, Scenedesmus quadricauda, Scenedesmus acuminatus,
Dunaliella sp., Monochrysis sp. y Dunaliella tertiolecta Chlamydomonas variabilis,

Chlamydomonas reinhardtii y Chlorella vulgaris (Hassan et al., 2016).

Nannochloropsis oculata es una de las seis especies de algas que se encuentran en el
género Nannochloropsis y se aislo originalmente frente a las costas de Escocia (Kagan y
Matulka, 2015); se hallan en ecosistemas marinos y de agua dulce (Fogg, 1995) se han
utilizado como fuente de alimento en acuacultura, proporcionando una fuente de alta de
proteinas, pigmentos y acidos grasos omega-3 (Sukarni et al., 2014). Nannochloropsis se usa
en pruebas experimentales toxicoldgicas en condiciones de laboratorio porque es facil

mantener esta especie, econdmico y proporciona resultados precisos (Ates et al. 2020).
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2.2.2 Ciliados
Los protozoos, principalmente los ciliados, son usados como bioindicadores de

contaminacion por quimicos, especialmente en medioambientes acuaticos (Miyoshi ef al.,
2003). Los protistas son organismos unicelulares eucariotas y tienen gran importancia en la
cadena alimenticia, esta caracteristica los hace un modelo adecuado para predecir los efectos
de los productos quimicos en las comunidades acuaticas. Los protozoos ciliados representan
un componente basico tanto del microplancton como del microbentos, donde desempenan
papeles criticos tanto cuantitativa como cualitativamente. Estos microorganismos median el
flujo tanto de sustancias biologicas como de energia de un nivel tréfico al siguiente (Madoni

y Romeo, 2006).

Los protozoos contienen una sola célula, caracteristicas necesarias para una vida
independiente; los ciliados son el grupo més complejo de los protistas caracterizado por la
presencia de organelos en forma de pelo llamados cilios; los ciliados de agua dulce varian de
tamafio de 50 um (Tetrahymena) a 3 mm (Spirostomum ambiguum); su reproduccion es
asexual ocurre por fision binaria y la tasa de crecimiento depende del tamafio del ciliado con
tiempos de duplicacion de 4-5 h a 72 h para Tetrahymena termopila y Spirostomum
ambiguum, respectivamente (Ferard y Blaise, 2013).

Los protozoos ciliados son muy numerosos tanto en ambientes acuaticos como en
todo tipo de sistemas de tratamiento bioldgico; desempeflan un papel importante en la
purificacion y la regulacion general de toda la comunidad acuética. Se ha demostrado que los
ciliados mejoran la calidad del efluente a través de su participacion en la regulacion de la
biomasa bacteriana, mediante la eliminacion de la mayoria de las bacterias dispersas (Madoni
etal., 1992).

Estudios sobre aguas contaminadas con metales pesados han mostrado cambios en la
dinamica de las comunidades de protozoos (Gong ef al., 2014, Rehman et al., 2010, Miyoshi
et al., 2003).). La diversidad estructural y funcional de estas comunidades de protozoos
permite una evaluacion de los efectos y el peligro que tienen los metales toxicos en varios
aspectos del ecosistema, como el mantenimiento de la diversidad de especies y el equilibrio

de la dinamica de la cadena alimentaria. En este contexto, el ensayo ciliado se ha convertido
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en una herramienta valiosa para la deteccion de perturbaciones ambientales y para la
evaluacion del estado trofico (Madoni y Romeo, 2006).

Paramecium caudatum es uno de los ciliados usados para pruebas de toxicidad
acuatica; sus caracteristicas facilitan el estudio de procesos fisiologicos y los efectos de la
contaminacion del agua, mediante el monitoreo de motilidad, también ha sido usado
ampliamente para evaluar los efectos toxicos de varios colorantes alimenticios, carcindgenos,
quimicos sintéticos, pesticidas y contaminantes (Rao et al., 2006). Otras especies de
paramecios utilizados en pruebas de toxicidad son Tetrahymena pyriformis, P. trichium, P.

bursaria entre otros (Miyoshi et al., 2003).

2.2.3 Rotiferos
Los rotiferos juegan un papel fundamental en muchos ecosistemas de agua dulce, ya

que estan presentes en casi todos los tipos de habitat de agua dulce, desde grandes lagos
permanentes hasta pequefios charcos temporales y agua intersticial y capilar; desde los lagos
mineros acidos hasta los lagos natron y el océano abierto, desde los lagos Alpinos

hiperoligotropicos hasta los estanques de aguas residuales (Segers, 2008).

Aunque son un phylum muy pequefio son muy importantes en los ecosistemas
acuaticos, porque sus tasas reproductivas son rapidas, por lo cual pueden poblar nichos vacios
con extrema rapidez (Snell y Janssen, 1995), comunmente se encuentran en densidades de
hasta 1,000 individuos por litro, y son importantes alimentadores de filtro de algas y
bacterias, convierten la produccion primaria para que pueda ser utilizada por los
consumidores secundarios y logran esta transformacién con mucha eficiencia, produciendo
arriba del 30% de la biomasa total del plancton (Nogrady ef al., 1993). Los rotiferos son uno
de los tres grupos principales de zooplancton de agua dulce en estudios limnologicos, junto
con el Cladécera (Anomopoda) y el Copépoda debido a su ubicuidad y abundancia (Segers,
2008).

Los rotiferos son un grupo de invertebrados microscopicos acuaticos y semiacuaticos
que comprenden cerca de 2150 especies pseudocelomadas no segmentadas, bilateralmente
simétricas (Nogrady et al., 1993; Wallace, 2002), miden entre 50—2,000 um, caracterizados

por la presencia de una corona ciliada anterior, una pared rigida del cuerpo llamada lorica
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que tiene apéndices variables y un 6rgano faringeo especializado, el mastax, que contiene
elementos duros, denominado trophi. Una de las caracteristicas importante de este grupo es
su capacidad de dispersion, los monogonontes forman quistes encapsulados o individuos
anhidrobiodticos como los bdelloideos (Segers, 2008). Se dividen en tres clases, la clase
seisonidea, se reproduce sexualmente. Los monogonontes y los bdelloideos se reproducen
partenogenéticamente. En la clase monogononta la reproduccidon partenogenética es
prevaleciente, pero bajo cierta circunstancia ocurre reproduccion sexual, los bdelloideos son
el grupo mas diverso de metazoos en los que la reproduccion es solo por partenogénesis
diploide y mitotica (Nogrady et al., 1993).

Debido a su gran disponibilidad y facilidad de cultivo, los rotiferos se han convertido
en un modelo util para estudios en ecologia acuatica, en especiacion, evolucion ecoldgica y
evolucion del sexo, en dindmica poblacional y ecotoxicologia; otras caracteristicas que los
hacen apropiados para pruebas de ecotoxicidad acuatica y como bioindicadores sensibles en
la calidad del agua son: su tamafio pequefio, sensibilidad a un gran niumero de sustancias
toxicas, su reproduccion predominantemente partenogenética, alta densidad de poblacion y
rapido crecimiento de la tasa poblacional (Dahms et al., 2011).

Diferentes tipos de pruebas se han desarrollado con rotiferos, estas pruebas miden
parametros tan diversos como mortalidad, reproduccion, comportamiento y fisiologia,
pruebas bioquimicas o moleculares, y microcosmos (Snell y Janssen, 1998).

Se han realizado estudios con pruebas de toxicidad que han proporcionado
informacion sobre los efectos que los metales tienen sobre los rotiferos (Snell y Persoone,
1989a, b; Snell y Jassen, 1997; Snell, 1998, Alvarado-Flores et al., 2012; Santos-Medrano y
Rico-Martinez, 2013; Santos-Medrano y Rico-Martinez, 2015).

Euchlanis dilatata es un rotifero litoral cosmopolita, bentonico (King, 1967), tiene
sensibilidad a los toxicos y por a su asociacion con el habitat de la interfaz agua-sedimento
es una especie util para evaluar los posibles efectos toxicos de contaminantes asociados a los

sedimentos (Arias-Almeida and Rico-Martinez, 2011).
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2.2.4 Cladoceros
Los cladéceros también llamados pulgas de agua son crustaceos pequefios que

constituyen la mitad de la Clase Branchiopoda (Ruppert y Barnes, 1996), representan un
eslabon importante dentro de la cadena tréfica, se alimentan de algas, son un eslabon entre
los productores primarios y los peces; los cladoceros son organismos partenogenéticos, es

decir, tienen la habilidad de reproducirse sin machos (Henry, 1988).

Los cladéceros se utilizan ampliamente para pruebas de toxicidad acuatica porque se
encuentran facilmente en los cuerpos de agua, se adaptan facilmente a las condiciones de
laboratorio, requieren poco espacio y son muy sensibles a los quimicos (Mount y Norberg,
1984), ademas ser menciond son partenogenéticos, esta habilidad simplifica
significativamente su uso como organismos para las pruebas de toxicidad porque su periodo
de reproduccion es corto y simple (Henry, 1988). Entre los cladéceros, Daphnia magna es la
especie mas utilizada y ha sido propuesta como especie de referencia en multiples protocolos
estandarizados de entidades reguladoras y organismos internacionales involucrados en la
normalizacion de procedimientos de prueba (Mount y Norberg, 1984; Martinez-Jeronimo et
al., 2000).

Daphnia magna y Ceriodaphnia sp., son los cladoceros que mas se utilizan para
pruebas toxicologicas y existe informacion sobre las técnicas de cultivo y la sensibilidad a
las sustancias toxicas; los requisitos de temperatura, luz y nutrientes estan bien definidos;
ambos cladoceros se pueden usar para realizar pruebas de suelo, sedimento y agua; los
cladoceros son de libre natacion y, por lo tanto, son mas apropiados para examinar agua y no
sedimentos (Henry, 1988).

Existe una amplia base de datos de toxicidad de muchos compuestos para Daphnia
magna y su sensibilidad es comparada con otros organismos tales como peces, rotiferos,
copépodos (Neiderlehner et al., 1984). En general, se ha encontrado que los claddceros son
mas sensibles que los peces a las sustancias toxicas (Henry, 1988). Los claddceros tienen un
sistema nervioso, lo cual sugiere la presencia de la acetilcolina (Ach), este neurotransmisor
normalmente es hidrolizado por la acetilcolinesterasa, la cual es muy sensible a diferentes
contaminantes, entre los que se pueden mencionar a los metales pesados, detergentes e

hidrocarburos policiclicos (Martinez-Tabche ef al., 1997).
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Moina macrocopa es un microcrustaceo planctonico presente en cuerpos de agua
dulce como salobre, con temperaturas que oscilan entre 5 y 30 °C y con pH neutro a
ligeramente alcalino; tolera bajas concentraciones de oxigeno y alcanza grandes densidades
en sitios con un alto contenido de materia organica (Martinez-Jerénimo y Gutiérrez-
Valdivia, 1991).

M. macrocopa es filtrador no selectivo (Martinez-Jerénimo y Gutiérrez-Valdivia,
1991), y juega un papel clave en las redes alimentarias de ambientes acuaticos (Vignatti et
al., 2013). Es utilizado como alimento vivo en acuacultura por lo que tiene importancia
economica (Valdivia-Villar, 1988; Elias-Gutiérrez, 1995) y como bioindicador de la calidad

del agua (Nandini et al., 2004).

2.3. Metales
Los metales se redistribuyen de manera natural en el ambiente por medio de ciclos

bio-geologicos; el agua de lluvia disuelve las rocas y minerales y los transportan fisicamente
hacia arroyos y rios, deposita y arranca materiales desde el suelo y después transporta estas
sustancias hacia el océano donde se precipitan como sedimento o se captan en el agua de
lluvia para transportarse a otro sitio; los ciclos biologicos incluyen bioconcentracion por
plantas y animales, e incorporacion hacia ciclos de alimentos; estos ciclos también tienen
origen antropogénico (Klaassen y Watkins, 2001), como la mineria, la combustion de
combustibles fosiles y los liberados en las aguas residuales (Calow, 1994); la actividad
industrial puede acortar mucho el tiempo de residencia de metales en minerales, forma
nuevos compuestos, aumentando la distribucion mundial (Klaassen y Watkins, 2001), hay
ahora suficiente evidencia de que los humanos han contaminado el medioambiente con
metales (y otros contaminantes) desde los polos, los tropicos y montaiias hasta los profundos
abismos (Calow, 1994).

Los metales se han utilizado en muchas areas diferentes durante miles de afios. El
plomo se ha utilizado durante al menos 5000 afios, sus usos fueron como material de
construccion, pigmentos para vidrios ceramicos y tuberias para transportar agua. En la
antigua Roma, el acetato de plomo se usaba para endulzar el vino viejo. Los romanos
supuestamente utilizaron el mercurio como ungiiento para aliviar el dolor de la denticidon en

los bebés, y mas tarde (desde el siglo XII hasta finales del siglo XIX) se empled como
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remedio para la sifilis. Claude Monet us6 pigmentos de cadmio ampliamente a mediados del
siglo XIX, pero la escasez del metal limit6 el uso en materiales de artistas hasta principios
del siglo XX (Jariip, 2019). En la actualidad los metales son usados ampliamente en
electronicos, maquinas y artefactos de uso diario, ademas de su uso en aparatos de alta

tecnologia (Yu, 2005; Sharma, 2015).

Las principales propiedades fisicas y quimicas que distinguen a los metales son: a) en
estado elemental tienen un brillo caracteristico, b) son maleables y ductiles, ¢) forman iones
cargados positivamente (cationes), d) tienen altos puntos de fusioén y de ebullicion, e) tienen
una densidad relativa alta en el rango de los 3.5 y 7 gem?, f) forman 6xido bases y g)
usualmente son buenos conductores de calor y electricidad (Wright y Welbourn, 2002). En
la literatura ha sido utilizado ampliamente el término “metal pesado” refiriéndose a los
metales con una densidad relativa especifica, pero esto incluye a los lantanidos y actinidos,
los cuales no son considerados como “pesados” en base a sus propiedades quimicas; entre
los ecotoxicologos, el término de “metales pesados” es generalmente utilizado para referirse
a metales que se ha demostrado que causan problemas medioambientales; estos son: Cd, Hg,
Zn, Cu, Ni, Cr, Pb, Co, V, Ti, Fe, Mn, Ag y Sn; ademas, los metaloides As y Se tienen algunas
propiedades de metales y otras de no metales, son generalmente incluidos (Calow, 1994;

Boyd, 2010).

Muchos metales son importantes en el metabolismo de animales y plantas, donde,
como micronutrientes, juegan un papel importante en metabolismo celular y el crecimiento;
hay metales esenciales para el desarrollo normal de las funciones metabdlicas como el niquel,
el zinc, el hierro y el cobre y otros no esenciales como el mercurio, un aumento en las
concentraciones de estos metales puede causar muerte, problemas de salud o retardo en el
crecimiento; algunos metales traza no esenciales como el mercurio pueden ser toxicos en
concentraciones comunmente observadas en sedimentos y aguas naturales (Rand y Petrocelli,

1985).

Es un hecho que todos los cuerpos de agua estan contaminados por metales, y a
diferencia de los compuestos orgdnicos, no experimentan transformacion en los organismos

de los animales acuaticos. Como resultado, los metales tendran ciclos biologicos muy lentos.
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Elementos como Cu, Hg, y Zn se consideran mas peligrosos en el aspecto ecotoxicolégico
(Golovanova, 2008).

La presencia de Cu, Fe, Hg, Ni y Zn se ha reportado en diversos cuerpos de agua
alrededor del mundo (Figura 1), y las concentraciones presentes en estos lugares sobrepasan
los limites permisibles de las normas de calidad de agua para el cuidado de la vida acuatica

(Figural, Cuadro 1).

En México, se ha reportado presencia de metales en rios, lagos, cultivos, suelos y aire
de zonas urbanas, asi como en ambientes a costeros y marinos, en nuestro pais la mineria es
una de las causas principales de la contaminacidn por metales entre otras industrias
(Covarrubias y Cabriales, 2017). En agua existen muchos estudios que reportan
concentraciones de Cu, Fe, Hg, Ni, y Zn que rebasan los limites permisibles de las normas

de calidad del agua, Figura 1.
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Figura 1. Presencia Cu, Fe, Hg, Ni y Zn reportados en diversos cuerpos de agua alrededor del mundo.
Todos los valores estan en pg/L, en rojo concentraciones que sobrepasan los limites permisibles de calidad del
agua. (a. Huaranga Moreno ef al, 2012; b. Contreras-Pérez et al., 2004; c. Reynoso y Andriulo, 2009; d. Saeed
y Shaker, 2008; e. Tiwari et al., 2015; f. Ahmad et al., 2010; g. Paul, 2017; h. Bogustaw et al., 2014).
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Cuadro 1. Limites maximos recomendados en agua para los metales Cu, Fe, Hg, Niy Zn.

Metal CEQG AU & NZ EPA CE-CCA NOM
[ng/L] [ng/L] [ng/L] [ng/L] [ng/L]

Cu 2.36 1 2.47 4000

Fe 300 1000 1000

Hg 0.026 0.06 1.4 0.01 5

Ni 9.5 8 470 5 2000

Zn 30 24 120 39 10000

CEQG= Canadian Environmental Quality Guidelines for the protection of aquatic life.

CE-CCA= Criterios Ecologicos de Calidad del Agua CE-CCA-001/89. Calidad para la proteccion de la vida de
agua dulce. AU & NZ= Australian and New Zealand Guidelines for Fresh and Marine Water Quality. NOM-
001-ECOL-1996 Norma Oficial Mexicana Norma Oficial Mexicana que establece los limites maximos
permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales y bienes nacionales. EPA= U.S.
Environmental Protection Agency. National. Recommended Water Quality Criteria - Aquatic Life Criteria. En
negritas los valores mas sensibles.
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Figura 2. Presencia de Cu, Fe, Hg, Ni y Zn en agua en México. Concentraciones (ug/L) en agua
concentraciones que sobrepasan los limites permisibles (rojo). (a. Guzman-Colis et al., 2011; b.
Zarazia et al., 2013; ¢. Dimas et al., 2015; d. Flores et al., 2018; e. Mancilla-Villa et al., 2011; f.

Quintana et al., 2015; g. Quintana et al., 2008)
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2.3.1 Cobre

El Cobre (Cu) es un metal de transicion, su peso atomico es de 63.54 y niimero
atomico es 29; en su forma metalica es muy maleable y ductil y un excelente conductor de
calory electricidad, su punto de fusion es de 1083 ° C; tiene dos estados de valencia, cuproso,
Cu'!, y ctiprico, Cu™?; en la litosfera se presenta en forma metalica en concentraciones traza
y como minerales de Cu, incluyendo pirita de cobre y malaquita; ha sido usado en forma
metalica pura o como aleacidon con otros metales, como bronce (cobre-estafio) y laton (cobre-
zinc); en forma metdlica, pura o aleacion, el cobre ha sido usado para hacer herramientas,
ornamentos, estatuas, joyeria, monedas o vasijas, asi como para cableado eléctrico y
fontaneria; las sales de cobre han sido usadas como fungicidas, molusquicidas y algicidas;
los principales procesos por lo que resulta la movilizacién de Cu dentro del medioambiente
son la extraccion de minerales, la agricultura y desechos industriales (Wright y Welbourn,

2002; Nikinmaa, 2014).

El cobre es un nutriente esencial traza para todos los organismos vivos; este es un
metal de transicion que puede ir de cobre oxidado a cobre cuproso reducido, y puede aceptar
o donar electrones, esta actividad redox hace que el cobre sea un cofactor esencial para
muchas rutas enzimaticas como la oxidacion respiratoria, la sintesis de neurotransmisores, el
metabolismo del hierro y la pigmentacion. Esta misma actividad redox puede catalizar
reacciones de Fenton, produciendo especies reactivas de oxigeno (ROS) (van den Berghe y
Klomp, 2010). Los procariontes y eucariontes tienen mecanismos para transportar Cu dentro
de las células; el proceso del transporte celular de cobre y su insercion dentro de las
metaloenzimas resulta de una elaborada interaccion entre las proteinas transportadoras del

ion metal especifico y proteinas chaperén asociadas (Wright y Welbourn, 2002).

El Cu en altas concentraciones tiene efectos dafiinos en el cuerpo humano; altos
niveles de exposicion de polvo de Cu causan irritacién de boca, ojos y nariz y puede causar
nauseas y diarrea; exposiciones continuas pueden causar dafio renal e incluso muerte; el cobre
también es toxico a una variedad de organismos acuaticos incluso en bajas concentraciones

(Sharma, 2015).
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Los lagos de agua dulce cercanos a fuentes de contaminacién como: operaciones
mineras y fundicion, por ejemplo, pueden alcanzar hasta 1581 mg/Kg en sedimentos.
Asimismo, los sitios marinos cercanos a los puertos industriales pueden tener cobre en
sedimentos de hasta 440 mg/kg. Es probable que los organismos bentdnicos estén expuestos
a particulas y cobre disuelto en aguas intersticiales y suprayacentes (Magesky y Pelletier,

2018).

La biodisponibilidad y toxicidad del Cu para los organismos acuaticos depende de la
concentracion total del Cu y de su especiacion; en invertebrados acudticos, en altas
concentraciones causa dafios en las branquias y en los peces interfiere con la
osmorregulacion; elevadas concentraciones de Cu interfieren con el transporte de oxigeno y
el metabolismo energético; la hipoxia tisular es la causa de muerte y esta asociada con la
reduccioén en la actividad de las enzimas que regulan la rutas de sintesis de ATP; en algas de

agua dulce, el Cu aumenta su permeabilidad (Eisler, 1993).

2.3.2 Hierro
El hierro (Fe), metal mas usado por el hombre histéricamente, es el cuarto mas

abundante en la corteza terrestre (Lide, 2003). ElI Fe es un metal de transiciéon con una
densidad de 7.87 g/cm? y un peso molecular de 55.9. El Fe se encuentra en muchos minerales,
siendo los mas importantes: magnetitas, hematita, goethita, pirrotita, siderita, ilmenita y
pirita; es un componente importante en los suelos (FEQGs, 2019). El Fe presenta tres estados
de oxidacion: 0, +2 y +3; es uno de los elementos mas importantes en relacion a los gradientes
redox verticales que se manifiesta en los cuerpos de agua dulce como producto de una
continua transformacion de Fe (+2) a Fe (+3) y viceversa; el Fe (+2) es el estado de oxidacion
predominante en el estrato reductor de la columna de agua conformada por los sedimentos y
es oxidado a Fe (+3) al ingresar en forma disuelta en la porcioén oxigenada de dicha columna;
ello da lugar a la formacion de hidroxidos de baja solubilidad que se precipitan en los
sedimentos, donde por reduccion se genera el Fe (+2), que se incorpora a la fase acuosa

reinicidndose el ciclo de transformaciones (De Vitre et al., 1994).
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Las fuentes antropogénicas de hierro en las aguas superficiales a menudo estan
relacionadas con las actividades mineras. Ademas, las piritas de hierro (FeS:), que son
comunes en las vetas de carbdn, estan expuestas a la intemperie y a la accion bacteriana
durante la extraccion, cuya oxidacion produce acido sulfurico y la liberacion de hierro ferroso
soluble (Fe ") (FEQGs, 2019).

La presencia del Fe es esencial para la mayoria de los organismos, en los cuales forma
parte de varias enzimas y proteinas; corresponde destacar su papel fundamental en el
transporte de oxigeno en los vertebrados y algunos grupos de invertebrados, ya que forma
parte de la hemoglobina; el Fe desempefia un papel muy importante en las aguas naturales,
especialmente en lagos, como un modulador de nutrientes y otras sustancias tales como
fosforo y metales traza, alterando su biodisponibilidad (De Vitre et al., 1994; Nikinmaa,
2014).

La absorcion de Fe en los animales acudticos se produce a partir de dos fuentes:
alimentos y agua. El Fe disuelto (II) y otros metales se toman predominantemente del agua,
mientras que los precipitados de Fe (III) pueden contribuir significativamente a las
concentraciones de Fe en la dieta de los animales acuaticos. Dentro de los animales, el Fe se
transporta activamente a través de las membranas por endocitosis (Luoma 1983, Roesijadi y
Robinson, 1994). Sin embargo, al igual que lo que ocurre con otros elementos esenciales, si
su concentracion en el medio supera un cierto umbral se convierte en una sustancia toxica
para los organismos acuaticos; de acuerdo a los valores seleccionados para invertebrados,
cierta especie de isopodo, Asellus aquaticus, para el que se observa una CL50que llega 124
mg/L (Furmanska, 1979).

Un mecanismo potencial de toxicidad por hierro incluye su papel en el ADN y el dafio
de la membrana. Los estudios de vertebrados han demostrado que las altas concentraciones
celulares de hierro, en particular el hierro ferroso, pueden causar degeneracion celular. El
mecanismo de este proceso no se comprende completamente, pero incluye la autooxidacion
catalizada por hierro de la dopamina, que a su vez genera radicales libres de hidroxilo. Junto
con el oxigeno, estos radicales libres son altamente reactivos y pueden causar dafio oxidativo

especifico del sitio cuando se producen en exceso (Vuori, 1995).
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2.3.3 Mercurio

El Mercurio (Hg) es un metal que se dispersa naturalmente a través del ecosistema;
la contaminacion del medioambiente causada por Hg es debido a fuentes naturales y
antropogénicas; las fuentes naturales incluyen accion volcanica, erosion de sedimentos que
contienen Hg, y emisiones de gas de la corteza terrestre; la mayoria del Hg viene de fuentes
antropogénicas, mineria, combustion de combustible f6sil, presencia de Hg en compuestos
utilizados en agricultura y en la fundicién de metales; ademas el desecho de Hg se encuentra

en baterias, focos, y procesos de recuperacion de oro (Yu, 2001).

El nimero atémico del Hg es 80, peso atdmico de 200.59; en forma metalica es muy
volatil a temperatura ambiente. No se conoce funcion biologica para el Hg. Este elemento
tiene tres estados quimicos importantes para entender su comportamiento en el
medioambiente: a) el Hg elemental o metalico, es liquido y volatil a temperatura ambiente,
es la mayor forma en el aire y es escasamente soluble en agua, b) el Hg inorganico divalente,
se simboliza como Hg"?, forma facilmente sales con varios iones y aniones, las sales de
mercurio son moderadamente solubles en agua y en la atmosfera se asocia facilmente con
agua, ¢) Metilmercurio, es la forma orgénica mas importante. Monometilmercurio se
simboliza como CH3Hg", es soluble en agua y es bastante estable por la presencia de un
enlace covalente carbon-mercurio; dimetilmercurio, se simboliza como (CH3)2Hg, es menos
estable (Wright y Welbourn, 2002; Nikinmaa, 2014). Los microorganismos convierten el Hg
elemental a metilmercurio a través de un proceso llamado metilacion; el metilmercurio en
esta forma puede comenzar ruta hacia arriba de la cadena alimenticia acuatica (Jaishankar et

al., 2014).

Las funciones bioldgicas del Hg son desconocidas. Sin embargo, incluso los
elementos esenciales, si estan en concentraciones excesivas, son toxicos para los organismos
(Golovanova, 2006). La EPA ha declarado al cloruro de mercurio y metilmercurio como
altamente carcinogénicos (Jaishankar et al., 2014); el sistema nervioso es muy sensible a
todos los tipos de Hg, la exposicion a Hg puede alterar las funciones cerebrales, causar
temblores, problemas de memoria, irritabilidad y cambios en la vision o audicion (Jaishankar

et al., 2014; Sharma, 2015).
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En concentraciones muy bajas el Hg puede ser letal para algunas especies de algas y
afectar el crecimiento de otras; los organomercuriales pueden retardar el crecimiento y
viabilidad de varias especies de algas marinas; la alta sensibilidad del fitoplancton a los
compuestos de Hg puede ser debido al alto contenido lipidico en la membrana; los
organismos de agua dulce y marinos y sus depredadores normalmente contienen mas Hg que

los animales terrestres (Yu, 2001).

Muchos estudios sobre los efectos biologicos del Hg realizados en claddceros como
como D. magna indican que el Hg y otros compuestos asociados pueden inhibir enzimas
digestivas especificas. En huevos partenogenéticos de D. carinata también se ha observado

que inhibe el desarrollo (Gutierrez y Gagneten, 2011).

2.3.4 Niquel
El Niquel (Ni) ocupa el lugar 24 como elemento mas abundante en la corteza terrestre,

que comprende aproximadamente el 3% de la composicion de la tierra, es el 5to elemento
mas abundante en peso después del hierro, oxigeno, magnesio y silicio, puede existir en
diversas formas minerales (Cempel y Nikel, 2005). El Ni es un metal blanco plateado, es un
metal de transicion del grupo II duro y ductil, estd presente con mayor frecuencia en
combinacion con azufre y hierro (Das, et al., 2008). Tiene importancia industrial y comercial,
es usado comunmente para galvanoplastia inoxidable, para fabricar acero y otras aleaciones
de alta resistencia a la corrosion y temperaturas (Yu, 2001; Wright y Welbourn, 2002). EI Ni
y sus aleaciones se utilizan ampliamente en la industria metalirgica, quimica y en las
industrias de procesamiento de alimentos, especialmente como catalizadores y pigmentos. El
cloruro de niquel, sulfato, nitrato, carbonato, hidroxido, acetato y 6xido son las sales que

tienen mayor importancia comercial (Cempel y Nikel, 2005).

La contaminacion ambiental por Ni ocurre por fuentes naturales como la actividad
volcanica, brisa marina, polvo del suelo e incendios forestales y fuentes antropogénicas como
la mineria, la fundicién, y el refinamiento de Ni (Yu, 2001). EL Ni estd ampliamente
distribuido en el ambiente, se encuentra en el aire, agua suelo y material biolégico. En los
ecosistemas acuaticos la principal fuente de Ni y otros metales traza son los efluentes de

desechos domésticos. (Cempel y Nikel, 2005).
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El Ni juega un papel esencial en la sintesis de globulos rojos, sin embargo, llega ser
toxico cuando se toma en dosis altas; cantidades traza de Ni no dafan a las células, pero
exponerse por largo tiempo puede causar dafio celular, disminuir el peso corporal y dafiar el
higado y el corazon; el envenenamiento por Ni puede causar reduccidon en el crecimiento
celular, cancer y dafo al sistema nervioso (Sharma, 2015). En mamiferos, incluyendo
humanos, la ruta primaria para la absorcion de Ni es por inhalacion; una pequefia cantidad es
por ingestion con comida y agua, pero la mayoria es eliminada en las heces; en los
organismos acudticos, la absorcion del Ni estd influenciada por la dureza del agua, la
toxicidad del Ni disminuye con el incremento de la dureza del agua; las sales de Ni solubles
en agua pueden entrar al organismo por simple difusion o a través de los canales de Ca™y
se acumula en el citosol de las células hasta que llegan a un equilibrio con la concentracion
de Ni externa o saturar los sitios de union de la membrana; en invertebrados puede tener
efectos cronicos como la inhibicion del crecimiento y la reproduccion (Wright y Welbourn,
2002). En cladoceros se ha detectado que la presencia y distribucion de Ni en los fluidos
corporales, caparazon, apéndices filtradores y huevos esto se debe principalmente a procesos
de acumulacion a partir del medio. A nivel celular, el efecto toxico mas claro se refleja en la
homeostasis del Mg2+ (Gutierrez y Gagneten, 2011).

Muchos de los efectos adversos del niquel son debido a la interferencia con metales
esenciales como Fe, Mn, Ca, Zn, Cu o0 Mg, modificandose los efectos toxicos y cancerigenos
del niquel. La toxicidad del niquel probablemente sea por su capacidad de reemplazar a otros
iones metalicos en enzimas y proteinas o para unirse a compuestos celulares que contienen
atomos de O, S y N, como enzimas y acidos nucleicos, que luego se inhiben (Coogan et al.,

1989).

2.3.5 Zinc
El Zinc (Zn) se encuentra ampliamente en la naturaleza y constituye el 0.02% en peso

de la corteza terrestre. El zinc normalmente es gris opaco debido al recubrimiento con un
oxido o carbonato bésico (Simon-Hettich et al., 2001), Zn metalico puro es raramente
encontrado en la naturaleza, porque el elemento es altamente reactivo y forma una variedad
de sales; la mayoria de sus compuestos son solubles al agua, aunque el metal por si mismo

no lo es; debido a su alta reactividad, el Zn es cominmente usado como revestimiento del
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acero (galvanizado); el acero es de esta forma protegido de agentes corrosivos que atacan
preferencialmente la cubierta de Zn; también, por muchos siglos, el Zn ha sido aleado con
cobre para hacer bronce; el mineral mas comun de Zn es la esfalerita (ZnS) (U. S. EPA,
1992). El Zn tiene el nimero atémico de 30 y la masa atomica relativa de 65.38, su valencia

en compuestos quimicos es +2 (Simon-Hettich et al., 2001).

La fuente antropogénica mas importante de Zn en el medio ambiente comprende
electro-galvanizadores, fundiciones y procesos mineros, drenaje de minas, aguas residuales
domésticas e industriales, escorrentia superficial de caminos, corrosion de aleaciones de Zn

y superficies galvanizadas y erosion de suelos agricolas (Eisler, 1993).

El Zn es un metal traza esencial desde el punto de vista nutricional, y una deficiencia
da por resultado consecuencias graves para la salud; en otro extremo, la exposicion excesiva
al Zn es relativamente rara y requiere de exposicion intensa; el Zn es omnipresente en el
ambiente y en consecuencia se encuentra en casi todos los productos alimenticios, agua y
aire; los mariscos, carnes, granos integrales, productos lacteos, nueces y legumbres tienen un

alto contenido en Zn (Klaassen y Watkins, 2001)

El Zn en aguas naturales ocurre en forma de particulas disueltas o suspendidas. Solo
la fraccion disuelta se cree que es toxica para los peces; el Zn disuelto asume varias formas
quimicas diferentes en varios complejos organicos e inorganicos; el Zn se presenta como
Zn*? en aguas 4cidas y como ZnOH en aguas blandas; el agua blanda por otra parte
incrementa la toxicidad del Zn en peces y los criterios de calidad de agua estan basados en

aguas duras. (U. S. EPA, 1992).

Los estudios sobre los efectos del Zinc a nivel celular indican que puede alterar el
balance de Ca*", y si esto ocurre, los dafios embrionarios, en el desarrollo o el crecimiento
podrian ser irreversibles, con graves consecuencias poblacionales. A nivel reproductivo, la
toxicidad actuaria inhibiendo la eclosion de los huevos en la camara incubatriz, debido a la

disminucién de la fecundidad de las hembras (Gutierrez y Gagneten, 2011).
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2.4 Rutas de Ingreso de los metales
Los metales ingresan a los organismos acuaticos principalmente con la comida (Bury

etal.,2003), la absorcion a través del agua también juega un papel importante, especialmente
si los micronutrientes son deficientes en los alimentos mientras que las concentraciones de
metales en el agua son altas (Golovanova, 2006). En los invertebrados acuaticos también los
metales ingresan a través de la cuticula (Robinson ef al., 2003). La absorcion de los metales
depende del comportamiento en la alimentacion, el ciclo de vida, el tamafio del cuerpo del
animal y la duracion de la exposicion (Gerhardt, 1993, Timmermans et al., 1992), por
ejemplo, en algunos artropodos depredadores, los metales ingresan al organismo
predominantemente con los alimentos (Barata et al., 2002), mientras que en organismos
filtradores proviene principalmente del agua (Canli, 2005).

Los metales entran en el metabolismo celular después de fluir hacia una célula y
adherirse a la membrana. Los iones metalicos entran en una célula por simple difusion o por
interaccion con proteinas de transporte y canales i6nicos en la membrana plasmatica. Luego
los metales se distribuyen sobre todas las fracciones subcelulares. En el citoplasma, los iones
metalicos libres interactuan con ligandos de alto peso molecular (enzimas metalicas) o de
bajo peso molecular (metalotioneinas, glutation) o se depositan en lisosomas o granulos de
membrana, dejando la célula por exocitosis (Viarengo 1995, Bury et al., 2003). La sintesis
de metalotioneinas es de los mecanismos de proteccion mas importantes que actiian cuando
aumentan las concentraciones de metales en peces e invertebrados (Viarengo 1995,
Golovanova, 2006).

En invertebrados acuaticos, los iones de metales como el Fe se absorben en grandes
cantidades en la superficie del cuerpo y se unen a la cuticula, mientras que Cu y Zn se
acumulan dentro de la célula, predominantemente en el citosol. Cu y Zn ingresan a través de
las membranas celulares de los invertebrados mediante la transferencia activa de los

transportadores (Golovanova, 2006).
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3. Justificacion

La distribucion de los metales en los ecosistemas acuaticos ha sido ampliamente
documentada desde mediados de la década de 1950. Las aguas naturales en particular
estuarios y sistemas de agua dulce en la actualidad no solo estan siendo contaminadas en
diferentes grados, sino también presentan contaminacion por metales depositados en los
sedimentos de actividades humanas pasadas (Rai, 2008). El nivel de contaminacién por
metales en el ecosistema acuatico, es bajo en océanos abiertos y aumenta significativamente
conforme se acerca a aguas costeras y estuarios (Bryan and Langston, 1992), en rios y lagos
se refleja la influencia antropogénica en las elevadas concentraciones presentes (Rai, 2008).

Se ha establecido la presencia de los metales Cu, Fe, Hg, Ni y Zn a nivel mundial y
local en concentraciones que sobrepasan los niveles maximos permisibles por las Normas de
Calidad del Agua para la Proteccion de Organismos Acudticos, por lo que es importante
conocer los efectos de toxicidad agudo y cronico de estos metales sobre las especies
planctonicas, debido a que la contaminacion por metales afecta adversamente Ila
biodiversidad acudtica, algunos metales pueden bioacumularse en los organismos,
magnificarse en las cadenas alimenticias y llegar a ser una amenaza para el hombre.

La contaminacion por metales puede remediarse utilizando una variedad de
tecnologias quimicas, fisico o biologicas. Sin embargo, son relativamente ineficientes, en su
mayoria generan residuos de dificil eliminacion y desde el punto de vista econdomico los
costos son muy altos (Rai, 2008).

Este estudio nos permitira obtener valores de toxicidad aguda y cronica, ademas de
establecer la principal ruta de ingreso de estos metales en cuatro especies planctonicas,
seleccionas por su importancia ecoldgica debido a que son la base de las cadenas alimenticias

en los habitats acuaticos.
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4. Hipotesis

Los efectos adversos (agudos y cronicos) que los metales pesados Cu, Fe, Hg, Ni y
Zn, tienen sobre cuatro organismos planctonicos: el alga verde Nannochloropsis
oculta Hibberd, 1981, el ciliado Paramecium caudatum Ehrenberg, 1834, el
rotifero Euchlanis dilatata Ehrenberg, 1832 y el claddcero Moina macrocopa
Straus, 1820, se presentaran de forma diferente debido a que estas especies son
de diferente nivel trofico y diferente nicho ecoldgico.

Debido a las propiedades fisicas y quimicas de los metales Cu, Fe, Hg, Niy Zn, y
a las caracteristicas fisioldgicas de los organismos prueba las rutas de acumulacion
seran diferentes para los cuatro organismos planctonicos.

El Hg no tiene una funcion bioldgica conocida por lo que debe tener un mayor efecto
agudo y cronico sobre las especies planctonicas, que los metales traza como el Cu,

Ni, Fe, y Zn.

5. Objetivo General

Evaluar la toxicidad aguda y cronica de los metales Cu, Fe, Hg, Niy Zn en cuatro organismos

planctonicos. Estudiar las rutas de acceso y acumulacion de cada metal en los organismos

modelos (N. oculata, P. caudatum, E. dilatata y M. macrocopa) y cuantificar su probable

bioacumulacion.

5.1 Objetivos Particulares

Evaluar la toxicidad aguda de los metales Cu, Fe, Hg, Ni y Zn y obtener los valores
de CL50 (Concentracion Letal Media), CNOE (Concentracion donde no se observa
efecto, en inglés No observed effect concentration NOEC) y CMOE (Concentracion
Minima donde se observa efecto, en inglés Lowest observed effect concentration

LOEC) en cuatro especies planctonicas.
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Determinar los valores de CE50 (Concentracion donde se observa una reduccion del
50% en el parametro analizado), CNOE y CMOE de los metales Cu, Fe, Hg, Niy Zn
por medio de pruebas cronicas en cuatro especies planctonicas.

Estudiar las rutas de ingreso de los metales Cu, Fe, Hg, Ni y Zn en los diferentes
organismos planctonicos a través de fluorescencia con el reactivo Phen Green a
diferentes tiempos de exposicion.

Estudiar la acumulacion de los metales Cu, Fe, Hg, Ni y Zn en los organismos

propuestos.
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6. Materiales y Métodos

6.1. Cultivo de Organismos Prueba
El alga verde N. oculata fue obtenida de la coleccion UTEX (strain LB2194) y

cultivada en Medio Basal Bold (Nichols, 1973). El rotifero E. dilatata y el ciliado P.
caudatum fueron colectados en la Universidad Auténoma de Aguascalientes (21°44°13.7"
N, 102°21°3.3"" W). El cladocero M. macrocopa se obtuvo de quistes colectados de sedimentos
de Rincon de Romos, Aguascalientes (22°17°06.00"'N, 102°17°31.20""W). Los cultivos
de estos organismos fueron mantenidos en cajas Petri con medio EPA (96 mg NaHCOs3, 60
mg CaS04.2H>0, 60 mg MgSOs y 4 mg KCI por litro, US EPA 2002, el cual es agua
moderadamente dura, 80-100 mg CaCOs L}, pH 7.5, preparado con agua desionizada Water
Pro System Labconco Co., Kansas City, USA), a una temperatura de 25 = 2 °C y un
fotoperiodo de 16:8 h de luz:oscuridad en una cédmara bioclimatica (Revco Scientific,

Asheville, NC, USA).

El rotifero E. dilatata fue alimentado con N. oculata (1 x 10° células/ml). El cultivo
de M. macrocopa fue alimentado con el alga Pseudokirchneriella subcapitata (Korshikov)
F.Hind4k 1990 (1 x 10° células/ml, UTEX 1648). El ciliado P. caudatum fue cultivado en
medio EPA e infusion de trigo, el cual consistié en hervir por 5 minutos 2.5 gr de trigo en un
litro de agua destilada, se filtr6 y se le adiciond 0.5 gr de Na;HPO4, se esterilizé en una

autoclave por 15 min a 120 °C.

6.2 Pruebas de Toxicidad aguda
Para la evaluacion de los metales Cu, Fe, Ni y Zn se utilizaron Estandares de

Adsorcion Atdmica (Sigma Co., USA) diluidos en 3% HNOg, para Hg se utilizo cloruro de
mercurio (Sigma Co., USA). Las soluciones con las concentraciones de los metales se
prepararon en medio EPA. En todas las pruebas agudas se realizaron pruebas preliminares
para obtener cinco concentraciones definitivas para las pruebas de toxicidad, se realizaron
cinco replicas y un control negativo y se colocaron en una camara bioclimatica a un

fotoperiodo de 16:8 h, y a una temperatura de 25 + 2 °C.
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El objetivo de estas pruebas fue contar el nimero de organismos muertos o inméviles,
fueron pruebas estaticas de 24 h, sin alimento o renovacion del medio. Las pruebas se

consideraron validas solo cuando en el control negativo la mortalidad fue menor al 10 %.

6.2.1 Prueba aguda con Nannochloropsis oculata
El protocolo de la prueba con el alga N. oculata se realizé de acuerdo a Blaise y

Vasseur (2005). Antes de iniciar la prueba, el alga fue lavada tres veces con medio EPA para
evitar alguna posible interferencia de los metales traza que contiene el medio de cultivo. La
densidad de alga usada para la prueba fue de 5 x 10° células/mL. Las pruebas se realizaron
en placas de poliestireno de 24 pozas de 3mL (Corning Co. USA). Los rangos de
concentraciones nominales utilizadas para cada metal fueron: 10, 50, 100. 500, 1000 ug/L,
1000, 7000, 14000, 21000, 28000 pg/L, 10, 250, 500, 750, 1000 pg/L, 150, 750, 1500, 7500,
15000 pg/L, y 100, 4000, 8000, 11000, 15000 pg/L para Cu, Fe, Hg, Ni y Zn
respectivamente. La concentracion de alga y téxico se llevaron a un volumen total de 1 ml
con medio EPA, después de 24 horas se midio la fluorescencia con un fluorometro de placa
(Modulos ™ II Microplate, Turner Biosystems) con un rango maximo de excitacion de 490
nm y una longitud de onda de emision de 510-571 nm. Se calcul6 el porcentaje de inhibicion

de crecimiento con la siguiente formula:

Fc—Ft
Fc

%I=< )100

Donde:
%I = Porcentaje de Inhibicion,
Fc = Unidades de Fluorescencia en el control,

Ft = Unidades de Fluorescencia en el tratamiento.

6.2.2 Prueba aguda con Euchlanis dilatata
Las pruebas con E. dilatata se realizaron siguiendo el protocolo desarrollado por

Arias-Almeida y Rico-Martinez (2011) con ligeras modificaciones. La prueba inicio
separando huevos partenogenéticos de hembras asexuales ovigeras 24 horas antes de las

pruebas y se incubaron a 25 C. Al dia siguiente se tomaron los neonatos de menos de
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24 horas y se colocaron 10 organismos en pozas de 3 mL (placas de 24 pozas de
poliestireno, Corning Co. USA). Los rangos de concentraciones nominales utilizados
para cada metal fueron: 1, 3, 10, 30, 60 png/L para Cu, 100, 1000, 2000, 3000, 4000 pg/L
para Fe, 1, 3, 6,9, 15 ng/L para Hg, 10, 100, 1000, 1500, 2000 ug/L para Niy 10, 50, 100,
450, 600 pg/L para Zn. Cada poza tuvo un volumen total de 1 mL. La mortalidad se
registré6 como organismos inmovilizados o sin movimiento después de la estimulacion

mecanica durante 10 segundos.

6.2.3 Prueba de aguda con Paramecium caudatum
Las pruebas se realizaron siguiendo el protocolo descrito por El-Bassat ez al. (2012)

con pequeiias modificaciones. La prueba inicié lavando los organismos con medio EPA
para quitar el exceso del medio de cultivo, se colocaron 10 organismos por poza en una
placa de 24 pozas de poliestireno (Corning Co. USA). Los rangos de concentraciones
nominales utilizadas para cada metal fueron: 10, 11, 12, 14, 16 pg/L para Cu, 1000, 1500,
2000, 2500, 3000 pg/L para Fe, 1, 5, 7, 10, 25 pg/L para Hg, 300, 400, 500, 600, 700 png/L
para Ni, y 500, 750, 1000, 1250, 2000 pg/L para Zn. Cada poza se llevo a un volumen final

de 1 mililitro.

6.2.4 Prueba aguda con Moina macrocopa
Las pruebas se llevaron a cabo de acuerdo al protocolo de la U. S. EPA (2002), con

ligeras modificaciones. La prueba inici6 con la separacion de hembras que presentaban
huevos, al dia siguiente se colectaron los neonatos de menos de 24 h y se colocaron en
un frasco con medio EPA, esto se hace al menos una hora antes de la prueba. Posteriormente
se colocan 5 organismos en frascos de 30 ml. Los rangos de concentraciones nominales
utilizadas para los metales fueron: 30, 37.50, 45, 52.50, 60 pg/L, 2600, 3000, 3400, 3800,
4200 pg/L, 1, 5, 7.5, 25, 50 pg/L, 3000, 3500, 4000, 4500, 5000 pg/L,y 600, 1200, 1800,
2400, 3000 pg/L para Cu, Fe, Hg, Ni y Zn respectivamente. Cada frasco se llevd a un

volumen total de 15 ml.
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6.2.5 Media Geométrica
Se calcul6 la Media Geométrica con los valores de CL50 para obtener el metal que

fue mas toxico para el grupo. La Media Geométrica es la raiz N-ésima del producto de los N

elementos, la formula para calcularla es la siguiente:

NXie Xy o Xy,

6.3 Pruebas de Toxicidad Crénica
Para la evaluacion de los metales Cu, Fe, Ni y Zn se utilizaron Estandares de

Adsorcion Atdémica (Sigma Co., USA) diluidos en 3% HNO3, para Hg se utilizo cloruro de
mercurio (Sigma Co., USA). Las soluciones con las concentraciones de los metales se

prepararon en medio EPA.

Para todas las pruebas cronicas se realizaron pruebas preliminares para obtener cinco
concentraciones definitivas para las pruebas de toxicidad, se realizaron con cinco replicas y
un control negativo y se colocaron en una camara bioclimatica a un fotoperiodo de 16:8 h, y

a una temperatura de 25 £ 2 °C.

6.3.1 Prueba cronica con Nannochloropsis oculata. Inhibicion del crecimiento
En esta prueba se sigui6 el mismo protocolo que para la prueba aguda con la

diferencia en el tiempo de incubacion a 96 h (Blaise y Vasseur 2005). Los rangos de
concentraciones nominales utilizados para esta prueba con cada metal fueron: 5, 25, 50,
100, 150 pg/L, 700, 1400, 3000, 5000, 7000 pg/L, 60, 75, 100, 200, 300ug/L, 2000, 3000,
4000, 5000, 6000 pg/L y 50, 1500, 3000, 4500, 6000 ng/L para Cu, Fe, Hg, Ni y Zn

respectivamente.

6.3.2 Prueba Cronica con Euchlanis dilatata. "r” Tasa Intrinseca de Crecimiento
Para esta prueba se siguid el protocolo para la prueba crénica de Lecane

quadridentata de 5-d (Herndndez-Flores y Rico-Martinez, 2006). La prueba con E. dilatata

inici6 separando huevos 24 h antes de las pruebas y se incuban a 25T, al dia siguiente se
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tomaron los neonatos de menos de 24 h y se colocaron 5 organismos por poza (las
pruebas se realizaron en placas de poliestireno de 24 pozas de 3mL Corning Co. USA). Los
rangos de concentraciones nominales utilizados para cada metal fueron: 3, 4, 5, 6, 7 ug/L
para Cu, 1000, 2000, 2500, 3000, 3500 pg/L para Fe, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5 ng/L para Hg, 10,
50,100, 150, 200 pg/L para Niy 50, 100,150, 200, 150 pg/L para Zn. Cada poza se llevo a
un volumen total de 2 ml. Al inicio de la prueba se agregé una concentracion de 1x10°
células/mL de N. oculata. Se incubaron durante 5 dias. Al final de la incubacion se
conto el nimero de organismos con la ayuda de un microscopio estereoscopico y se calculo

“_

r” (Tasa de Intrinseca de Crecimiento) usando la siguiente formula:

r=In (Nt-NO)/t
Donde:
r = tasa intrinseca de crecimiento,
In = logaritmo natural,
Nt = numero de rotiferos en la poza después de 5 dias,
NO = ntimero inicial de rotiferos y

¢t = tiempo (5 dias).

6.3.3 Prueba Cronica con Paramecium caudatum. Inhibicion del crecimiento
Las pruebas se realizaron siguiendo el protocolo de Miyoshi et al., 2003 con ligeras

modificaciones. La prueba comenzd colocando 5 organismos en pozas de placas de
poliestireno de 24 pozas de 3 mL (Corning Co. USA). Los rangos de concentraciones
nominales utilizados para cada metal fueron: 40, 60, 80, 100, 120 pg/L para Cu, 750, 1250,
1750, 2250, 2750 pg/L para Fe, no hubo rango para Hg, 10, 50, 100, 150, 200 pg/L para Ni,
y 300, 475, 650, 825, 1000 pg/L para Zn. El volumen final en la poza fue de 2 mL. Se
incubaron por en una camara bioclimatica con un fotoperiodo de 16:8 a 25 °C por 96 h. Al
finalizar el tiempo de explosion se contd el nimero de organismos en cada poza para
obtener el porcentaje de inhibicion de la poblacion aplicando la siguiente formula:

Nc — Nt

0] =
/OI<NC

)100
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Donde:
%I = % de Inhibicioén
Nc = es el numero total de organismos vivos después de 96 h en el control

Nt = es el numero total de organismos vivos después de 96 h en el tratamiento

6.3.4 Prueba Cronica Moina macrocopa ('r’) Tasa intrinseca de crecimiento
La prueba se llevo a acabo de acuerdo al protocolo de U. S. EPA (2002) con ligeras

modificaciones. La prueba inicid con la separacion de hembras que presentaban huevos
partenogenéticos, al dia siguiente se colectaron los neonatos de menos de 24 h y se
colocaron en un frasco con medio EPA, esto se hizo al menos una hora antes de la prueba.
Posteriormente se colocaron 5 organismos en un frasco de 30 ml. Los rangos de
concentraciones nominales utilizados para cada metal fueron: 10, 15, 20, 25, 35 pg/L, 10,
500, 1000, 1500, 2000 pg/L, 0.01, 0.02, 0.04, 0.08, 0.16 pg/L, 30, 60, 120, 240, 480 ng/L,
y 6.8, 13.6 34, 64, 68 ng/L para Cu, Fe, Hg, Ni, Zn respectivamente. Cada frasco tuvo un
volumen total de 15 ml. Se alimentaron diariamente con una concentracion de
1x10° células/ml de N. oculata. Losneonatos se incubaron durante 7 dias. Al término
de la prueba se contd el numero total de organismos en cada tratamiento con ayuda

de un microscopio estereoscopico y se calculd “r”.

6.3.5 Prueba Cronica Euchlanis dilatata Inhibicion de la ingestion
Se utiliz6 el protocolo de Juchelka y Snell (1994) con ligeras modificaciones. El

protocolo consiste en medir la Inhibicion tasa de la Ingestion al exponer al rotifero a
diferentes concentraciones de metal. Los rangos de concentraciones nominales utilizados
para cada metal fueron: 0.04, 0.05, 0.08, 0.16, 0.4 ng/L, 12, 19, 28, 60, 140 ng/L, 0.04, 0.06,
0.08,0.1,0.12 pg/L, 5,7, 14,24,40 ng/Ly 1.1,2.2,4.4, 8.8, 11 pg/L para Cu, Fe, Hg, Niy
Zn respectivamente. Se usaron microesferas de poliestireno fluorescentes de 4.18 um de
didmetro (Dragon Green, Bangs Laboratories Inc., USA). La prueba comenzoé colocando
30 neonatos de E. dilatata de menos de 24 h en placas de poliestireno de 24 pozas de 3 mL
(Corning Co. USA). La concentraciéon de metal se llevdo a un volumen de 1 mL. Los
neonatos fueron incubados en una cdmara biocliméatica por 1h a 25 °C después de este

tiempo se agregd 4.5 x 10° microesferas/mL, agitindose ligeramente y se incubd por 30min
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mas en oscuridad a 25 °C. La ingestion fue interrumpida adicionado 100 pL de formol al
10%. Los organismos fueron lavados 3 veces para eliminar las esferas en solucion, los
organismos se colocaron en el centro de un portaobjetos con cintas masking tape a los
extremos para que el cubreobjetos no aplastara a los organismos, después se observaron
con un microscopio de fluorescencia (espectro de excitacion de 450 a 490 nm y con una
barrera de emision de 515 nm) con una cdmara DC100 (Leica Co., German) acoplada a un
programa de analisis de imagen (Kodak Co.,USA). Un total de 10 organismos de cada

tratamiento fue examinado.

La Inhibicion de la Tasa de Ingestion se obtuvo dibujando la forma del intestino y
con la misma forma el fondo alrededor del organismo. Entonces, se obtuvo las unidades
de fluorescencia restando el valor medio del area de fondo al valor medio del intestino. Se

realizaron tres réplicas de cada tratamiento.

6.3.6 Prueba Cronica Paramecium caudatum Inhibicion de Formacion de vacuolas
Se utilizé el protocolo de Kryuchkova (2016) con ligeras modificaciones. La

prueba consiste en medir el porcentaje de Inhibicién de Vacuolas digestiva en P. caudatum
al exponerlos a diferentes concentraciones de metal (Cu, Fe, Hg, Ni y Zn). Se usaron
microesferas de poliestireno fluorescentes de 1.01 pum de didmetro (Dragon Green, Bangs
Laboratories Inc., USA). La prueba comenz6 colocando 50 organismos en placas de
poliestireno de 96 pozas de 300 pL (Corning Co. USA). Los rangos de concentraciones
nominales utilizados para cada metal fueron: 1, 3, 5, 7, 9 ug/L para Cu, 600, 900, 1200,
1500, 1800 pg/L para Fe, 1, 2.5, 4, 5.5. 7 ug/L para Hg, 100, 200, 300, 400,500 pg/L para
Niy 22, 55,110, 550, 600 png/L para Zn. La concentracion de metal se llevé a un volumen
de 200 pL. Los organismos fueron incubados en una camara bioclimética por 1h a 25 °C
después de este tiempo se agregd 1 x 10° microesferas/mL, agitandose ligeramente y se
incub6 por 30 min més en oscuridad a 25 °C. La ingestion fue interrumpida adicionado 40
uL glutaraldehido 2.5 %. Los organismos fueron lavados 3 veces para eliminar las esferas
en solucién, los organismos se colocaron en el centro de un portaobjetos con cintas
masking tape a los extremos para que el cubreobjetos no aplastara a los organismos,

después se observaron con un microscopio de fluorescencia (espectro de excitacion de 450
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a 490 nm y con una barrera de emisiéon de 515 nm) con una cdmara DC100 (Leica Co.,
German) acoplada a un programa de analisis de imagen (Kodak Co.,USA). Un total de 30

organismos de cada tratamiento fue examinado.

6.4 ACR
Se calculd la Relacion Toxicidad Aguda a Cronica (ACR), para analizar los

resultados de las pruebas cronicas de E. dilatata y P. caudatum. Se calculd6 mediante la

siguiente formula:
ACR = CL50/MATCcrsnico

MATC (Maximum Acceptable Toxicant Concentration, en espanol CTMA
Concentracion Téxica Maxima Aceptable). E1l MATC es la media geométrica entre la
Concentracion de Efecto No Observado (NOEC) y la Concentracion Minima donde se

observa efecto (LOEC) y se calcula:

MATC = /[(NOEC)(LOEC)

6.5 Determinacion de la Biomasa.
Mil hembras adultas no-ovigeras de E. dilatata (n=5), se separaron se colocaron en

una placa Petri. Antes de pesarse, cada muestra fue lavada cuidadosamente con agua
destilada y colocadas en una placa de pesaje usando una pipeta. Las muestras se secaron a
60 °C por 24 h en una estufa Fisher Scientific, Isotemp® Serie 500, se dejaron enfriar a
temperatura ambiente (25 °C) en un desecador y pesada en una balanza analitica (Chyo JK-
200, rango: 0.1 mg a 200 g) para determinar el peso seco. El peso seco se obtuvo dividiendo
el niimero de organismos de la muestra para calcular el peso seco individual promedio. El
peso seco de cada organismo se usd para calcular la carga corporal de metal (pg/individuo)
y la concentracion de metal por unidad de peso corporal (ug/g) (Waykar y Shinde 2011).
Se calcul6 la Carga corporal de metal (Lethal Body Burden LBB) y la Carga Corporal
Cronica (CBB) con las siguientes formulas: LBB = CL50 x FBC (Factor de
Bioconcentracion) y CBB = CE50 x BCF (McCarty 1986).

Para la determinacién de la biomasa con P. caudatum se separaron cinco mil

organismos.
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6.6 Determinacion de la Bioconcentracion de metal por ensayo fluorométrico usando
Phen Green

El fluor6foro Phen Green™ SK (PG) diacetato fue comprado a Molecular Probes.
El sustrato fue preparado de la siguiente manera: 1 mg de PG fue disuelto en 1 ml de DMSO,
de este stock fueron preparadas alicuotas de 5 pLL de PG y 495 uL de agua destilada, se
almacenaron a 4 °C en oscuridad hasta su uso. El PG muestra maximos de
excitacion/emision de 507/532 nm, respectivamente y la fluorescencia se extingue al
interaccionar con los iones metalicos (Petrat ef al., 1999; Shingles et al., 2004 Illing ef al.,

2012).

6.6.1 Euchlanis dilatata
La prueba comenz6 colocando 20 organismos en una placa de 24 pozas (Corning

Co. USA), se adiciond 1 mL de solucion con metal o control negativo. La concentracion de
sustrato en cada poza fue de 71.5 nM. Se evaluaron 2 tiempos de incubacion 30 miny 1 h,
los organismos expuestos al metal fueron incubados a 25 °C en oscuridad, entonces los
organismos fueron lavados con medio EPA para remover el metal y se transfirieron a otra
placa con 1 mL de solucion sin metal, entonces se adicion6 5 pL de PG e incubados a 25
°C por 15 min (Petrat ez al., 1999). Al terminar el tiempo de incubacion se agregaron 50 uL
de formalina al 5 %. La fluorescencia fue registrada de la misma manera que en la prueba

de Inhibicion de Ingestion.

6.6.2 Paramecium caudatum
La prueba comenzo6 colocando 50 organismos en una placa de 96 pozas (Corning

Co. USA), se adicion6 200 pL de solucién con metal o control negativo. La concentracion
de sustrato en cada poza fue de 71.5 nM. Se evaluaron 2 tiempos de incubacion 1 h'y 24 h,
los organismos expuestos al metal fueron incubados a 25 °C en oscuridad, entonces los
organismos fueron lavados con medio EPA para remover el metal y se transfirieron a otra
placa con 200 pL de solucién sin metal, entonces se adiciond 2 uLL de PG e incubados a 25
°C por 15 min (Petrat et al., 1999). Al terminar el tiempo de incubacién se agregaron 50 puL
de glutaraldehido al 5 %. La fluorescencia fue registrada de la misma manera que en la

prueba de Inhibicion de Ingestion.
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6.7 Bioconcentracion

6.7.1 Euchlanis dilatata
Mil organismos de E. dilatata fueron expuestos durante 24 h en ausencia de

alimento para permitir la absorcion del metal, en un volumen de 5 ml de solucidon con metal
y fueron incubados a 25 °C con un fotoperiodo 16:8. Después de las 24, los rotiferos vivos
fueron usados para determinar la bioconcentracion de los metales en el cuerpo de acuerdo
con las concentraciones usadas, se lavaron con medio EPA y se transfirieron
inmediatamente a medio EPA limpio. Las muestras fueron colocadas en tubos eppendorf
enjuagados con agua desionizada y HNOs Instra (70%). Cada muestra se analizd por
triplicado. La cantidad acumulada (q) de metal (ug/g peso seco) fue calculado usando la

féormula de Volesky y Holand (1995) modificada por Arunakumara et al. (2007):

q=(Co—Cy) V/IW
Donde:
Co, = la concentracion inicial de metal en el medio (pg/L)
C; = concentracion de metal en el tiempo t (ng/L)
V = volumen total de la muestra (L) y
W = peso seco de los rotiferos (g).
El factor de bioconcentracion (FBC) se determind por la proporcion de metal

acumulado en todo el cuerpo de E. dilatata y la concentracion de metal en la solucion.

6.7.2 Paramecium caudatum
Es el mismo protocolo que para E. dilatata con algunas modificaciones. Diez mil

organismos de P. caudatum fueron expuestos durante 24 h en un volumen de 30 ml de
solucion con metal. Después de las 24, se lavaron con medio EPA centrifugandolos por 10

min a 10 000 rpm, las muestras fueron colocadas en tubos Falcon.
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6.8 Distribucion de sensibilidad de especies (DSE)
Mediante el programa ETX 2.2 se realiz6 la DSE con los datos de toxicidad aguda y

cronica obtenidos en este estudio, ademas de integrar valores de toxicidad de otras especies
encontrados en la bibliografia. Se obtuvieron los valores de HC5 y HC50 y los limites

superior ¢ inferior para cada metal seleccionado (Van Vlaardingen et al.2017).

6.9 Determinacion de concentraciones reales
Las concentraciones reales de exposicion de los metales fueron determinadas a

través de Espectroscopia de Absorcion Atdémica, siguiendo el método analitico
recomendado: Horno de Grafito para Fe, Ni y Zn (3030E), Cu fue determinado por la
modalidad de Flama Aire-Acetileno (3113B) y Hg por Generador de Hidruros (3112B). Se

us6 un modelo Perkin-Elmer AAnalyst para todas las determinaciones.

6.10 Analisis Estadistico
Todos los pardmetros toxicoldgicos se realizaron determinado la concentracion real

de cada metal. Los valores de CL50 se calcularon usando una regresion lineal entre el
logaritmo de las concentraciones de exposicion de cada metal y las unidades Probit
(conversion de los porcentajes de mortalidad) usando el software Statistica 10.0 (StatSoft
Inc., 2004). Se realizd un andlisis de varianza (ANOVA) para las comparar las cinco
concentraciones de toxico contra el control negativo y una prueba de Tukey para determinar
diferencias significativas entre las medias de cada concentracion de metal contra el control
y obtener los valores de CNOE (concentracion del toxico en la que no se observa un efecto
diferente al control, traduccion del valor NOEC en inglés) y CMOE (concentracion minima
en donde se observa un efecto diferente al control, traduccion del valor LOEC en inglés).
Los valores de CEso (la concentracion en la que se observa una reduccion del 50 % en el
efecto observado) se calcularon por medio de un analisis de regresion entre las diferentes
concentraciones de metal y los valores de “r”, porcentaje de inhibiciéon o unidades de

fluorescencia.
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7. Resultados

Las concentraciones reales de exposiciéon aguda y cronica de los metales fueron
determinadas por absorcion atomica. Los valores obtenidos fueron: 94.1 + 0.07 %, 91.55 +
0.085 %, 81.4 +0.06 %, 71.2 £0.28 %, 92.4 + 0.16 % (media + 1 DE, n = 3) de los valores

nominales para Cu, Fe, Hg, Ni y Zn respectivamente.

7.1 Pruebas con Nannochloropsis oculata

7.1.1 Pruebas Agudas Nannochloropsis oculata
Los resultados de las pruebas de toxicidad aguda para los cinco metales se muestran

en el Cuadro 2. En todas las pruebas la CNOE < CL10 < CMOE. El Coeficiente de
Correlacion (R?) en todas las pruebas fue mayor a 0.76 y el Coeficiente de Variacion (CV %)
fue menor a 21 %. Los metales con mayor toxicidad fueron Cuy Hg (Cuadro 2) y el de menor
toxicidad fue Fe (Cuadro 2). El orden de toxicidad fue Cu > Hg > Ni > Zn > Fe. En la Figura
3 se presentan las gréaficas de regresion lineal de cada una de las pruebas agudas con N.

oculata y los cinco metales.

7.1.2 Pruebas Cronicas Nannochloropsis oculata
Los resultados de la prueba cronica de Inhibicion del Crecimiento (%IC) de MN.

oculata con los 5 metales se muestran el Cuadro 2. En todas las pruebas la CNOE < CL10 <
CMOE. R? en todas las pruebas fue mayor a 0.76 y el CV % fue menor a 21 %. El Cu fue el
metal que mds inhibid el crecimiento de N. oculata, seguido de Hg, se necesitaron
concentraciones mas altas de Ni, Zn, y Fe para inhibir el crecimiento de N. oculta (Cuadro
2). Las graficas de regresion lineal de las pruebas de %IC de N. oculata se muestran en la

Figura 4.
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Cuadro 2. Resultados de las pruebas agudas y cronicas con Nannochloropsis oculata.

Resultados Cu (ng/L) Fe (ng/L) Hg (ug/L) Ni (ng/L) Zn (ng/L)
CNOE 9.41 915.5 8.1 106.8 92.4
CL10 12.1 1574.8 61.4 434.5 7153
< CMOE 47 6408.5 203.5 534 3696
e CL50 365 12445.7 370.8 5553 6529.3
Stn LC 95% 169 — 561 7655—-17237 306—-435 3378 -7729 42158843
R? 0.81 0.83 0.97 0.86 0.87
CV% 4.26 3.36 6.19 6.7 1.24
CNOE 4.70 320 24 712 46
o CE10 11.03 446 28 1127 264
:\e CMOE 23.52 641 49 1424 1386
E CES50 61.39 3755 132.5 2519 2867
:g LC 95% 323-9043 3166-4344  122.5-143 2130-2908 25143221
5 R? 0.8 0.96 0.99 0.95 0.98
CV% 3.89 8.48 11.51 5.01 3.66

7.2 Pruebas con Euchlanis dilatata

7.2.1 Pruebas Agudas Euchlanis dilatata
Los resultados de las pruebas de toxicidad aguda para los cinco metales se muestran

en el Cuadro 3. En todas las pruebas la CNOE < CL10 < CMOE. El R? en todas las pruebas
fue mayor a 0.76 y el CV% fue menor a 21 %. Los metales con mayor toxicidad fueron Cu
y Hg y el de menor toxicidad fue Fe (Cuadro 3). El orden de toxicidad fue Cu = Hg > Zn >
Ni> Fe. En la Figura 5 se presentan las gréaficas de regresion lineal de cada una de las pruebas

agudas con E. dilatata y los cinco metales.
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Gréfica de Regresion N. oculata 24h Cu CL50 = 365 pg/L

Gréfica de Regresion N. oculata 24h Fe CL50 = 12445.7 pg/L
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Figura. 3. Pruebas Agudas de Nannochloropsis oculata. Graficas de regresion lineal entre % de
Inhibicion del Crecimiento de Nannochloropsis oculata y la concentracion del metal. A) Cu, B) Fe,

C)Hg, D) NiyE) Zn.
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Gréfica de Regresion N. oculata 96h Cu CE50 = 61.39 pg/L B Gréafica de Regresion N. oculata 96h Fe CE50 = 3755 ug/L
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7.2.2 Pruebas Cronicas Euchlanis dilatata
En el Cuadro 3 se muestran los pardmetros calculados para las pruebas cronicas que

miden la Tasa Intrinseca de Crecimiento (“r”) y la prueba de Inhibicion de la Ingestion (IIng)
de E. dilatata. En todas las pruebas la CNOE < CL10 < CMOE. EL R? fue mayor a 0.76 en

9

las pruebas a excepcion de la prueba de “r”” con Cu que fue de 0.63 y el CV% fue menor a

6,2

21 %. El Hg fue el metal que més afecto “r” con una CE50 = 1.95 pug/L y el Fe requirio altas
concentraciones para afectar “r”’ (Cuadro 3), estos valores tienen un factor superior a 1000.
En la prueba de IIng también Hg fue el metal que més afecto la ingestion (Cuadro 3) seguido
de Cu y también se requiridé concentraciones mas altas de Fe (Cuadro 3) para afectar la
ingestion, pero al comparar las CE50 de “r” y las CE50 de IIng, se encontr6 que las CE50

de IIng fueron mas sensibles.

Cuadro 3. Resultados para las pruebas aguda y cronicas con Euchlanis dilatata.

Resultados Cu Fe (ng/L) Hg (ug/L) Ni(ng/L) Zn (ng/L)
(ng/L)

CNOE 0.47 91 0.8 7.12 9.24
CL10 0.75 663 1.7 43 31
CMOE 0.94 915 2.4 71.2 46

-§ CL50 3.7 1283 3.7 389 101

jt" LC 95% 32-44 1170- 32-43 299 — 506 78 — 131
R? 0.94 1406 0.85 0.91 0.82
CV% 8.86 0.97 10.37 2.73 16.5

8.45

CNOE 2.8 915 0.4 7 46
CE10 9.3 957 0.5 28 64
CMOE 3.8 1831 0.8 36 92

x CES0 40.5 2489.4 1.95 129.9 188.3

¢ LC95% 7.5-173 1970 — 1.7-2 120 -140 153 -224
R? 0.63 3008 0.96 0.99 0.93
CV% 8.27 0.89 11.35 11.74 6.02

2.79

CNOE 0.037 10.99 0.03 3.56 1.02
CE10 0.038 11.02 0.028 4.13 1.23
CMOE 0.047 17 0.049 4.98 2.03

e CES0 0.156 55.59 0.064 12.5 4.79

= LC95% 09-2 30 -8l 0.049 — 7.4-17.59 3.36-6.21
R? 0.83 0.80 0.08 0.82 0.91
CV% 10.5 3.85 0.86 5.85 2.88

4.74
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Las graficas de regresion lineal de las pruebas de “r” y lIng de E. dilatata se
muestran en las Figuras 6 y 7 respectivamente.
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A Grafica Regresion E. dilatata Cu CE50 = 0.156 pg/L. B Gréfica de Regresion E. dilatata Fe CE50 = 55.59 pg/L
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La Figura 8 muestra la prueba de Inhibicion de la Ingestion con E dilatata, se observa
mayor cantidad de microesferas en el control negativo al compararlo con la explosion a los

metales durante una hora.

Figura. 8. Prueba de Inhibicion de la Ingestion con Euchlanis dilatata. La flecha muestra las
microesferas fluorescentes en el intestino del rotifero. Barra = 20 um, n = 45, magnificacioén 200x.
Las fotografias que se muestran son de la concentracion mas alta del rango utilizado en la prueba.

Control Cu \

e
e
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7.3 Pruebas con Paramecium caudatum

7.3.1 Pruebas Agudas Paramecium caudatum
Los resultados de las pruebas de toxicidad aguda para los cinco metales se muestran

en el Cuadro 4. En todas las pruebas la CNOE < CL10 < CMOE. El R? en todas las pruebas
fue mayor a 0.76 y el CV% fue menor a 21 %. Los metales con mayor toxicidad fueron: Hg
y Cu (Cuadro 4) y el de menor toxicidad fue Fe (Cuadro 4). El orden de toxicidad fue Hg >
Cu > Ni > Zn > Fe. En la Figura 9 se presentan las graficas de regresion lineal de cada una

de las pruebas agudas con P. caudatum y los cinco metales.

7.3.2 Pruebas Cronicas Paramecium caudatum
Los parametros calculados para las pruebas crénicas de IC e IFV con P. caudatum,

se muestran en el Cuadro 4. En todas las pruebas la CNOE < CL10 < CMOE. EL R? fue
mayor a 0.76 y el CV% fue menor a 21 %, el Ni fue el metal que més inhibi6 el crecimiento
de P. caudatum con una CE50 = 66.9 ug/L, seguido de Cu con una CE50 = 72.9 y el Fe
requiri6 concentraciones muy altas para reducir la inhibicion del crecimiento (Cuadro 4). En
la prueba de IFV el metal que mas afecto la formacion de vacuolas fue el Hg, seguido de Cu
y se requirieron concentraciones altas de Fe (Cuadro 4) para observar una disminucion en la
formacion vacuolas. Al comparar las CES0 de %IC y las CE50 de IFV, se encontrd que las
CES50 de IFV fueron mas sensibles. Las graficas de regresion de ambas pruebas cronicas se

muestran en las Figuras 10 y 11, respectivamente.

La Figura 12 muestra la prueba de Inhibicion de la formacion de vacuolas con P.
caudatum, se observa mayor cantidad de microesferas en el control negativo al compararlo

con la explosién a los metales durante una hora.
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Cuadro 4. Resultados para las pruebas agudas y cronicas con Paramecium caudatum.

Parametros Cu (ng/L) Fe (ng/L) Hg (ug/L)  Ni (ng/L) Zn (ng/L)
CNOE 9.4 915.5 0.81 214 462
CE10 10.2 1220 2.9 277 480

2 CMOE 10.3 1373 4.1 285 693

-a CL50 11.7 1666.5 5.6 349.6 742

< LC 95% 11.5-12 1567- 1773 5.33-595 332-368 714-771
R? 0.93 0.85 0.97 0.82 0.97
CV% 1.83 43 4.15 0.49 4.98
CNOE 19 687 4.07 7 214

O CE10 29 708 5.48 T2 255

X CMOE 38 1144 8.14 36 338

.§ CES0 72.9 1647 366.3 66.9 547

~§ LC 95% 58 — 87 1256 — 2038  113-620 49 — 85 373 -721

O R? 0.90 0.88 0.64 0.92 0.78
CV% 4.7 1.64 11.98 5.87 4.52
CNOE 0.94 549 0.8 71 20

N CE10 1.07 473 1.4 74 26

E CMOE 2.82 824 2 142 51

,§ CE50 4.72 1268 3.8 239 327

~§ LC 95% 4-55 1008 — 1527 3-5 201 =277 180 - 475

o R? 0.96 0.89 0.85 0.95 0.80
CV% 6.79 4.54 4.55 3.72 3.05
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Gréfica de Regresion P. caudatum 24h Cu CL50 = 11.7 pg/L
y =-16.024+19.7163*; 0.95 Conf.Int. R?=0.93;n=5

Unidades Probit

Gréfica de Regresion P. caudatum 24h Fe CL50 = 1666.5 pg/L
y =-21.1104+8.1236"x; 0.95 Conf.Int.; R? = 0.85; n=5

7.0

6.5

6.0

55

5.0

45

4.0

3.2 3.3 3.5

Log Conc Fe (pg/L)

Gréfica de Regresion P. caudatum 24h Hg CL50 = 5.6 pg/L

y = 1.7966+4.2889*x; 0.95 Conf.Int.;; R? = 0.97; n=5

0.9

1.0

Log Conc Hg (ug/L)

1.00 1.02 1.04 1.06 1.08 1.10 1.12 1.14 1.16 1.18 1.20
Log Conc Cu (ug/L)
Cc
75
7.0
6.5
3
2 6.0
o
3
-]
3
255
S
5.0
4.5
4.0
0.5 0.8
Gréfiica de Regresion P. caudatum 24h Ni CL50 = 349.6 ug/L
=-21.8047+10.5521*; 0.95 Conf.Int; R?=0.82;n=5
75
o
7.0
65 .
6.0
55
5.0
45 o
P -
4.0 v -
35 = -
2.30 235 240 245 2.50 255 2,60 2,65 270

Log Conc Ni (ug/L)

275

Unidades Probit

7.0

6.5

6.0

515

5.0

45

Gréfica de Regresion P. caudatum 24h Zn CL50 = 742 pg/L
y =-12.0421+5.944*; 0.95 Conf.Int; R*=0.97;n=5

28 29 3.0

Log Conc Zn (ug/L)

3.1 3.2 3.3

Figura 9. Pruebas Agudas de Paramecium caudatum. Gréficas de regresion lineal entre la mortalidad
en Unidades Probit de Paramecium caudatum y el Log de la concentracion del metal. A) Cu, B) Fe,
C)Hg, D) NiyE) Zn.
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Figura 11. Pruebas Cronicas de Inhibicion de la Formacion de Vacuolas. Gréficas de regresion lineal
entre la Inhibicidn de la formacion de vacuolas Paramecium caudatum y la concentracion del metal.
A) Cu, B) Fe, C) Hg, D) Niy E) Zn.
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Figura 12. Prueba de Inhibiciéon de Vacuolas con Paramecium caudatum. La flecha muestra las
vacuolas digestivas. Barra = 20 um, n =30, magnificacion 200x. Las fotografias que se muestran son
de la concentracion mas alta del rango utilizado en la prueba.

Control

7.4 Pruebas con Moina macrocopa

7.4.1 Pruebas Agudas Moina macrocopa
Los resultados de las pruebas de toxicidad aguda para los cinco metales se muestran

en el Cuadro 5. En todas las pruebas la CNOE < CL10 < CMOE. El R? en todas las pruebas
fue mayor a 0.76 y el CV% fue menor a 21 %. Los metales con mayor toxicidad fueron: Hg
y Cuy los de menor toxicidad fueron Fe y Ni (Cuadro 5). El orden de toxicidad fue Hg > Cu
>7Zn > Ni > Fe. En la Figura 13 se presentan las graficas de regresion lineal de cada una de

las pruebas agudas con M. macrocopa y los cinco metales.
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7.4.2 Pruebas Cronicas Moina macrocopa

0.76 y el CV% fue menor a 21 %. El Hg fue el metal que més afecto “r”, seguido de Cuy el

Fe requirié concentraciones muy altas para afectar a “r” (Cuadro 5). Las graficas de

Los resultados para las pruebas cronicas de

el Cuadro 5. En todas las pruebas la CNOE < CL10 < CMOE. EL R? fue mayor o igual a

“_

r” con M. macrocopa, se muestran en

6,2

69

regresion lineal de la prueba cronicas se muestran en las Figuras 13 y 14.

Cuadro 5. Resultados de las pruebas agudas y cronicas con Moina macrocopa.

Parametros Cu (ng/L) Fe (ng/L) Hg (ug/L) Ni (ng/L) Zn (ng/L)
CNOE 28 2380 0.81 2136 554
CL10 33 2672 3.8 2487 971

3 CMOE 353 2746 4.1 2492 1109

g CL50 40.12 3060.7 9.57 2878 1457

< LC95% 38.6 -42 2993 -3129 8.1-11.3 2803 -2954 1323 - 1603
R? 0.83 0.87 0.84 0.81 0.76
CV% 3.08 2.48 11.56 2.52 9.97
CNOE 9 9 0.008 21 7

= CE10 11.3 296 0.01 29 10

; CMOE 14 458 0.016 43 13

E CES0 27.5 1468 0.083 219.26 49.28

:g LC 95% 21- 34 1358 -1578 0.05-0.11 133 -306 40 -59

5 R 0.87 0.99 0.86 0.82 0.94
CV% 4.6 7.96 7.07 5.54 4.81
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Figura 13. Pruebas Agudas de Moina macrocopa. Graficas de regresion lineal entre la mortalidad en
Unidades Probit de Moina Macrocopa y el Log de la concentracion del metal. A) Cu, B) Fe, C) Hg,
D) NiyE) Zn.
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Gréfica de Regresion M. macrocopa 7d Cu CE50 = 27.5 ug/L.

A B Gréfica de Regresion M. macrocopa 7d Fe CE50 = 1468 ng/L.
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Figura 14. Pruebas Cronicas de medicion de la tasa Intrinseca de Crecimiento (“r”). Graficas de

regresion lineal entre “r”” de Moina macrocopa y la concentracion del metal. A) Cu, B) Fe, C) Hg,
D)NiyE) Zn.
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7.5 Comparacion de valores CL50
La Figura 15 muestra la comparacion de las CL50 de cada metal con cada uno de

organismos prueba. La grafica A muestra la comparacion de las CL50 para Cu, E. dilatata
fue el organismo mas sensible, presentd una CL50 de 3.7 pg/L, la CL50 para N. oculata fue
de 365 ng/L, siendo este el organismo mas resistente. En la grafica B se muestra la
comparacion de las CL50 para Fe; la CL50 para E. dilata fue de 1283 ng/L, y para N. oculata
fue de 12445.7 pg/L por lo que estos organismos fueron el mas sensible y el mas resistente
respectivamente. La grafica C muestra la comparacion de las CL50 para Hg, E. dilatata tavo
una CL50 3.7 pg/L siendo el organismo mas sensible, N. oculata present6 una CL50 de 370.8
ng/L siendo este el organismo mas resistente. La grafica D muestra la comparacion de las
CL50 de Ni, la especie mas sensible fue P. caudatum, presentd una CL50 de 349.6 pug/L y
N. oculta fue la maés resistente con una CL50 de 5553 pg/L. La grafica E muestra la
comparacion entre las CL50 de Zn: la CL50 para E. dilatata fue de 101 pg/L y para N. oculata
fue de 6529.3 pg/L, siendo el organismo mas sensible y mas resistente respetivamente. Hg

fue el metal mas toxico para los cuatro organismos.

7.6 Media Geométrica
Se calcul6 la Media Geométrica con los valores de CL50 para obtener el metal que

fue mas toxico para el grupo. Como grupo el metal més toxico fue Hg seguido de Cu, Zn, Ni

y Fe (Figura 16).
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Comparacién de las CL50 de Fe (las barras verticales indican+ 1 SD; n=5)
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Figura 15. Graficas con la comparacion de las CL50 de cada metal con los cuatro organismos prueba.
A) Comparacion de las CL50 de Cu, B) Comparacion de las CL50 de Fe, C) Comparacion de la CL50
de Hg, D) Comparacion de la CL50 de Ni, E) Comparacion de la CL50 de Zn.
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MEDIA GEOMETRICA

3004.1

Figura 16. Grafica de comparacion de valores obtenidos de la media geométrica de los metales Cu,

Hg, Fe, Ni y Zn para las cuatro especies de organismos planctonicos.

7.7 Bioconcentracion

7.7.1 Euchlanis dilatata
El peso seco de E. dilatata fue de 1.31 + 0.088 pg/individuo (media £ 1 DE, n = 5).

Los Factores de Bioconcentracion (FBC) de Cu, Fe, Hg, Ni y Zn se muestran en el Cuadro
6. El Zn tiene el valor mas alto de FBC, y Ni el valor mas bajo de FBC, Cu, también tuvo un
valor alto, aunque el Hg no es un microelemento, su FBC fue més grande que el de Fe y Ni
estos valores se obtuvieron después de 24 h de exposicion al CMOE de cada metal (Cuadro
6). La concentracion acumulada de cada metal en E. dilatata se determind después de una
exposicion de 24 h con los valores correspondientes a la CMOE de cada metal. Zn fue el
metal més acumulado en E. dilatata (pg/individual) seguido de Fe, Ni, Cu y Hg, la
concentracion acumulada de cada metal tuvo el siguiente orden decreciente: Zn > Fe > Ni >
Cu > Hg (Cuadro 6). Los valores de Carga Corporal Letal (CCL) mostraron que Hg, con una
concentracion interna de 3.75 pg/g tiene un efecto letal en el 50 % de la poblacion, mientras
que Zn requiere una concentracion de 321.79 pg/g para alcanzar el mismo efecto (Cuadro 6).

Cuando se compararon los valores de Carga Corporal Crénica para Inhibicion de la Ingestion
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(CCCimg) y reproduccion (CCCr») se encontr6d que el metal aumenta con el tiempo. En ambas
pruebas, Hg fue el mas toxico y Zn el menos toxico (Cuadro 6). Se calculd la Proporcion
Aguda Crénica (ACR= CL50/ MATCcrénico (Concentracion Méaxima Aceptable de Toxico)).
Los valores de ACR de las pruebas cronicas se presentan en el Cuadro 6, los resultados
muestran que los cinco metales la prueba de Ingestion fue mas sensible para E. dilatata y

solo el Ni tiene toxicidad crénica en las pruebas de “r”.

7.7.2 Paramecium caudatum
El peso seco de P. caudatum tue de 0.166 £ 0.026 pg/individuo (media = DE, n=5).

Los Factores de Bioconcentracion (FBC) de Cu, Fe, Hg, Ni, Zn se muestran en el Cuadro 7.
EL Hg tuvo el valor mas alto, seguido de Fe, Zn, Cu y Ni, estos valores se obtuvieron después
de 24 de exposicion al CMOE de cada metal. La concentracion acumulada de cada metal en
P. caudatum se determind después de una exposicion de 24 h con los valores
correspondientes a la CMOE de cada metal. Fe fue el metal que méas acumul6 P. caudatum
(ng/individual), seguido de Zn, Ni, Cuy Hg (Cuadro 7). La concentraciéon acumulada de cada
metal tuvo el siguiente orden: Fe > Zn > Ni > Cu > Hg (Cuadro 7). Los valores de Carga
Corporal Letal (CCL) mostraron a Cu y Hg, con una concentracion interna muy baja de
menos de 200 pg/g para tener un efecto letal en el 50 % de la poblacion (Cuadro 7), mientras
que Fe requiere una concentracion 30 veces mas alta para alcanzar el mismo efecto (Cuadro
7). Cuando se compararon los valores de Carga Corporal Cronica para la Inhibicion de la
Formacién de Vacuolas (CCCiry) y de la Inhibicion de Crecimiento (CCCoyic) se observo
que el Cu, Fe y Zn aumentan con el tiempo, no sucede asi con Ni. En la prueba de IFV Cu
fue el mas toxico y en la prueba de %IC fue Ni (Cuadro 7). Se calcul6 la Proporcion Aguda
Cronica (ACR= CL50/ MATCcsnico (Concentracion Maxima Aceptable de Toxico). Los
valores de ACR se presentan en el Cuadro 7, los resultados muestran que Zn presenta
toxicidad cronica en la prueba de Inhibicién de Vacuolas y Ni presenta toxicidad cronica en
la prueba de Inhibicioén de crecimiento, Cu, Fe y Hg tienen baja toxicidad crénica asociada

con ellos en ambas pruebas.
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Cuadro 6. Factor de Bioconcentracion (FBC), Carga Corporal Letal (CCL), Carga Corporal Cronica (CCCimg = Inhibicion de la ingestion, CCC~ .~
= Tasa Intrinseca de Crecimiento, y Concentracion de metal acumulado en Euchlanis dilatata correspondiente a la CMOE aguda de cada metal
después de 24 h de exposicion. ACRimg = Inhibicion de la Ingestion, ACR - = Tasa Intrinseca de Crecimiento. PS = Peso Seco (media = 1 DE, n=

5). Para todos los valores (media = 1 DE, n=3).

Concentracion | Concentracion inicial | Concentracion final de Carga corporal de FBC CCL | CCCmng | CCC»» | ACR | ACR
de metal de metal en solucion metal (ug metal por (ng/g (ng/g (ng/g Iing "
acumulada metal en solucion (ng/mL) individuo) PS) PS) PS)
calculada pg/g (ng/mL)
Cu | 4.79+0.03 2.41x10%+£3x 107 1.23x 103+ 1.1 x 10* 6.3x10°+4x 10710 1987.5 | 7.35 0.31 80.42 88.73 | 1.14
Fe | 1443+10.3 8.67x103+1.8x10? 8.29x10'+1.53x10% | 1.9x107+£1x 108 166.40 | 213.49 | 9.25 414.23 | 92.84 | 0.99
Hg | 1.02+0.22 1x103+1x107 7.3x10%4+5.7x 107 1.3x10°£3x 10" 1018 3.76 0.065 1.98 91.77 | 6.41
Ni | 13.36+1.01 24x102+£1.15x102* | 239x102+1.12x 102 | 1.75x10%+1x 10? 5498 |21.39 |0.687 7.14 92.40 | 44.76
Zn | 372.8£32.46 1.17x 102+£2.88 x 103 | 1.96 x 102+ 0.01106 49x107+4x10%® 3186 321.79 | 15.26 599.86 | 70.20 | 1.86

*Este valor se calculd de un experimento donde no hubo diferencia significativa entre la concentracion de metal inicial y final (Prueba Tukey, p =
0.726).

Cuadro 7. Factor de Bioconcentracion (FBC), Carga Corporal Letal (CCL), Carga Corporal Cronica (CCCiry = Inhibicién de la formacion de

vacuolas, CCCyyc = Tasa Inhibicion del crecimiento, y Concentracion de metal acumulado en Paramecium caudatum correspondiente a la CMOE
aguda de cada metal después de 24 h de exposicion. ACRirv = Inhibicion de la formacion de vacuolas, ACRe;ic = Inhibicion del crecimiento. PS =
Peso Seco (media = 1 DE, n= 5). Para todos los valores (media + 1 DE, n=3).

Concentracion | Concentracion inicial Concentracion final Carga corporal de FBC CCL CCCir | CCCu | ACR | ACR
de metal de de metal en solucion metal (ug metal por (ng/g v(pg/g | c(ngl/g IFV %IC
acumulada metal en solucion (ng/mL) individuo) PS) PS) PS)
calculada pg/g (ng/mL)
Cu 234.3 £0.92 15.04x 103+ 9x 1073 8.55x103+6x10° |3.9x108+1.5x101'° | 15581 182.3 73.5 11359 | 7.20 | 0.44
Fe 44721+ 77 2+7.5x 107 0.76+ 6.4 x 103 7.4x10°+1.3x108 | 22361 37264 | 28353 | 36828 | 2.48 1.87
Hg 7.45+0.68 233x104+£2x10°3 2.7x103+7x 107 1.2x10°+1.1x10'° | 31900 178.6 121.2 11685 | 4.43 0.91
Ni | 1479.7+£11.2 182.9x103+£2x 1073 0.142+£1.7x103 25x107+1.9x10° | 8088.8 | 2827.8 | 1933.2 | 541.1 3.48 22.03
Zn | 16337.3+£289 | 990.3x10°+8x 107 538 x103£1.5x10° | 2.7x10%+4.8x10® | 16546 12240 | 53942 90233 | 232 |2.76

*Este valor se calculd de un experimento donde no hubo diferencia significativa entre la concentracion de metal inicial y final (Prueba Tukey, p =
0.726).
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7.8 Phen Green

7.8.1 Euchlanis dilatata
Se realizaron los experimentos con el colorante Phen Green (PG) a dos tiempos de

exposicion a los 30 min y 1h, la concentracion a la cual se expusieron los organismos fue la
CL50 de cada metal, se observd disminucion de fluorescencia después de 1h en todos los
tratamientos, esto significa un aumento en la acumulacion de metal en E. dilatata (Figura
17). De acuerdo a los resultados, el Zn fue el metal mas lento para acumularse después de 30
min de exposicion, Hg y Ni tuvieron una acumulacion similar después de 30 min, y el metal
que se acumuld mas rapido fue Cu (Figura 17). Después de 1 h el Ni fue el metal mas
acumulado en el rotifero (Figura 17). A través del colorante PG, se determin6 la acumulacioén
de los metales en los diferentes 6rganos del rotifero. Debido a que el rotifero es un organismo
de alimentacion por filtro, en todos los tratamientos, el estbmago fue el 6rgano principal
donde se acumularon los metales (Figura 18). El control negativo y Cu (Figura 18aCu)
mostraron la fluorescencia mas alta en el trophi y la vejiga. El Fe presenta mas 6rganos de
acumulacion: mastax, retractores laterales de la corona, trophi y vejiga (Figura 18aFe). El Hg
afecto principalmente los retractores laterales de la corona y el trophi. (Figura 18aHg). EI Ni
se acumulo en el vitelario y la vejiga (Figura 18aHg). Zn se encontr6 en mastax y los
retractores laterales de la corona (Figura 18aZn). En la Figura 18 en la columna 3 (d) muestra
la disminucién en la fluorescencia en todos los tratamientos después de 1 h de exposicion

con los metales probados.

70



80 . T . . T T

70

[ 11n

I 30 min
60

50 r

40 | .

UF

c,d
30 B d,e

e, f
20 r f’g

10

Control Cu Fe Hg Ni Zn
Metal

Figura 17. Comparacion entre las medias de las unidades de fluorescencia obtenidas en los dos
tratamientos con el colorante Phen Green en Fuchlanis dilatata. (30 min y 1 h de exposicion a los
metales). N = 30, Media + Error Estandar, letras iguales no hay diferencias significativas, p<0.05.

71



Figura 18. Control
negativo de FEuchlanis
dilatata expuesto 15 min
a PG, el color verde indica
acumulacion de metal.
Barra blanca =20 um, a =
luz ultravioleta, b = luz
blanca, ¢ = brillo y
contraste modificados, d
= exposicion 1 h. Trofos =
ti, estbmago = st, vejiga =
br, mastax = mt, vitelario
= vm, retractores laterales
de la corona = Irc. n = 20.
Las figuras a, b y c,
corresponden a 30 min de
exposicion.
Magnificacion = 200x.




7.8.2 Paramecium caudatum
Se realizaron los experimentos con el colorante Phen Green (PG) a dos tiempos de

exposicion a 1 h'y 24 h, la concentracion a la cual se expusieron los organismos fue la CL50
de cada metal en el tiempo de exposicion de 1 h y CMOE en el tiempo de exposicion de 24h,
no se observo diferencias en la fluorescencia entre ambos tratamientos para Fe, Hg, Ni, Zn,
en el caso de Cu se observa mayor fluorescencia a las 24 h (Figura 19). De acuerdo a los
resultados, Cu fue el metal mas lento para acumularse después de 24h de exposicion, Fe, Ni
y Zn tuvieron una acumulacion similar después de 1 h 'y 24 h, y el metal que se acumuld mas

rapido fue Hg en ambos tratamientos (Figura 19).

A través del colorante PG, se determind la acumulacion de los metales en P.
caudatum. Los controles a 1 h y 24 h mostraron una morfologia normal, podemos observar
el macronucleo, las vacuolas digestivas y las vacuolas contréctiles (Figuras 20 aC y cC), en
la Figuras 20 bC y dC se pueden observar los cilios. En el tiempo de exposicion a 1 h de Cu
se observa vacuolizacion del citoplasma, aunque la forma de las vacuolas no se obseva bien
definida y el macronticleo se observa de un tamafio mucho mayor (Figuras 20 aCu y bCu),
al tiempo de exposicion de 24 h se observa el macronucleo y pequefias vacuolas (Figura 20
cCu) y en la Figura 20 dCu se observan granulos oscuros sin fluorescencia. Al exponer a P.
caudatum a Fe durante 1h se observan vacuolas bien definidas y el macrontcleo mantiene su
forma (Figura 20 aFe). En la Figura 20 bFe se pueden ver estructuras oscuras. Al exponer P.
caudatum a Fe 24 h se observan mayor nimero de vacuolas y granulos fluorescentes (Figuras
20 cFe y dFe). En la exposicion de Hg durante 1h se observa que la forma de P. caudatum se
mantiene, pero no se distingue los organelos, se observan granulos fluorescentes (Figura 20
aHg), en la Figura 20 bHg se observan granulos fluorescentes y oscuros. En el tiempo de
exposicion a 24 h se observa el macrontcleo y pequeiias vacuolas con un punto mas brillante
dentro de ellas (Figura 20 cHg) y en la Figura 20 dHg se pueden observar granulos oscuros.
P. caudatum al exponerlo 1h a Ni conserva su forma y podemos observar el macrontcleo,
vacuolas contractiles, vacuolas digestivas pequeiias y el surco oral (Figuras 20 aNi y bNi), al
exponerlo 24 h solo se observa un macronucleo grande y granulos fluorescentes (Figuras cNi

y dNi). A 1 h de exposicidon a Zn, P. caudatum conservd su forma y se pueden observar
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organelos como vacuolas contractiles, digestivas y el macrontcleo (Figuras 20 aZn y bZn),

al exponerlo por 24 h se observan pequenas vacuolas digestivas (Figuras cZn y dZn).
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Figura 19. Comparacion entre las medias de las unidades de fluorescencia obtenidas en los dos
tratamientos con el colorante Phen Green en Paramecium caudatum (30 min y 1 h de exposicion a
los metales), N = 30, Media + Error Estandar, p<0.05.
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Figura 20. Control
negativo de Paramecium
caudatum expuesto 15
min a PG, el color verde
indica acumulacion de
metal. Barra blanca = 20
um, a y b = luz
ultravioleta, ¢ y d = luz
blanca, Cil = Cilios, Mac
= Macronucleo, So =
Surco oral, Vc = Vacuola
contractil Vd = Vacuola
digestiva. Las figuras a y
b corresponden a 1 h de
exposicion de metal, ¢ y d
corresponden a 24 h de
exposicion de metal.
Magnificacion = 200x.
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7.9. Distribucion de sensibilidad de especies (DSE)
Las DSE se construyeron utilizando datos agudos y crénicos de los 4 grupos de

organismos planctonicos utilizados en este trabajo principalmente (algas verdes, rotiferos,
ciliados y cladéceros). Los datos de CL50 utilizados para la construccion de la DSE son a

24h, los datos agudos a 24h para algas verdes son escasos.

Para la DSE Aguda de Cu se utilizaron 20 especies (Figura 21). El valor HCS fue de
3.466 png/L y el valor de HC50 fue de 104.296 ng/L (Cuadro 8). En la DSE Crénica de Cu
se utilizaron 14 especies (Figura 22). El valor HCS fue de 1.252 pg/L y el valor de HC50 fue
de 52.619 pg/L.

En la construccion de la DSE Aguda de Fe se utilizaron 9 especies (Figura 23). El
valor HC5S fue de 61.431 pug/L y el valor de HC50 fue de 708.426 nug/L (Cuadro 8). En la
DSE Cronica de Fe se utilizaron 12 especies (Figura 24). El valor HC5 fue de 5.635 pg/Ly
el valor de HC50 fue de 475.175 ng/L.

En la construccion de la DSE Aguda de Hg se utilizaron 9 especies (Figura 25). El
valor HCS fue de 0.222 pg/L y el valor de HC50 fue de 60.237 pug/L (Cuadro 8). En la DSE
Cronica de Hg se utilizaron 13 especies (Figura 26). El valor HC5 fue de 0.184 pg/L y el
valor de HC50 fue de 31.156 pg/L.

Para la construccion de la DSE Aguda para Ni se utilizaron 16 especies (Figura 27).
El valor HCS fue de 150.755 pg/L y el valor de HC50 fue de 2300 pg/L (Cuadro 8). En la
DSE Cronica para Ni se utilizaron 13 especies (Figura 28). El valor HCS fue de 17.910 pg/L
y el valor de HC50 fue de 168.992 ng/L.

En la construccion de la DSE Aguda para Zn se utilizaron 22 especies (Figura 29). El
valor HCS fue de 26.018 pg/L y el valor de HC50 fue de 1290 pg/L (Cuadro 8). En la DSE
Cronica para Zn se utilizaron 17 especies (Figura 30). El valor HC5 fue de 5.064 pg/L y el
valor de HC50 fue de 611.146 pg/L.
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Figura 21. Grafica de Distribucion de Sensibilidad de Especies basada en datos agudos (CL50 pg/L)
para Cu. El nimero entre paréntesis indica la referencia. Las especies sin referencia son las estudiadas
en este trabajo. (1) Abraham et al., 2017; (6) Cairns et al., 1978; (7) Couillard, 1989; (10) Deleebeeck
et al., 2009; (11) Diaz et al., 2006; (12) Enesco et al., 1989; (14) Gaete y Chavez 2008; (16)
Hawryshyn y Mackay, 1979, (24) Mano et al., 2011; (28) Pudpong y Chantangsi, 2015; (33) Snell et
al., 1991; (34) Wong 1992.
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Figura 22. Grafica de Distribucion de Sensibilidad de Especies basada en datos cronicos (CES0 pg/L)
para Cu. El nimero entre paréntesis indica la referencia. Las especies sin referencia son las estudiadas
en este trabajo. lIng = Inhibicion de la Ingestion, “r” = Tasa Intrinseca de crecimiento, %IC = % de
Inhibicion del crecimiento, IFV = Inhibicion de la formacion de vacuolas. (3) Bartlett e al., 1974;
(4) Berrebaan et al., 2018; (6) Cairns et al. 1978; (8) Cowgill y Milazzo, 1991; (13) Ferrando y

Andreu, 1993; (23) Magdaleno et al. 2013.
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Distribucion de sensibilidad de especies
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Figura 23. Grafica de Distribucion de Sensibilidad de Especies basada en datos agudos (CL50 pg/L)
para Fe. El nimero entre paréntesis indica la referencia. Las especies sin referencia son las estudiadas
en este trabajo. (20) Klimek et al., 2013, (29) Santos-Medrano y Rico-Martinez, 2013; (30) Santos-
Medrano y Rico-Martinez, 2015.
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Figura 24. Grafica de Distribucion de Sensibilidad de Especies basada en datos cronicos (CES0 pg/L)
para Fe. El nimero entre paréntesis indica la referencia. Las especies sin referencia son las estudiadas
en este trabajo. IlIng = Inhibicion de la Ingestion, “r” = Tasa Intrinseca de crecimiento, %IC = % de
Inhibicion del crecimiento, IFV = Inhibicion de la formacion de vacuolas. (2) Arbildua ef al., 2016;

(4) Berrebaan et al., 2018; (30) Santos-Medrano y Rico-Martinez, 2015.
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Figura 25. Grafica de Distribucion de Sensibilidad de Especies basada en datos agudos (CL50 pg/L)
para Hg. El nimero entre paréntesis indica la referencia. Las especies sin referencia son las estudiadas
en este trabajo. (5) Burbank y Snell, 1994; (7) Couillard, 1989; (21) Li et al., 2012.
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Figura 26. Grafica de Distribucion de Sensibilidad de Especies basada en datos cronicos (CESO ug/L)
para Hg. El nimero entre paréntesis indica la referencia. Las especies sin referencia son las estudiadas
en este trabajo. IlIng = Inhibicion de la Ingestion, “r” = Tasa Intrinseca de crecimiento, %IC = % de
Inhibicion del crecimiento, IFV = Inhibicion de la formacion de vacuolas. (4) Berrebaan et al., 2018;

(9) De Coen et al., 1998; (21) Li et al., 2012; (26) Mu et al., 2014
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Distribucion de sensibilidad de especies
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Figura 27. Grafica de Distribucion de Sensibilidad de Especies basada en datos agudos (CL50 ug/L)
para Ni. El nimero entre paréntesis indica la referencia. Las especies sin referencia son las estudiadas
en este trabajo. (1) Abraham et al., 2017; (22) Madoni, 2000; (32) Shuhaimi-Othman et al., 2014;
(33) Snell et al., 1991; (34) Wong, 1992.

Distribucion de sensibilidad de especies

+ HC5

Nannoclorg
0.9+
Chlogaffa sp. (10)
08 Ankistrodesmus falcatus (10)
07k Paramecium caudatum (IFV) +

Moina macrocopa

o
)
T

Scenedesmus acuminatus (10) =
Desmodesmus spinosus (10)

'» Chlamydomonas sp. (10)

Proporcion afectada
o =]
~ [}
T T

® Euchlanis dilatata ("r")

0.3 * Daphnia sp. (26)

021 Paramecium caudatum (%IC)

0.1
0 I I I I ]
0.5 1 1.5 2 25 3 3.5 4

Log Conc. Ni ug/Il

Figura 28. Grafica de Distribucion de Sensibilidad de Especies basada en datos crénicos (CE50
ug/L) para Ni. El nimero entre paréntesis indica la referencia. Las especies sin referencia son las
estudiadas en este trabajo. IIng = Inhibicion de la Ingestion, “r” = Tasa Intrinseca de crecimiento,
%IC = % de Inhibicion del crecimiento, IFV = Inhibicién de la formacion de vacuolas. (10)

Deleebeeck et al., 2009; (19) Keithly et al., 2004; (26) Mu et al., 2014.
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Distribucion de sensibilidad de especies
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Figura 29. Grafica de Distribucion de Sensibilidad de Especies basada en datos agudos (CL50 ug/L)
para Zn. El nimero entre paréntesis indica la referencia. Las especies sin referencia son las estudiadas
en este trabajo. (1) Abraham et al., 2017; (7) Couillard, 1989; (14) Gaete y Chavez, 2008; (15) Gong
et al., 2014; (18) Juarez-Franco et al., 2007; (20) Klimek et al., 2013; (24) Mano et al., 2011; (27)
Nelson y Roline, 1998; (28) Pudpong y Chantangsi, 2015; (29) Santos-Medrano y Rico-Martinez,
2013; (30) Santos-Medrano y Rico-Martinez, 2015; (31) Sarma et al., 2007; (34) Wong, 1992.
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Figura 30. Grafica de Distribucion de Sensibilidad de Especies basada en datos cronicos (CES0 pg/L)
para Zn. El nimero entre paréntesis indica la referencia. Las especies sin referencia son las estudiadas
en este trabajo. Iing = Inhibicion de la Ingestion, “r” = Tasa Intrinseca de crecimiento, %IC = % de
Inhibicion del crecimiento, IFV = Inhibicion de la formacion de vacuolas. (4) Berrebaan et al.,
2018;(17) Jawecki et al., 2011; (21) Li et al., 2012; (23) Magdaleno et al., 2013; (25) Monteiro et al.,
2011; (30) Santos-Medrano y Rico-Martinez, 2015
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Cuadro 8. Distribucion de Sensibilidad de Especies. Datos Agudos y Cronicos.

HCp pg/L LC
Cu Aguda 5 3.466 0.782-15.358
50 104.296 43.256-251.469
Cu Cronica 5 1.252 0.163-9.587
50 52.619 17.058-162.312
Fe Aguda 5 61.431 12.581-299.952
50 708.426 272.179-1840
Fe Cronica 5 5.635 0.414-76.652
50 475.175 101.376-2230
Hg Aguda 5 0.222 0.0059-8.343
50 60.237 6.316-574.453
Hg Croénica 5 0.184 0.0092-3.697
50 31.156 5.861-165.597
Ni Aguda 5 150.755 38.087-596.701
50 2300 1030-5120
Ni Cronica 5 17.910 5.033-63.726
50 168.992 83.233-343.108
Zn Aguda 5 26.018 5.065-133.659
50 1290 497.949-3370
Zn Croénica 5 5.064 0.514-49.838
50 611.146 154.010-2430
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8. Discusion
Este trabajo es el primero en integrar resultados de FBC, sitios de entrada y

acumulacion y mecanismos de absorcion de cinco metales en el rotifero Euchlanis dilatata 'y
el ciliado Paramecium caudatum correlacionando estos valores con los de pruebas agudas y
cronicas (valores reales) y carga corporal aguda y cronica y su relacion con la toxicidad.
También se realizaron pruebas agudas y cronica con el alga verde Nannochloropsis oculata
y el cladécero Moina macrocopa. Este analisis integral ayuda a comprender mejor los

mecanismos que estos metales ejercen sobre los organismos plancténicos.

8.1 Nannochloropsis oculata
En relacion con la CL50, N. oculata es mas sensible a Cu 'y Hg. El orden de toxicidad

es Cu=Hg > Ni > Zn > Fe, se necesitan concentraciones muy altas de Fe, N1y Zn para que
se presenten efectos letales. Al comparar los valores de CL10 Cu es mas toxico. Los datos
de CL50 a 24 h con algas verdes son muy escasos. Li ef al. (2012) reporto CL50 de 1460
ng/L, 2150 pg/L, 4830 pug/L de Hg para Chlamydomonas reinhardtii, Scenedesmus obliquus
y Chlorella pyrenoidosa respectivamente, N. Oculata es 4 veces mas sensible a Hg (370.8
ng/L) que Chlamydomonas reinhardtii (Figura 25). N. oculata es el organismo menos

sensible de los cuatro utilizados en este trabajo a los 5 metales en las pruebas agudas.

Con respecto a la CE50 el metal mas toxico fue Cu, el orden de toxicidad es Cu > Hg
> Ni > Zn > Fe. El valor de CE50 de Cu para N. oculata 61.39 ng/L, Bartlett et al. (1974)
reporta un valor de CE50 de Cu de 50 pg/L, estos valores son muy cercanos, otras algas
menos sensibles a Cu reportadas son: Ceriodaphnia dubia, Chlorella ellipsoidea,
Scenedesmus quadricauda con CE50 de 357 pg/L (Cowgill y Milazzo, 1991), 489 ng/L
(Magdaleno et al., 2013), 8000 pg/L (Cairns et al., 1978) respectivamente (Figura 22). Las
algas requieren como Cu como micronutriente para su crecimiento y reproduccion, pero el
exceso de cobre es altamente toxico para la mayoria de las algas (Guanzon et al., 1994). N.
oculata (CE50 = 132.5 pg/L) es mas sensible a Hg comparada con otras especies como:
Scenedesmus obliquus (160 pg/L, Li et al., 2012), Chlamydomonas reinhardtii (390 pg/L,
Li et al., 2012), Pseudokirchneriella subcapitata (426 pg/L, Barrebaan et al., 2018),
Chlorella pyrenoidosa (440 ng/L, Li et al., 2012). (Figura 26). El Hg es un metal no esencial

y muy toxico con capacidad redox que puede aumentar el estado oxidante al reducir la reserva
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antioxidante (Okamoto et al., 2001). Comparada con Pseudokirchneriella subcapitata (CE50
= 11330 pg/L, Arbildua et al., 2016) y Pseudokirchneriella subcapitata (CE50 = 5662 ng/L,
Barrebaan et al., 2018), N. oculata (CES0 = 3755 ng/L) es mas sensible a Fe (Figura 24). N.
oculata (CE50 = 2519 ng/L) es muy tolerante a Ni comparada con otras especies de alga
como: Chlamydomonas sp. (CES0 = 147 ng/L), Desmodesmus spinosus (CES0 =171 pg/L),
Scenedesmus acuminatus (CE50 = 189 nug/L) y Ankistrodesmus falcatus (CE50 =394 pg/L),
Chlorella sp.(CE50 = 1430 ng/L) (Deleebeeck et al., 2009) (Figura 28). De las especies con
las que se compara la sensibilidad de N. oculata (CES0 = 2867 nug/L) a Zn se observan
especies mas sensibles como: Pseudokirchneriella subcapitata (CES50 = 67 ng/L, Barrebaan
et al., 2018), Chlorella ellipsoidea (CES0 = 250 pg/L, Magdaleno et al, 2013), y menos
sensibles como: Scenedesmus obliquus (CES0 = 14020 pg/L, Li et al., 2013), Scenedesmus
obliguus (CE50 = 16990 ng/L, Monteiro et al., 2013), Chlamydomonas reinhardtii (CE50
=47520 ug/L, Liet al., 2013) y Chlorella pyrenoidosa (CE50 = 47520 pg/L, Liet al., 2013)
(Figura 30). Zn es un elemento traza esencial, sin embargo, llega a ser toxico en altas
concentraciones, puede disminuir la division celular, movilidad y contenido de clorofila total
(Omar, 2002), estos efectos se relacionan a la unién con grupos-SH de proteinas en la

membrana plasmatica (Nalimova et al., 2005).

En las algas, la toxicidad resulta principalmente de la union de los metales a los
grupos sulthidrilo de las proteinas o a la alteracion de la estructura de la proteina o al
desplazamiento de un elemento esencial. Los metales pueden romper el equilibrio oxidativo
de las algas, induciendo enzimas antioxidantes como SOD, GPX y APX (Arunakumara and

Xuecheng, 2008).

8.2 Euchlanis. dilatata
En relacion con la CL50, el Hg, el tinico metal no traza utilizado en este trabajo es el

mas téxico junto con Cu. El orden de toxicidad de los metales probados es Hg = Cu > Zn >
Ni > Fe. Comparando los valores de CL10, Cu es mas toxico que Hg. En términos de Carga
Corporal Letal (CCL) y Carga Corporal Crénica de ambas pruebas Inhibicion de la Ingestion
y Tasa Intrinseca de crecimiento (CCCimg, CCCr»), el Hg es mas toxico (Cuadro 6). Este

trabajo es uno de los pocos en el cual se ha calculado la carga corporal en rotiferos. La Carga
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Corporal es importante porque permiten comprender la concentracién de un téxico que los
organismos son capaces de tolerar antes de que ocurran efectos adversos (tanto cronicos
como letales). Proporciona informacion 1til, estudios centrados en la bioacumulacion podrian
utilizar los datos de Carga Corporal para integrar el analisis de toxicidad y decidir si la

concentracion del toxico recolectado en el campo podria causar efectos adversos.

El mecanismo de toxicidad del metal observado a través de los valores agudos y
cronicos muestra que E. dilatata reduce su tasa de ingestion a concentraciones muy bajas
(EC501mg = 0.064 pg / L para Hg en el Cuadro 3) para casi todos los metales. Sin embargo,
el efecto sobre la reproduccion se observa a concentraciones cercanas o superiores a los
valores de CL50 (ver Cuadro 3). Estos resultados, tomados en conjunto, sugieren un
mecanismo uniforme en el que la toxicidad del metal inhibe la tasa de ingestion, pero no
afecta la reproduccion de manera significativa. Gilbert y Starkweather (1977) afirmaron que
los rotiferos tienen la capacidad de seleccionar particulas que pueden pasar al mastax y cuales
son desviadas y no conducen al sistema digestivo, esto es posible por la presencia de cirros
en el pseudotrochus. Esta capacidad esta regulada por el sistema nervioso, por lo tanto, un
toxico puede alterar esta respuesta e inducir una paralisis que podria manifestarse como una
reduccion de la ingestion (Ferrando y Andreu 1993). Otra posibilidad es que el rotifero pueda
seleccionar las células de las algas que no tienen iones metalicos adheridos en su superficie
por medio de los cilios adheridos al mastax (Clément et al., 1980). Por lo tanto, E. dilatata
puede reducir los efectos adversos sobre la reproduccion eligiendo las particulas de algas
menos intoxicadas durante las pruebas de reproduccion crénica de 5 dias. El efecto de
mortalidad entonces afecta la reproduccion como se observa cuando se compara los valores
de CL50 y CE50~ (Cuadro 3). La reproduccion en E. dilatata se afecta ligeramente por los
metales. De hecho, los valores de CE50 para Cu, Fe y Zn son mads altos que los valores de
CL50. Esta resistencia a los efectos sobre la reproduccion de los metales puede deberse
también a que Cu, Fe y Zn generan la produccion de lipidos en N. oculata (Dou et al., 2013).
Por tanto, las microalgas pueden absorber una mayor cantidad de iones metalicos
contribuyendo al crecimiento de E. dilatata por la presencia de una mayor cantidad de
contenido lipidico en los alimentos y mejorando la resistencia contra los metales por la

ingesta de algas (Jeon et al., 2010).
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El uso de Phen Green nos permite determinar la velocidad de concentracion de los
metales. Después de 30 min de exposicion: Cu> Fe> Hg = Ni> Zn. Esta disposicion varid
después de 1 h de exposicion: Ni> Cu> Fe> Hg = Zn. Esto es muy interesante porque el Hg
(que es el unico metal sin trazas utilizado en este trabajo) esta entre los mas lentos en
concentrarse, pero es el mas toxico. Phen Green se une a cationes divalentes, y nuestros
resultados podrian sugerir que el rotifero E. dilatata tiene mecanismos para permitir la
entrada mas rapida de metales traza en oposicion a los metales no traza como el Hg. Ademas,
con el Phen Green se determina que el 6rgano principal para la acumulacion de los cinco
metales es el estbmago y que cada metal individual tiene diferentes sitios de acumulacion:
Cu se encontr6 en los trofos y la vejiga, Fe en el mastax y los retractores laterales de la corona
y el trofos, Ni en el vitelario. y vejiga, Zn en mastax y retractores laterales de corona y Hg
en retractores laterales de corona y el trofos. Varios autores han usado diferentes técnicas
para determinar la acumulacion de metales dentro de los rotiferos. Alvarado-Flores et al.
(2012), determind plomo en B. calyciflorus (mastax, estobmago, y vitelario) mediante
colorante Leadmium Green AM. Woelfl ef al. (2016) utilizaron espectrometria de
fluorescencia de rayos X de reflexion total para determinar elementos traza en todo el cuerpo
en diferentes especies de rotiferos. Alvarado-Flores y Rico-Martinez (2017) determinaron la
distribucion de plomo en L. quadridentata (mastax y estdbmago). Jiang et al. (2017) describe
la acumulacion de mercurio en B. plicatilis (higado, rifion, gonada, musculo y estomago)
utilizando AIEgen como sonda fluorescente. Segun los resultados obtenidos en las pruebas
de fluorescencia (Figura 12) y segun lo observado por Alvarado-Flores et al. (2012);
Alvarado-Flores y Rico-Martinez 2017) y Jiang et al. (2017), el estobmago es el principal
organo donde se acumulan los metales. En la Figura 12aC se modificaron el contraste y brillo
y se observan puntos fluorescentes en todo el cuerpo de E. dilatata, esto sugiere que puede
ser calcio, estos puntos no se observan cuando se agregaron los metales y se confirma lo
observado por Herndndez-Ruiz et al. (2016) quienes observaron una descalcificacion en L.

quadridentata y B. calyciflorus cuando se intoxicaron con cromo.

Los valores reportados para E. dilatata en este trabajo son similares a los reportados
en la literatura. Las proporciones de CL50 de E. dilatata a otras especies de rotiferos para Cu

tienen un rango de 7 a 54 pg/L para Brachionus calyciflorus y Brachionus patulus
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respectivamente, mostrando una mayor sensibilidad E. dilatata (Figura 21), en cambio para
Fe es menos sensible en promedio en un factor de 3 (Figura 23). Burbank y Snell (1994)
reportan una CL50 de 0.60 pg/L de Hg para Brachionus calyciflorus seis veces menos que
la concentracion para E. dilatata (Figura 25). Sin embargo, el Ni produce efectos letales en
E. dilatata a 389 pg/L, a diferencia de los resultados de Snell ef al., (1991) para Brachionus
calyciflorus (4000 ng/L) (Figura 27). El rango de CL50 de Zn para diferentes especies de
organismos de rotiferos es variables va desde 154.4 ng/L para Lecane inermis hasta 2270
ng/L para Brachionus havanaensis, El valor de CL50 para E. dilatata (101 pg/L) es cercano

al de L. inermis, pero 22 veces menor al de B. havanaensis (Figura 29).

Los valores de CE50.» para E. dilata estan en general en el rango de los de la
literatura cientifica para cladoceros y rotiferos. Mu ef al. (2014) reportan un valor de CE50
= 21.54 pg/L y 9.21 ng/L de Hg para Brachionus calyciflorus y Ceriodaphnia dubia
respectivamente y De Coen et al. (1998) reportan una CE 50 = 60 pug/L para Daphnia magna,
estos resultados son mayores que el CE50 de E. dilatata (1.95 pg/L) (Figura 26). La CE50 7"
para E. dilatata es de 129.9 ng/L de Ni, muy similar al resultado de Mu et al. (2014) para D.
magna (CE50 = 127.11 pg/L) (Figura 28).

Los resultados de la evaluacion de la Inhibicion de la tasa ingestion (IIng)con E.
dilatata muestran que es mas sensible que la prueba de reproduccion en las Figuras 21, 23,
25, 27, 29 podemos observar la sensibilidad de la prueba de Inhibicion de la ingestion

comparada con otras especies planctonicas con cada uno de los metales estudiados.

Luego de una exposicion de 24 h con el valor de LOEC respectivo para cada metal,
la acumulacion de E. dilatata tiene el siguiente patron de mayor a menor concentracion: Zn>
Fe> Ni> Cu> Hg, al compararlo con otras especies de rotiferos encontramos diferencias en
el patrén de acumulacion: Asplanchna sieboldii, Fe> Cu> Zn> Ni, Brachionus calyciflorus,
Fe> Cu> Zn> Ni, Brachionus cf. diversicornis, Fe> Zn> Ni> Cu, y Brachionus falcatus, Fe>

Zn> Ni> Cu (Cuadro 9). La acumulacion de Cu en E. dilatata (4.79 png/g) es similar a los
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Cuadro 9. Concentracion de metal en diferentes especies.

Especie ng/g Referencia Especie ng/g Referencia

Cu Ni

Asplanchna sieboldii 85.6 Woelfl et al., 2016 Asplanchna sieboldii 74 Woelfl et al., 2016
Asplanchna sp. 4.9 Woelfl et al., 2016 Asplanchna sp. 16.7 Woelfl et al., 2016
Bosmina longispina 26 Tulonen et al., 2006 Brachionus calyciflorus 7.8 Woelfl et al., 2016
Brachionus calyciflorus 11.2 Woelfl et al., 2016 Brachionus cf. diversicornis ~ 14.2 Woelfl et al., 2016
Brachionus cf. diversicornis 5.7 Woelfl et al., 2016 Brachionus falcatus 12.2 Woelfl et al., 2016
Brachionus falcatus 53 Woelfl et al., 2016 Euchlanis dilatata 13.36 Este trabajo
Euchlanis dilatata 4.79 Este trabajo Philodina sp 8.5 Woelfl et al., 2016
Keratella cochlearis 53 Tulonen et al., 2006 Paramecium caudatum 1479.7 Este trabajo
Paramecium caudatum 2343 Este trabajo

Philodina sp. 6.9 Woelfl et al., 2016

Fe Zn

Asplanchna sieboldii 1670 Woelfl et al., 2016 Asplanchna sieboldii 64.2 Woelfl et al., 2016
Asplanchna sp. 167 Woelfl et al., 2016 Asplanchna sp. 33.6 Woelfl et al., 2016
Brachionus calyciflorus 230 Woelfl et al., 2016 Bosmina longispina 432 Tulonen et al., 2006
Brachionus cf. diversicornis 181 Woelfl et al., 2016 Brachionus calyciflorus 29.9 Woelfl et al., 2016
Brachionus falcatus 282 Woelfl et al., 2016 Brachionus cf. diversicornis  32.7 Woelfl et al., 2016
Euchlanis dilatata 1443 Este trabajo Brachionus falcatus 56.8 Woelfl et al., 2016
Philodina sp 1250 Woelfl et al., 2016 Ceriodaphnia quadrangula 258 Tulonen et al., 2006
Paramecium caudatum 44721 Este trabajo Euchlanis dilatata 372.8 Este trabajo

Hg Keratella cochlearis 145 Tulonen et al., 2006
Daphnia magna 4 Enserink et al., 1991 Philodina sp 33.5 Woelfl et al., 2016
Euchlanis dilatata 1.02 Este trabajo Paramecium caudatum 16337.3 Este trabajo
Paramecium caudatum 7.45 Este trabajo

valores de B. cf. diversicornis (5.7 ug/g) y B. falcatus (5.3 ng/g), el intervalo de acumulacion
de Fe en las diferentes especies de rotiferos es de 181-1670 ng/g y el valor de E. dilatata
(144.3 pg/g) esta dentro del intervalo. Enserink ef al., (1991) reportaron una acumulacion de
Hg de 4 pg/g para D. magna esto es 5 veces mas que lo observado en E. dilatata (1.02 pg/g).
La acumulacion de Ni es muy similar entre las especies B. cf diversicornis (14.2 pg/g), B.
falcatus (12.2 ng/g) y E. dilatata (13.36 ng/g). El intervalo de concentracion mas alto entre
rotiferos y cladoceros lo presentd el Zn de 29.9 (B. calyciflorus) a 432 ug/g (Bosmina
longispina), el valor de E. dilatata fue el segundo mas alto (372.8 pg/g) (Cuadro 6 y 9).

Enserink et al. (1991) determinaron valores de BCF para D. magna con el siguiente
patron decreciente, Hg> Zn> Cu> Ni, siendo éste diferente al encontrado con E. dilatata Cu>
Zn> Hg> Fe> Ni, por lo tanto, solo coinciden en Ni con el BCF mas bajo (54,98)
respectivamente. El rango de BCF registrado para E. dilatata (Cuadro 6) fue de 54.95 (Ni) a
3189 (Zn) por lo tanto, segiin la Comision Europea (1996) se recomienda que un BFC > 100

incluyendo metales sea clasificado como posiblemente peligroso.
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8.3 Paramecium caudatum
En relacion con CL50, Hg es el metal més toxico para P. caudatum, seguido por Cu.

El orden de toxicidad de los metales probados es Hg > Cu > Ni > Zn > Fe. Comparando los
valores de CL10, Hg también es el mas toxico (Cuadro 4). En términos de CCL, P. caudatum
fue mas sensible a Hg, de acuerdo con la CCCiry fue mas sensible a Cu de acuerdo con la

CCCuic es Ni (Cuadro 7).

El mecanismo de toxicidad del metal observado a través de los valores agudos y
cronicos muestra que P. caudatum reduce su tasa de inhibicion de vacuolas a concentraciones
bajas de Cu y Hg (Cuadro 3). Sin embargo, el efecto sobre la reproduccion se observa a
concentraciones cercanas o superiores a los valores de CL50 (Cuadro 3). Rehman et al.
(2010) sugieren que P. caudatum podria eliminar metales del medio después de 96 horas de
incubacidn, Shakoori et al. (2004), Madoni y Romeo (2006) y Rehman et al. (2008, 2009)
han reportado protozoos resistentes a los metales en aguas residuales y ambientes

contaminados por metales.

El uso del colorante Phen Green permite determinar la velocidad de concentracion de
los metales. Después de 1 h de exposicion: Hg > Fe = Ni = Zn = Cu. Al exponerlo 24 h, Cu
fue el mas lento en acumularse: Hg > Fe = Ni = Zn > Cu, estudios reportan que los ciliados
son mas sensibles a Cu y su concentracion se ve menos eficiente que en otros
microorganismos (Diaz et al., 2006; Abraham et al., 2017). Hg es el metal que més rapido se
acumula y el mas toxico, Soto et al. (2018) encontraron que los protistas incorporan Hg
pasivamente desde la fase disuelta y activamente a través del consumo y / o la union del
picoplancton portador de Hg y que las caracteristicas morfoldgicas de los protistas como la
superficie celular probablemente favorecen la absorcion de Hg. Los metales Fe, Ni y Zn se
concentraron a la misma velocidad en los dos tiempos de exposicion, Fe y Zn fueron los
menos toxicos, la tolerancia de los ciliados a Zn tal vez se explique porque las MTs
(Metalotioneinas) pueden ser también inducida por Zn (Diaz et al., 2006; Somasundaram et
al., 2018). En presencia de metales la expresion de genes MT se incrementa, ayudando a la

detoxificacion (Martin-Gonzalez et al., 2006, Somasundaram et al., 2018).

Los ciliados expuestos a metales pierden su integridad morfolédgica (redondeandose)

(Pudpong y Chantangsi, 2015) y sus movimientos se ralentizan (Wanick et al., 2008).
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También pueden mostrar vacuolizacion intracelular, deformidades morfologicas y ruptura
celular después de la acumulaciéon de metales (Pudpong y Chantangsi, 2015, Madoni y
Romeo 2006). Mediante el PG observamos vacuolizacion del citoplasma en P. caudatum
expuesto 1h a Cuy a 24h a Fe. Al exponerlo a Hg durante 1 h, 24 h y a Ni 24h se observa
granulos fluorescentes en el citoplasma, posiblemente los granulos consistan en complejos
formados por los cationes metalicos y metalotioneinas (Abraham et al., 2017) estos granulos
se forman dentro de pequefias vacuolas, al extenderse mas o menos de forma uniforme la
vacuola original desaparece y son prueba de la acumulacion del metal en el ciliado (Martin-
Gonzalez et al., 2006). P. caudatum conserva su forma al exponerlo a 1h a Zn, se observan
vacuolas que podrian contener el metal, al exponerlo 24 h se observan también pequefias
vacuolas. La exposicion de los ciliados a metales forma vacuolas citoplasmaticas que
contienen particulas densas en electrones. La acumulacion de metales en granulos y vesiculas
encerradas en membranas estd muy extendida en numerosos filos, desde protozoos hasta

mamiferos (Martin-Gonzalez et al., 2006; Abraham., 2017).

Al comparar los valores de CL50 de Cu para P. caudatum con oras especies de
ciliados encontrados que P. caudatum es muy sensible (CL50 = 11.7 pg/L), Abraham et a/
(2017) reportan CL50 = 100 ng/L para Pseudourostyla sp. y Tetmemena sp., CL50 = 200
ng/L, 700 pug/L, 1910 ug/L para Euplotes sp., Notohymena sp. y Bresslauides sp.
respectivamente, ciliados como Colpoda steinii ( CL50 = 8100 ug/L) y Colpoda elongata
(CL50 = 13300 pg/L) son muy tolerantes a Cu pues requieren concentraciones altas de metal
para que tengan efectos letales (Diaz et al., 2006) (Figura 21). Spirostomum teres (CL50 =
170 ng/L) es mas sensible a Ni, pues requiere la mitad de la concentracion para tener efectos
letales que P. caudatum (CL50 = 349.6 ug/L), sin embargo P. caudatum es mas sensible que
otros ciliados como Pseudourostyla sp. que es 14 veces menos sensible o Euplotes patella
que es 20 veces menos sensible (Figura 27). P. caudatum es mas sensible a Zn que otras
especies de ciliados, ya que su CL50 es de 742 ng/L, Gong et al. (2014) reportd una CL50
de 973 pg/L valores muy cercanos, Abraham et al. (2017) reporté las CL50 para
Pseudourostyla sp. (74600 ng/L), Euplotes sp. (124200 pg/L) y para Tetmemena sp. (144300
ng/L), 100, 167 y 194 veces mas respectivamente que la CL50 para P. caudatum (Figura 29).
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Los valores de CE50 de Cu para la prueba de Inhibicion del crecimiento (%IC) para
P. caudatum es de 72.9 ng/L, valor cercano a Selenastrum capricornutum CE50 = 50 ng/L
reportado por Bartlett et al., (1974), a Pseudokirchneriella subcapitata reportado por
Berrebaan, et al. (2018) y a Scenedesmus acuminatus CE50 = 170 pg/L reportado por
Magdaleno ef al. (2013), el valor de la prueba de Inhibicion de la formaciéon de vacuolas es
de CE50rrv = 4.72 pg/L por lo que esta prueba es mas sensible (Figura 22). Santos-Medrano
y Rico-Martinez (2015) reportaron para cladéceros y rotiferos CES0 =9 ug/L, 20 ug/L, 30
ng/L, 50 ug/L para Daphnia cf. prolata, Asplanchna brightwellii, Daphnia magna y
Brachionus calyciflorus respectivamente, comparando con los valores de P. caudatum
CES5091c = 1647 ng/L y CESOry = 1268 pg/L, este es muy tolerante a Fe (Figura 24). Los
valores de CE50 =390 ug/L de Hg para Chlamydomonas reinhardtii, CE50 = 440 ng/L para
Chlorella pyrenoidosa (Li et al., 2012) y CE50 = 426 ug/L para Pseudokirchneriella
subcapitata (Berrebaan, et al., 2018) son muy similares a el valor de CE50,1c = 366.3 ng/L
para P. caudatum, con respecto al valor de CESOrry = 3.8 ng/L, podemos decir que esta
prueba es mas sensible a Hg (Figura 26). Ceriodaphnia dubia es mas sensible a Ni que P.
caudatum con un valor de CE50 = 20.5 ng/L (Keithly et al., 2004), Chlorella sp. es mas
tolerante a Ni que P. caudatum presenta un valor de CE50 = 1430 pg/L (Deleebeeck et al.,
2009), los valores para P. caudatum CE50yic = 66.9 pg/L y CES0ry =239 ng/L (Figura 28).
Los valores de CES0rv =327 pg/L y CES50¢1c = 547 pug/L para Zn son muy cercanos, en la
Figura 30 observamos especies mas sensibles como Daphnia cf. prolata (CES0 = 20 pg/L)
(Santos-Medrano y Rico-Martinez,2015) y mas tolerantes como Brachionus calyciflorus

(CE50 = 2150 pg/L) (Jawecki et al., 2011).

Se ha utilizado microscopia de fluorescencia para estudiar los efectos que los metales
tienen sobre los ciliados. La acumulacion es un mecanismo de resistencia a metales comun
en los ciliados, una técnica para estudiarla es la microscopia de fluorescencia (Gutiérrez et
al., 2003). Martin-Gonzalez et al. (2006) detectaron la bioacumulacién de metales en
Drepanomonas revoluta, Uronema nigricans y Euplotes sp. mediante microscopia de
fluorescencia y microscopia de transmision por electrones. Para la microscopia de
fluorescencia ~ usaron  dos  fluoréforos: TSQ [N-(6-methoxy-8-quinolyl)-p-

toluenesulfonamide] (Molecular Probes) es selectivo para Zn, y el fluoréforo bis-BTC [tetra—
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ammonium salt] (Molecular Probes) el cual se une a Cd. Dias y Lima (2002) utilizaron tintes
extraidos del kit de ensayo de viabilidad/citotoxicidad Live/Dead® (Molecular Probes
Europe BV, Paises Bajos) para observar los cambios morfologicos de 7. pyriformis al

exponerlo a Cuy Zn.

8.4 Moina macrocopa
En relacion con la CL50, M. macrocopa es mas sensible a Hg. El orden de toxicidad

es Hg > Cu > Zn > Ni > Fe, se requieren concentraciones muy altas de Zn, Ni y Fe para que
se presenten efectos letales. Al comparar los valores de CL10, Hg también es el metal mas
toxico. La competencia de los metales con los iones esenciales, como Ca, Mg y Na, por los
sitios de absorcion y el estrés oxidativo a través de la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) son los principales mecanismos de toxicidad por metales en los crusticeos
acuaticos. Los efectos secundarios de estos mecanismos en las células, tejidos y organos
equivalen a toxicidad, como la letalidad (Lari, et al., 2017). El valor de CL50 de Cu para M.
macrocopa (CL50 =40 .12 ng/L) es 2.5 veces mayor que los valores para Daphnia obtusa
(CL50 = 11.7 pg/L, Gaete y Chavez, 2008) y Diaphanosoma brachyurum (CE50 = 16.4
ng/L, Mano et al., 2011), pero al compararlo con otras especies como rotiferos y ciliados es
mas sensible, por ejemplo el valor de M. macrocopa es 5 veces menor que el valor de CL50
=200 pg/L para Brachionus calyciflorus y Brachionus patulus (Couillard, 1989, Hawryshyn
y Mackay, 1979 respectivamente), 17 veces menor que el valor de Notohymena CL50 = 700
ng/L (Abraham et al., 2017) y 47 .6 veces menor que el valor de Bresslauides CL50 = 1910
ng/L (Pudpong y Chantangsi, 2015) (Figura 21). M. macrocopa es muy tolerante a Fe, su
valor de CL50 = 3060.7 pg/L (Figura 23). Li ef al. (2012) reporto valores de CL50 para las
algas Chlamydomonas reinhardtii CL50 = 1460 ng/L, Scenedesmus obliquus CL50 = 2150,
y Chlorella pyrenoidosa CL50 = 4830 pg/L, M. macrocopa es mas sensible a Hg su valor de
CL50 = 9.57 (Figura 25). Wong (1992) reporta un valor de CL50 = 23590 pg/L de Ni para
M. macrocopa, nuestro valor de CL50 = 2878 pg/L, 8 veces menor, de acuerdo a la literatura
consultada Spirostomum teres CL50 = 170 pg/L (Madoni, 2000) es el organismo mas
sensible a Ni, 17 veces menor que M. macrocopa (Figura 27). Los cladoceros Daphnia obtusa
CL50 =6.1 pg/L (Gaete y Chavez, 2008) y Diaphanosoma brachyurum CL50 = 253.4 ng/L
(Mano et al., 2011) son mas sensibles a Zn, los cladoceros Daphnia cf. prolata CL50 = 1250
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ng/L (Santos-Medrano y Rico-Martinez, 2015) y Moina macrocopa CL50 = 2040 ng/L
(Wong, 1992), estos valores son cercanos al valor de M. macrocopa CL50 = 1457 pg/L
(Figura 29).

Con respecto a la CE50 el metal mas toxico es Hg, el orden de toxicidad es Hg > Cu
> 7Zn > Ni > Fe. El valor de CE50 de Cu para M. macrocopa es de 27.5 pg/L, Ferrando y
Andreu (1993) reportan un valor de CE50 = 10 ug/L para Daphnia magna y Cowgill y
Milazzo (1991) reportan un valor de CES0 =357 ng/L para Ceriodaphnia dubia (Figura 22).
En el caso de los cladéceros, la sensibilidad es muy variada, y depende principalmente de las
condiciones el medio (Gutiérrez y Gagneten, 2011). M. macrocopa es mas tolerante a Fe
(CE50 = 1468 ng/L) que Daphnia cf. prolata CE50 = 9 nug/L (Santos-Medrano y Rico-
Martinez, 2015) y Daphnia magna CES50 = 30 pg/L (Santos-Medrano y Rico-Martinez,
2015) (Figura 24). M. macrocopa es el segundo organismo mads sensible a Hg tiene un valor
de CE50 = 0.083 pg/L, 111 veces menos que Ceriodaphnia dubia CES0 =9.21 ng/L. (Mu et
al., 2014) (Figura 26). El Hg tiene efecto sobre la reproduccion, Khangarot y Das (2009)
estudiaron la inhibicion del desarrollo de huevos partenogenéticos de Daphnia carinata. M.
macrocopa es mas tolerante a Ni, CE50 = 219.26 pg/L, comparandola con Ceriodaphnia
dubia CE50 = 20.5 pg/L (Keithly et al., 2004) este valor 10 veces menos que el valor de M.
macrocopa (Figura 28). El valor de CES0 de M. macrocopa es de 49.28 ng/L de Zn, Daphnia
cf. prolata CE50 = 20 ng/L (Santos-Medrano y Rico-Martinez, 2015) estos valores son
cercanos, otras especies son mas tolerantes a Zn (Figura 30). El los cladéceros el Zn, a nivel
celular altera el balance de Ca, ocasionando dafios embrionarios, en el desarrollo o el
crecimiento. A nivel reproductivo, la toxicidad actia inhibiendo la eclosion de los huevos en
la camara incubatriz, por la disminucion en la fecundidad de las hembras (Gutiérrez y

Gagneten, 2011).
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8.5 Distribucion de Sensibilidad de Especies (DSE)
La DSE para datos agudos de Cu muestra que el valor de la concentracion peligrosa

para es el 5% de las especies (H5) es muy cercano al valor de CL50 de E. dilatata, por lo que
es el organismo mas sensible de 20 especies utilizadas, P. caudatum es el segundo organismo
mas sensible, M. macrocopa esta por debajo de la concentracion peligrosa para el 50% de las
especies (H50), N. oculata es una de las especies mas tolerantes a Cu junto con las especies
de ciliados (Figura 21). Para la construccion de DSE de los valores cronicos se utilizaron 14
especies. Euchlanis dilatata es la especie mas sensible, el valor de CESOing se encuentra por
debajo del valor de HS, P. caudatum (CES50irv) es el segundo organismo mas sensible, M.
macrocopa se encuentra por debajo del valor H50, N. oculata es tolerante a Cu, podemos

observar en la grafica que las especies de algas son mas tolerantes a Cu (Figura 22).

E. dilatata, P. caudatum, M. macrocopa 'y N oculata son las especies mas tolerantes
para Fe, en la DSE aguda se utilizaron 12 especies, el rotifero Lecane inermis (Klimek et al.,
2013) es el organismo mas sensible (Figura 23). Con respecto a los datos cronicos, E.
dilatata, P. caudatum, M. macrocopa y N. oculata también son las mas tolerantes, se
encuentran por arriba del valor de H50. El cladécero Daphnia cf. prolata (Santos-Medrano
y Rico-Martinez, 2015) es la especie mas sensible y el alga Pseudokirchneriella subcapitata

(Arbildua et al., 2016) es la menos sensible (Figura 24).

En la Figura 25 observamos la DSE aguda para Hg, E. dilatata es el segundo
organismo mas sensibles a Hg de 9 especies utilizadas para la DSE, seguido se encuentra P.
caudatum 'y M. macrocopa. El rotifero Brachionus calyciflorus (Burbank y Snell, 1994) es
la especie mas sensible, N. oculata y otras especies de algas son los organismos mas
tolerantes a Hg. La Figura 26 muestra 13 especies en la DSE cronica para Hg, E. dilatata
(CES50myg) es la especie mas sensible, seguida de M. macrocopa. N. oculata 'y P. caudatum
se encuentran por arriba del valor de H50, en la grafica de observa que las especies de algas

son las mas tolerantes a Hg.

P. caudatum es el segundo organismo mas sensible a Ni de 16 especies utilizadas para
la DSE aguda, E. dilatata y M. macrocopa se encuentran por debajo del valor de H50, M.
oculata es muy tolerante a Ni. El ciliado Spirostomum teres (Madoni, 2000) es la especie

mas sensible, muy cercano al valor de H5, el ostracodo Stenocypris mayor (Shuhaimi-
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Othman et al., 2014)) es la especie mas tolerante (Figura 27). En lo que respecta a la DSE
cronica, E. dilatata (CE50myg) es la especie mas sensible de 13 especies, E. dilatata (CE50-)
y P. caudatum (CE50+1c) se encuentran por debajo del valor de H50, N. oculata es la especie

menos sensible (Figura 28).

La grafica 29 muestra la DSE aguda para Zn, estd formada por 22 especies y E.
dilatata es el segundo organismo mas sensible, P. caudatum y M. macrocopa se encuentran
en la parte central de la grafica, N. oculata es tolerante a Ni, aunque los ciliados son los
organismos menos sensibles. E/ cladocero Daphnia obtusa (Gaete y Chavez, 2008) es la
especie mas sensible. Con respecto a la DSE cronica E. dilatata (CE50mng) es la especie mas
sensible de 17, es la especie mas cercana al valor de HS. M. macrocopa, E. dilatata (CE50 )
y P. caudatum (CES50irv) se encuentran por debajo del valor de H50. El alga N. oculata es
menos sensible, de acuerdo a la grafica las especies de algas son las mas tolerantes a Zn

(Figura 30).
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9. Conclusion
Se realizaron pruebas agudas y crénicas de cuatro metales traza (Cu, Fe, Ni, Zn) y

uno no traza (Hg) con al alga N. oculata, el rotifero E. dilatata, el ciliado P. caudatum y el
cladocero M. macrocopa. Este trabajo integré resultados de FBC, acumulacién y mecanismos
de absorcion de los cinco metales en el rotifero E. dilatata y el ciliado P. caudatum; mejorod
nuestra comprension del conocimiento sobre: a) los Mecanismos de Toxicidad, b)
Bioconcentracion y c) Cargas Corporales. En E. dilatata el metal ingresa por medio de la
filtracion, llega al estomago y de este modo llega al vitelario, mastax, vejiga, trofos y
retractores laterales. En P. caudatum el metal ingresa al filtrar, forméandose vacuolas. La
combinacion de pruebas agudas y cronicas y la determinacion de FBC para cada metal
permitid el calculo de las cargas corporales agudas y cronicas que constituyen un vinculo
entre la concentracion de cada metal que ingresa al organismo y los efectos adversos causados
por cada metal. Los resultados de FBC mostr6 que en el rotifero el metal que mas se acumuld
fue Cu (1987.5) y en el ciliado fue Hg (31900). Las cargas corporales letales y cronicas
confirmaron que Cuy Hg son los metales mas toxicos, para E. dilatata (Cu CCL =7.35 png/g,
CCC =0.31 pg/g, Hg CCL = 3.76 ng/g, CCC = 0.065 ng/g) y Paramecium caudatum (Cu
CCL =182.3 pg/g, CCC=73.5 ng/g, Hg CCL = 178.6 ng/g, CCC = 121.2 pg/g).

Se realizaron dos pruebas cronicas con Euchlanis dilatata: la tasa intrinseca de
crecimiento “r” y la tasa de Inhibicion de la Ingestion. Nuestros resultados sugieren que el
rotifero selecciona su alimentacion evitando las particulas mas toxicas y reduciendo los
efectos adversos sobre la reproduccion, hasta que la mortalidad per se reduce la reproduccion.
El efecto cronico sobre la tasa de ingestion fue muy sensible para todos los metales, mientras
que la reproduccion se vio ligeramente afectada. Con Paramecium caudatum también se
realizaron dos pruebas cronicas: % de Inhibicion del crecimiento y la tasa de formacion de
vacuolas. Los resultados sugieren que la acumulacion del metal en las vacuolas reduce los

efectos toxicos sobre la reproduccion. El efecto cronico sobre la formacion de vacuolas es

sensible para Cuy Hg al compararla con otras especies.

El metal mas toxico para los cuatro organismos planctonicos es el Hg de los cinco
metales utilizados en el trabajo. Este trabajo también incluyd un analisis de la distribucion

de la sensibilidad de las cuatro especies del zooplancton estudiadas: N. oculata, E. dilatata,
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P caudatum y M. macrocopa. Este andlisis mostré que E. dilatata es el organismo mas
sensible a Cu en la prueba de mortalidad y el més sensible a Cu, Ni y Zn en la prueba
cronicagmg), €s el segundo organismo mas sensibles a Hg y Zn en la prueba de mortalidad,
solo debajo de Brachionus calyciflorus y Daphnia obtusa respectivamente. Este analisis
también mostrdé que N. oculata es tolerante a los cinco metales probados. De acuerdo con
todos resultados obtenidos el rotifero E. dilatata puede considerarse un buen organismo de
prueba en bioensayos de toxicidad debido a sus caracteristicas bioldgicas, su relevancia

ecologica y su gran sensibilidad a los metales.
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