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RESUMEN

Los rotiferos tienen gran relevancia ecoldgica, desempefian un papel crucial en los
ecosistemas de agua dulce como parte de la cadena tréfica y son indicadores de la salud
ambiental como parte de las implicaciones ecotoxicologicas. En el presente estudio se
trabajo con la cepa del rotifero Brachionus calyciflorus debido a su alta sensibilidad y su
capacidad para adaptarse a su entorno, en caso al plomo, el cual puede influir en la
estructura y dinamica de la comunidad acuatica, afectando la biodiversidad y la
estabilidad del ecosistema, ya que esto tiene implicaciones directas para la evaluacion
del riesgo ambiental y puede influir en la formulacién de politicas para la regulacion de
contaminantes. En el presente trabajo se realizaron pruebas generacionales (Fo,F1,F7, y
F15 ) expuestas a concentraciones subletales de 0.02,0.05,0.1 y 0.2 mg L-1 de Plomo
(Pb) por medio de experimentos controlados utilizando como indicador la tasa intrinseca
de crecimiento (r) y pruebas de densidad poblacional si como los cambios en la tolerancia
respecto a las generaciones distintas evaluadas encontrando que la concentracion letal
media de dos poblaciones desarrolladas en la misma concentracion ( F1y F1s5 expuestas
a 0.02 mg L-1) arrojé un valor de 0.325 mg L-1 en sus primeras generaciones a valores
sobre el limite maximo permisible en las normas mexicanas en la ultima generacién

evaluada



1. INTRODUCCION

Los rotiferos son invertebrados mayormente dulceacuicolas que tienen ciclos de
vida muy cortos y que por tanto tienen capacidad de llevar a cabo cambios
microevolutivos en periodos de tiempo cortos lo que permite su uso y analisis en
laboratorios de toxicologia acuatica. El rotifero Brachionus calyciflorus Pallas 1766 ha
sido usado como modelo experimental desde hace mucho tiempo para la acuicultura
(Rico-Martinez y Dodson, 1992). Su cultivo esta bien estandarizado y su uso como
modelo toxicoldgico es amplio y bien documentado (Rico-Martinez et al., 2013).

Recientemente se han reportado en algunos articulos, la capacidad de los
rotiferos de adaptarse a la exposicion de sustancias toxicas usando multiples estrategias,
entre ellas los efectos transgeneracionales (Arreguin-Rebolledo et al., 2022). El presente
estudio abordo el estudio generacional considerando las generaciones Fo, F1.F7, y Fi1s,
siendo el plomo el xenobidtico evaluado, el cual es un contaminante persistente que no
se degrada facilmente, acumulandose en sedimentos, suelos y cuerpos de agua (Chen
et al.,, 2021), tomando concentraciones subletales de 0.02, 0.05, 0.1 y 0.2 mgL-1
considerando los parametros de la concentracion letal media, partiendo de una CLso
0.325 mgL-1 en Fo, la tasa intrinseca de crecimiento “r’ y ensayos de densidad
poblacional, realizando un analisis integrativo con el fin de observar el comportamiento

de esta especie en su proceso de adaptacion a la tolerancia al plomo.



2. Marco teérico

2.1. Evolucién

Dentro del marco de las ciencias biolégicas, la palabra “ambiente” cobra el
significado del entorno dentro del cual los seres vivos existen. A lo largo de la historia de
las ciencias naturales, este concepto de alguna manera siempre estuvo presente (ya sea
de forma explicita o implicita), especialmente en las sucesivas ideas que fueron forjando

a la teoria de la evolucion como el eje transversal de las ciencias biologicas.

La evolucion se refiere al proceso por el cual los organismos vivos cambian con el tiempo
a través de cambios en el genoma. Esos cambios evolutivos ocurren por mutaciones que
producen variacion genomica, lo que da lugar a la aparicion de individuos cuyas
funciones bioldgicas o rasgos fisicos estan alterados. Esos individuos que estan mejor
adaptados a su entorno producen, con sucesivas generaciones (que en algunos casos
abarcan millones de afos), producen individuos que pueden evolucionar para asumir
funciones o caracteristicas fisicas divergentes o, incluso, puede evolucionar en una
especie diferente (National Human Genome Research, 2022). Se cree que las tasas de
adaptacién evolutiva son extremadamente lentas, mucho mas lentas que la tasa de la
dinamica ecoldgica. Sin embargo, es solo en la ultima década que un numero creciente
de ecdlogos se han dado cuenta de que la adaptacion evolutiva puede ser tan rapida
como los procesos ecoldgicos. Aunque los cambios de rasgos microevolutivos pueden
parecer pequefos e insignificantes en magnitud en comparacion con los grandes
cambios de rasgos que estan documentados para escalas de tiempo macroevolutivas,
aun pueden tener una importancia considerable desde una perspectiva ecoldgica, ya que
pueden determinar en gran medida el desempefio de los cambios contemporaneos
(Declerck et al., 2017).



2.2 Microevolucién y su importancia

La microevolucién es la evolucién a pequena escala; es decir, dentro de una unica
poblacién, un cambio en la frecuencia génica a lo largo del tiempo quiere decir que la

poblacion ha evolucionado.

Los cambios microevolutivos se producen de unas pocas formas basicas. Los procesos
que pueden afectar directamente las frecuencias génicas de una poblacién son la
mutacion, migracion, deriva genética y seleccion natural. Las consecuencias de los
cambios evolutivos en el fenotipo de los organismos pueden llegar a afectar el

funcionamiento de ecosistemas completos (Matthews et al., 2011).

2.3 Rotiferos

Los rotiferos son un grupo inconfundible de pequefios animales acuaticos con
mas de 2300 especies conocidas, que se encuentran mayormente en agua dulce (80%)
y agua salada (20%), ya sean planctonicos o unidos a las superficies. tienen ciclos de
vida muy cortos y que por tanto tienen capacidad de llevar a cabo cambios micro
evolucionarios en periodos de tiempo cortos lo que permite su manipulacién y analisis
en laboratorios de toxicologia acuatica. Estos se alimentan por el batir de los cilios
dispuestos en una "corona" que rodea la boca. El patron de "latidos" de estos cilios crea

la ilusion de que la corona gira como una rueda, lo que da nombre al grupo

Los rotiferos son uno de los principales componentes del zooplancton en aguas
continentales. En la mayoria de los cuerpos de agua dulce, predominan en términos de
riqueza y riqueza de especies. La gran heterogeneidad de caracteristicas fisioldgicas y
morfoldgicas y requisitos ecoldgicos desarrollados durante el curso de la evolucion los
ha hecho aptos para una variedad de humedales naturales y artificiales como liquenes,
musgos, turberas, lentejas y semiacuaticos. Se exhiben en una amplia variedad
morfoldgica, por lo que son frecuentes las formas de saco, esféricas y las comprimidas

dorsoventral o lateralmente (Arndt, 1993).



2.3.1 Caracteristicas generales

Su tamanio oscila entre 40 y 2000 micrémetros, siendo el mas pequefo solo unas
6 veces el diametro de un glébulo rojo humano. Por su tamaro, forma y habitat, los
rotiferos pueden confundirse con los protozoos (protistas). Muy pocos rotiferos son
parasitos; casi todos son depredadores rapaces o comedores de suspension micréfagos
o herbivoros (filtradores). En conjunto, este filo esta muy disperso y se encuentra en todo
tipo de habitats de agua dulce en densidades de hasta aproximadamente 1000 individuos
por litro. Con suficiente alimento, las poblaciones pueden superar los 5000 individuos por
litro (Stephen, 2022).

Se observa en la figura 1 como se divide el cuerpo de un rotifero ubicado tipicamente en
3 regiones, pies, troco y cabeza, teniendo dos caracteristicas distintivas, el mastax ( una
faringe muscular) y una corona ciliada- Dentro del mastax se consideran dos partes las
cuales se encuentra en un complejo duro o mandibulas que son llamadas trofia o trofos,
los cuales son esenciales y ayudan en el proceso de alimentacion, esta es un rasgo para
la identificacion taxondmica , que ayuda no solo con la identificacion de la familia sino

también a nivel de géneros.

La segunda se encuentra en el area anterior a la cabeza y su funciéon primaria es
locomotora y alimentaria, en la cuestibn motora generan un movimiento giratorio (de ahi
su nombre y el de su grupo). La corona puede ser bastante variable esto dependera de
a la disposicion de la region anterior y la distribucidn de cilios que este tenga, de las

cuales se han descrito al menos siete.

El tronco es de naturaleza proteica identificada como una cuticula intracitoplasmatica,
estas pueden ser grandes extensiones las cuales son llamadas formas lorigadas y son

mas o menos desarrolladas dependiendo de la especie.

La loriga como se describié en el parrafo anterior son capas proteicas, que pueden
identificarse como proyecciones o0 espinas, descritas como ornamentaciones o
tubérculos, las cuales poseen funciones de defensa contra sus depredadores, asi como
funciones de locomocion. En las formas ilorigadas (sin loriga) esta cuticula (pelicula

proteica) es delgada, lo cual le permite una gran flexibilidad al cuerpo, en la figura 1
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también se observa que en el tronco se encuentran las antenas laterales y dorsales, las

cuales son exclusivas del Phylum (Brusca y Brusca 1990).
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Figura 1. Estructura genérica de un rotifero (Moreno, 2013).

2.3.2 Reproduccién

Las hembras producen 3 clases distintas de huevos, los grandes (diploides

amicticos) y pequenos (Haploides micticos), donde los huevos pequefios no se fecundan,
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se desallarrolla partenogenicamente (Pray, 1995). Por lo tanto, un recién nacido
(neonato) crecera como una hembra asexual que produce 6vulos diploides (con dos
juegos de cromosomas) y, en ausencia de mutaciones, se convierte en una hija
genéticamente idéntica a la madre. Esta reproduccion exclusivamente asexual se repite

indefinidamente (propagacién clonal) (Figura 2).

Figura 2. Ciclo reproductivo del rotifero (Serra et al. 2019)

La fase sexual, que no detiene por completo la reproduccion asexual, comienza
cuando la madre asexual produce a sus hijas sexuales como parte de su descendencia,

en respuesta al desencadenamiento de factores ambientales.
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Las hembras sexuales ponen huevos con un solo conjunto de cromosomas (haploides),
los cuales se desarrollan mediante meiosis (division celular en la que el complemento
genético se reduce a la mitad) y se convierten en machos haploides mediante
partenogénesis. Cuando las hembras sexuales jovenes se aparean, los huevos

haploides son fertilizados y se convierten en huevos diploides en reposo.

Estos huevos se depositan en sedimentos y pueden sobrevivir en condiciones adversas,
lo que permite a la poblacidn colonizar la columna de agua o extenderse a otros habitats
cuando las condiciones adecuadas regresan al habitat. Después de recibir la
estimulacién adecuada, la hembra asexual eclosiona de algunos de los huevos inactivos
y comienza una nueva fase de crecimiento. Las partes de los huevos latentes que no

eclosionan se depositan y forman bancos de huevos en el sedimento (Serra et al., 2019).

2.3.3 Alimentacion

Los rotiferos obtienen su alimento mediante pastoreo, depredacién o suspension
(Herzig, 1987). Las distintas formas de la alimentacién de rotiferos y sus dietas consisten
en pastoreo activo y coleccion simultanea, donde un pastoreo activo consta en una
captura de alimento que es absorbido o ingerida y la coleccion simultanea consta en
distintos alimentos ingeridos dependiendo del tamafo de la boca segun la especie en
cuestion (Obertegger et al., 2011). Considerando lo antes mencionado, la especie del
rotifero dara condiciones especificas para su cultivo, manejo y alimentacion,

especificamente el Brachionus calyciflorus para el desarrollo de este proyecto.

2.4 ROTIFERO: Género Brachionus calyciflorus

Los rotiferos del género Brachionus constituyen el alimento vivo de suma
importancia para la primera alimentacion larvaria de muchas especies de interés
acuicola, debido al tamafo, velocidad de natacion y capacidad para permanecer
suspendido en la columna de agua, por lo que han sido ampliamente estudiados por su
trascendencia para el desarrollo acuicola (Stottrup et al., 2008). Dentro del género
Brachionus se encuentran muchas especies cripticas con una morfologia muy semejante

que han sido clasificados como “complejos de especies” (species complexes). Tal es el
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caso de dos especies de gran importancia en medios marinos y eurihalinos como
Brachionus plicatilis y una en medio dulceacuicola Brachionus calyciflorus. En estos
complejos de especies la determinacién del nivel especifico se logra en base a estudios
genéticos que usualmente implican la determinacion de la secuencia del citocromo
oxidasa complejo | (Coxl) mitocondrial y algunas secuencias nucleares como la ITS1 y
la 28S ribosomal, también en estudios previos se ha demostrados que Brachionus
calyciflorus presenta una mayor sensibilidad al Pb respecto a otras especies (Santos-
Medrano et al., 2013).

2.5 Evolucion en rotiferos

El corto tiempo de generacion y una alta tasa de renovacién poblacional, convierte
a los rotiferos en componentes criticos en el flujo de energia y reciclaje de nutrientes en
los sistemas acuaticos. Adicionalmente, estos organismos poseen altas tasas de
ingestion y de eficiencias de asimilacion por lo que transforman eficientemente una
buena cantidad de su alimento en biomasa animal que es aprovechada rapidamente por

el siguiente nivel tréfico (Starkweather 1980).

Las contribuciones de los rotiferos a la dinamica tréfica de los lagos se pasaban por alto
con frecuencia. Sin embargo, aunque la biomasa individual es diminuta, el gran tamafio
de la poblacion, junto con las altas tasas de rotacion, hacen de los rotiferos un
componente importante de las redes alimentarias ( Herzig, 1987 ) por lo cual en la
actualidad son altamente seleccionados en distintas pruebas de toxicidad para una

respuesta de accion rapida en distintos ambitos.

Es importante considerar que, en estado estacionario, el tamano y la estructura
demografica de una poblacion son constantes porque la mortalidad y las pérdidas por
dilucién se compensan precisamente con el crecimiento demografico limitado por

alimentos de manera continua.

La forma mas directa de estudiar la adaptacién microevolutiva a las condiciones de
seleccion locales es comparando poblaciones evolucionadas con sus poblaciones
ancestrales. ldealmente, la aptitud de los genotipos de ambos tipos de poblacion puede

compararse experimentalmente en condiciones ambientales contemporaneas idénticas,
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también puede permitir un estudio detallado de la trayectoria evolutiva y una evaluacién
de las tasas de cambios de rasgos microevolutivos dependiendo del gradiente a evaluar.
Es importante considerar la sensibilidad ambiental ya que los rotiferos son muy sensibles
a los cambios en su entorno, lo que los convierte en indicadores utiles de la

contaminacion y otros factores estresantes ecoldgicos (Snell et al., 2007).

2.6 Plomo

El plomo es un elemento natural que se encuentra en pequefas cantidades en la
corteza terrestre. Si bien tiene algunos usos benéficos, puede ser toxico para los
humanos y los animales, lo que causa efectos perjudiciales en la salud, este se puede
encontrar en todas partes en el medio ambiente: el aire, el suelo, el agua e incluso dentro
de las casas. Gran parte de la exposicion proviene de actividades humanas, como el uso
de combustibles fdosiles, incluido el uso que anteriormente se le daba a la gasolina con
plomo, algunos tipos de instalaciones. Su simbolo es Pb, su numero atémico es 82 y su
masa atomica es 207.2 g/mol. El plomo es un metal de color gris azulado que pierde su
brillo cuando se expone al aire. Es muy suave y maleable con gran facilidad para ser
fundido, para generar alambres y para extruirlo. Existen diferentes isétopos de este
elemento con numero de masa de: 204 (1.5 %), 206 (23.6%), 207 (22.6 %) y 208 (52.3
%). El plomo puede ingresar al medioambiente a partir de estos usos que se le daba en
el pasado y en la actualidad, también se puede emitir al ambiente a partir de fuentes
industriales y sitios contaminados, como antiguas fundiciones de plomo. Si bien los
niveles naturales de plomo en el suelo oscilan entre 50 y 400 partes por millén (ppm), las
actividades de mineria, fundicién y refinacion han producido aumentos considerables en
los niveles de plomo disperso en el ambiente, especialmente cerca de sitios de mineria
y fundicién (EPA, 2021).

2.6.1 Plomo en sistemas acuaticos

El plomo puede ingresar a un cuerpo de agua de una variedad de rutas acuaticas,
atmosféricas y terrestres. Aproximadamente el 50% del plomo atmosférico en el medio
ambiente proviene de fuentes naturales. Las fuentes naturales de plomo incluyen la

erosion del suelo, los incendios forestales y volcanes. Las fuentes de plomo que
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provienen de la actividad humana incluyen la descarga de municiones, combustible con
plomo en aeronaves ligeras y la combustion de carbdn y madera, asi como diversos
procesos en produccion y fabricacion de metales. Ademas, los problemas heredados
como pintura con plomo, tuberias de agua con plomo y combustible con plomo, el plomo
también puede ingresar directamente a los ambientes acuaticos desde las zonas urbanas
(EPA, 2023).

Una gran proporcién del plomo que entra en aguas superficiales se deposita finalmente
en los sedimentos de rios, estuarios y zonas costeras. Las columnas de agua son
reservorios transitorios con tiempos de residencia de plomo en lagos tipicamente de
varios meses de duracioén, siendo los “reservorios” de aguas turbulenmtas los que tienen
tiempos mas cortos en presencia del toxico. También se establece que las
concentraciones del toxico son mas altas en las areas superficiales, debido a las duentes
de ingreso (ingreso de contaminantes) al medio, como lo seria el plomo por lavado, y
evaporacion, sin olvidar el que se sedimenta, siendo asi 3 puntos del deposito de Pb en
agua:

1. Deposito del plomo en sedimentos: Una gran parte del plomo presente en aguas
superficiales termina depositandose en los sedimentos de rios, estuarios y zonas
costeras. Esto ocurre debido a procesos como la sedimentacion de particulas
finas que contienen plomo adsorbido. Los sedimentos actuan como un sumidero
importante de este metal pesado, reteniéndolo a largo plazo y reduciendo su
concentracion en la columna de agua (EPA, 2020).

2. Columna de agua como reservorio transitorio: El agua superficial no suele retener
el plomo de manera permanente, ya que actua como un reservorio transitorio. Los
tiempos de residencia del plomo en las columnas de agua, especialmente en
lagos, suelen durar solo varios meses antes de que el plomo sea eliminado a
través de la sedimentacion o, en menor medida, transporte fuera del sistema.
(Alloway, 2013).

3. Implicaciones ecoldgicas y toxicoldgicas: El plomo se acumula en sedimentos,
pero este, puede volver a la columna de agua mediante procesos de
resuspension, cambios en el pH, o condiciones de reduccién en el sedimento

(como zonas andxicas). Esto puede tener efectos adversos para los organismos
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acuaticos, especialmente los que viven en contacto directo con los sedimentos
(Chapman et al.,2003).

El destino del plomo en la columna de agua esta determinado por la quimica y las
propiedades fisicas del agua, como la acidez o la alcalinidad(pH), salinidad, estado de
oxidacion, caudal, sedimento en suspension y materia organica e inorganica. El pH del
agua es de primaria importancia para determinar el probable destino quimico del plomo
en términos de solubilidad, precipitacion o complejizacién organica. La influencia de la
quimica del agua es muy importante ya que no sélo afecta la forma quimica (especiacion)
del plomo, sino también su disponibilidad y toxicidad para los organismos acuaticos
(Moreno-Rivas et al., 2018)

En el agua, el plomo puede presentarse en cuatro formas diferentes: muy movil y
biodisponible (forma i6nica), en forma unida con limitada movilidad y biodisponibilidad
(complejos organicos con disueltos materiales de humus), fuertemente ligados con
movilidad limitada (adjuntos particulas coloidales como el 6xido de hierro), o movilidad
muy limitada y disponibilidad (adheridos a particulas solidas de arcilla o restos muertos
de organismos). La toxicidad del metal puede variar ampliamente en la superficie, debido
a la influencia de 'agua quimica” (por ejemplo, la dureza o el pH del agua) y sus impactos
en las formas metalicas que interactuan con los organismos acuaticos (USEPA, 2020)
(International Lead Association, 2022).

Estudios previos han demostrado que los factores intrinsecos tales como sexo, edad y
estado fisioldgico del organismo tiene una afectacion directa y pueden influir en los
efectos resultantes ya que los factores antes mencionados tendran un impacto directo
en los niveles de acumulacién y distribucion interna de los contamines (Bervoets, et al.,
2009).

2.6.2 Interaccion del Pb con organismos acuaticos

La toxicidad del plomo para especies acuaticas como los peces, plantas e
invertebrados (como los caracoles) no es el mismo en todos los ecosistemas acuaticos
debido a la influencia de la quimica del agua sobre la biodisponibilidad de los téxicos ion
de plomo (ILA, 2022). La presencia de materia organica en el agua en forma de carbono
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organico disuelto (DOC, por sus siglas en inglés) reduce fuertemente la toxicidad del
plomo. De hecho, DOC es mas importante que la dureza del agua en aguas dulces a
pesar de que algunas regulaciones existentes estandares de calidad del agua, en
entornos marinos por ejemplo, debido al alto contenido de sal (alta salinidad) ese es el
factor predominante, el cual determinara la biodisponibilidad de plomo, lo que indica que
dependera del tipo de cuerpo acuatico asi como las caracteristicas especificas del
cuerpo de agua para determinar el factor mas influyente. Concretando que los
organismos acuaticos pueden absorber plomo del agua en sus dietas, se ha demostrado
en diversas investigaciones que el plomo disminuye la tasa de crecimiento y retrasa la
maduracion sexual, genera efectos secundarios como inanicién, dafio histopatoldgico,
deformidades etc. (Coenen et al .,1992). Determinando pues que el mecanismo toxico
del plomo consta en la suplantacion de los cationes polivalentes (calcio y zinc
principalmente) que al ser requeridos por el organismo comienzan a expresar
funcionamientos atipicos debido a la asociacion generada al plomo afectando canales
idnicos, y generando blancos moleculares, lo cual se ve reflejado en problemas,
nerviosos, endocrinos, digestivos, musculares por mencionar algunos. Otra via que se
contempla es la absorcion las cuales dependen de la variacion que presente el toxico,
siendo las vias pulmonares y digestivas las de mayor afectacion (Garza, et al., 2005).
Se sabe que neurotoxicidad que genera el plomo sobre los segundos mensajeros
es devastador lo cual entabla repercusiones directas en la sefializacion celular, dafiando
los canales de voltaje dependientes con efectos intra y extracelular, también es de suma
importancia tener en cuenta que el plomo es un carcindgeno que en compaiiia de otros
metales como el cadmio, cobre, zinc y mercurio genera efectos sinérgicos (Hernandez,
2006)
La microadaptacion al plomo implica varios cambios fisioldgicos y bioquimicos en los

rotiferos, entre ellos:

2.6.3 Mecanismos de microadaptacion al plomo

Los rotiferos pueden desarrollar mecanismos de desintoxicaciéon siendo asi vias
mejoradas del mismo, considerando 3 principales vias 1: generando una mayor

produccion de metalotioneinas y otras proteinas que secuestran y neutralizan los iones
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de plomo (Martinez et al., 2006). 2: generando vias de respuesta al estrés, esto en la
expresion de genes relacionados con el estrés, incluidos los implicados en las defensas
antioxidantes, que pueden regularse positivamente para mitigar el dafo oxidativo
causado por la exposicion al plomo (Campos et al., 2008). 3: desarrollando adaptaciones
de comportamiento, los cuales se ha demostrado en cambios como la alteracion de las
conductas de alimentacion y apareamiento principalmente, y que estas pueden reducir
el consumo y la exposicion al plomo, contribuyendo a una mayor supervivencia y

reproduccion en condiciones contaminadas (Pourriot y Snell, 1983).

2.7 Importancia ecolégica y evolutiva

2.7.1 Biomarcadores

Los biomarcadores son moléculas biolégicas que se encuentran en la sangre,
otros liquidos o tejidos del cuerpo, y cuya presencia es un signo de un proceso normal o
anormal, de una afeccion o de una enfermedad. Un biomarcador se utiliza a veces para
determinar la respuesta del cuerpo a un tratamiento para una enfermedad o afeccion.
También se llama marcador biolégico, marcador molecular y molécula distintiva, ayudan
a establecer los monitoreos bioldégicos o biomonitoreos, los cuales se basan en el uso

sistematico de respuestas biologicas de los organismos.

2.7.2 Bioindicadores

Bioindicador se refiere a aquellos organismos o comunidades en los que su
existencia, sus caracteristicas estructurales, su funcionamiento y sus reacciones
dependen del medio en que se desarrollan y que cambian al modificar las condiciones
ambientales (Capd, 2002), asi pues, se utiliza el término bioindicador para denotar las
respuestas de los organismos en los niveles de organizaciones inferiores al individuo
atomos, moléculas, células etc.

Las dos caracteristicas mas importantes de los biomarcadores son: 1) la identificacion
de las interacciones entre el contaminante y el organismo, y 2) medicion de efectos
subletales. Por analisis quimicos solo se puede medir una fraccion de los contaminantes

presentes sin evidenciar los efectos adversos (Bozo et al., 2007). Las caracteristicas
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deseables en un bioindicador incluyen una amplia distribucién geografica, facil
recoleccion, estilo de vida sésil o de territorialidad restringida, y buena comprensién de
los procesos bioquimicos del organismo (Moore et al., 2004) Una de las metas de los
estudios de respuestas biolégicas a los contaminantes es predecir cambios en la

poblacién y la comunidad, a partir de las alteraciones en los biomarcadores.

2.7.3 implicaciones ecoldgicas y evolutivas de la microadaptacion de los rotiferos

expuestos

La rapida adaptacion de los rotiferos al plomo los convierte en bioindicadores
valiosos para monitorear la contaminacion por plomo en ambientes acuatico siendo
considerados especies indicadoras, los cambios en las poblaciones de rotiferos pueden
proporcionar alertas tempranas de contaminacion e informar los esfuerzos de
remediacion (Bielanska-Grajner et al., 2014).

Diversidad genética: la microadaptacion puede conducir a una mayor diversidad genética
dentro de las poblaciones de rotiferos. Esta diversidad mejora la resiliencia de las
poblaciones a los cambios y factores estresantes ambientales, contribuyendo a la
estabilidad de los ecosistemas acuaticos (Montero-Pau et al., 2016).

Dinamica evolutiva: el estudio de la microadaptacién en rotiferos proporciona informacion
sobre los procesos evolutivos que dan forma a las poblaciones en escalas de tiempo
cortas. Destaca el papel de las presiones ambientales a la hora de impulsar cambios
evolutivos rapidos y el potencial de los organismos para hacer frente a factores

estresantes antropogénicos (Walsh et al., 2014).

20



3.Justificacion

Los metales en los ecosistemas acuaticos se encuentran documentados desde la
década de los 1950s, los grados de contaminacion que se presenta en cuerpos de agua
dulce son dependientes de los depdsitos de estos en sedimentos y diversas actividades
humanas dejando su huella con el paso del tiempo (Rai, 2008). Se han establecido
distintos limites maximos permisibles de la presencia del metal en los sistemas acuaticos,
especificamente el Plomo (Pb) el cual no deberia encontrarse en cuerpos de agua (EPA,
1992), sin embargo, las normas mexicanas tienen un limite maximo permisible de 1 mg/L
(NOM-127-SSA1-2021).

El presente estudio permitié observar los valores de exposicién crénica del rotifero
Brachionus calyciflorus Pallas 1766, seleccionado por su importancia y nivel en la cadena
trofica, asi como confirmar que existe su microevolucién, identificando los valores de
tolerancia al plomo en distintas generaciones, considerando que la microevolucion se
puede definir como el cambio en las frecuencias alélicas que ocurre con el tiempo dentro
de una poblacion y puede deberse a cuatro procesos diferentes: seleccion natural,

mutacion, flujo de genes y deriva genética (Hartl y Clark, 1980).

4. Hipétesis de trabajo

El rotifero Brachionus calyciflorus Pallas 1766, presenta micro adaptacion
evolutiva en distintas generaciones evaluadas (Fo, F1, F7 y F15), a partir de una exposicion

cronica al Plomo (con leadmium) introducido por ingesta

5. Objetivo general

Determinar la existencia de la micro adaptacion en rotiferos Brachionus
calyciflorus Pallas 1766 expuestos a Plomo utilizando Leadmium a partir de su exposiciéon
cronica en distintas generaciones definiendo los parametros LC50

5.1 Objetivos especificos

1.- Realizar pruebas agudas y cronicas en el rotifero Brachionus calyciflorus Pallas 1766
para obtener datos de toxicidad para las generaciones Fo, F1, F7 y F1s.

2.- Estudiar las rutas de ingreso y acumulacion del plomo en los organismos.
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3.- Mediante un analisis integrativo comparar la microevolucién que se ha llevado a cabo

para ver su potencial adaptacion a la tolerancia al plomo.

6. Incidencia, impacto social o ambiental esperado

La importancia de la transferencia de la informacion conducen a una mejora en la
sociedad, el presente proyecto de manera directa tiene un vital impacto en el area
ambiental, ya que debido al nivel troéfico que se aborda arroja como hecho si existe las
adaptacion plomo, siendo este un metal innecesario y toxico comprobado para la salud
humana, en relacion con los objetivos acordados y priorizados por la sociedad (como los
objetivos del desarrollo sostenible de la ONU 2030 y la agenda estratégica) se observan
los objetivos especificos participes en el desarrollo de la investigacion, especificamente

hace aportaciones en el area de la toxicologia y a la generacion de conocimiento.

Objetivo 3 inciso 3.9 Para 2030, reducir sustancialmente el
numero de muertes y enfermedades producidas por productos
quimicos peligrosos y la contaminacion del aire, el agua vy el

suelo

Objetivo 6 inciso 6.3 De aqui a 2030, mejorar la calidad del
agua reduciendo la contaminacién, eliminando el vertimiento
y minimizando la emision de productos quimicos y materiales
peligrosos, reduciendo a la mitad el porcentaje de aguas
residuales sin tratar y aumentando considerablemente el

reciclado y la reutilizacion sin riesgos a nivel mundial.
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7. Materiales y métodos

7.1 Esquema general de trabajo

El mantenimiento del cultivo tal y como se explicO mas detalladamente en el punto 7.3,
es necesario para realizar la extraccidn de huevos amicticos que posteriormente permitio
la extraccion para las generaciones y la realizacion del protocolo, la exposicién al
xenobidtico se detalld en lo incisos 7.4 y 7.5 respectivamente para las pruebas
realizadas, en la figura 3 se observa el esquema general de trabaja para la obtencion de

las generaciones analizadas.

Figura 3. Esquema general de protocolo

7.1.1 Cultivos de rotiferos

El rotifero Brachionus calyciflorus, se mantuvo en condiciones de laboratorio antes

de realizar los experimentos, en camara bioclimatica con un ciclo de fotoperiodo de luz
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oscuridad 16:8 horas (respectivamente). Los rotiferos se cultivaron en frascos de 250 ml
con agua artificial. El estudio se hizo en el Laboratorio 202 L-4 de la Universidad

Autonoma de Aguascalientes.

7.2 Microalgas

Las microalgas se caracterizan por presentar altas tasas de reproduccion, gran
adaptabilidad a diferentes condiciones ambientales (Shelef et al., 1980). Tienen ciclo
biolégico relativamente breve y una alta eficiencia fotosintética. poseen la suficiencia de
hacer fotosintesis y crecer con una gran diversidad de nutrientes como lo son las sales
minerales, con sustancias organicas como aguas residuales, en condiciones autotroficas

y mixotroficas (Chinnasamy, 2010).

7.2.1 Chlorella vulgaris

El género Chlorella es una microalga con alto potencial biotecnolégico por su
capacidad de sintetizar acidos grasos, es interés industrial, rapido crecimiento y
capacidad de adaptacion a diferentes fuentes de nutrientes. Las especies del
género Chlorella han sido ampliamente estudiadas en su uso de procesos
biotecnolégicos, de los cuales se obtiene productos para su aplicacion en las industrias
alimenticias farmacéuticas, de saneamiento ambiental entre otras (Chisti, 2007). Debido
a las caracteristicas antes mencionadas se seleccion6 esta microalga como parte de la
dieta del rotifero Brachionus calyciflorus Pallas 1766 para el desarrollo del presente

proyecto, en la figura 4 se observa un lote de alga en proceso para alimento.

Figura 4. Crecimiento de microalga Chlorella vulgaris
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7.3 Mantenimiento del cultivo

Para el mantenimiento se optd por un cultivo continuo el cual consistio en cambiar
una porcion del medio regular, con el fin de mantener la calidad de medio, de tal manera
que los residuos producidos en este sistema se reduzcan al minimo y este pueda
mantenerse y cosecharse con regularidad (Yoshimatsu et al., 2014). Los cultivos se
mantuvieron a 25 °C con un fotoperiodo claro: oscuro en la figura 5 se observa una

charola de trabajo previamente rotulada lista para mantenimiento.

Figura 5. Mantenimiento de cultivo

7.3.1 Alimento

Se cultivé por lotes utilizando un medio estandar (basal de Bold, Borowitzka y
Borowitzka, 1988) inoculado con chlorella vulgaris. Las algas en fase logaritmica (13-15
dias posterior a la siembra) se recolectaron y se concentraron mediante centrifugacion a
3000 rpm durante 5 min. Luego, las algas concentradas se resuspendieron en 5 ml de

agua destilada, la cual se utilizo para alimentar a los cultivos y pruebas desarrollados.
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7.3.2 Limpieza de organismos

Antes de su preservacion los organismos pasaron 24 horas sin recibir alimento,
esto con el fin de eliminar su contenido estomacal. En caso de haber presencia de
residuos de alimento se realizé un lavado de los organismos, que consistio en agregar

medio de cultivo en una placa de cristal de nueve pozos y cambiar a los organismos

7.4 Pruebas de toxicidad

Para obtener neonatos de edad conocida, se separaron varias hembras adultas,
10 h el dia antes del inicio del experimento y se les coloco en cajas Petri con 20 mL de
medio para incubacion. Posteriormente, se introdujeron diez recién nacidos (<12 h) por
poza en una caja para cultivo de poliestireno esto en 1 ml de medio de prueba que
contiene el compuesto quimico deseado (plomo).
Para todas las pruebas realizadas las placas se incubaron a 25 -C + 2 en la oscuridad

para prevenir la fotélisis de los quimicos durante 24 h.

7.5 Pruebas toxicoldgicas agudas

Para las pruebas de toxicidad agudas y cronicas con plomo, se empled el
protocolo de Hernandez-Flores et al., (2020) con ligeras modificaciones. En este caso en
vez de usar Euchlanis dilatata, se utilizd la especie Brachionus calyciflorus. Para esta
prueba se colocaron 10 neonatos por poza (caja de poliestireno de 24 pozos, figura 6)
con una concentraciéon de 0.5,1.0,2.0,2.0,8.0 mg L-' en medio EPA (Weber, 1993), se
colocaron en una incubadora con un fotoperiodo 16:8. Después de la incubacion, se
cuantificé el numero de rotiferos vivos y muertos bajo el estereoscopio, esto con el fin de
calcular los valores de LC50 y sus limites de confianza (al 95 %) el cual ayudo a

determinar las 3 concentraciones de trabajo.
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1 mL por pozo B

Concentracion Pob——  Control ~ 05M@/L 10mg/L 20mg/l  40mg/L  8.0mg/L

Figura 6. Placa de 24 pozos para realiza ensayos de toxicidad agudas

Posterior a la seleccion de las concentraciones de trabajo subletales (0.02,0.05, 0.1y
0.2 mg L-1) se repitio la prueba para saber la concentracion letal media de los rotiferos

crecidos en esas concentraciones en las generaciones 0, 1, 7 y 15.

7.6 Pruebas croénicas (5 dias)

Las pruebas de toxicidad cronica miden la inhibicion de la tasa intrinseca de
crecimiento (r). Se inicia colocando 10 microorganismos de B. Calyciflorus en pozas de
una placa de poliestireno, considerando las concentraciones a evaluar (0.02,0.05,0.1 y
0.2 mg/L) y el control negativo, se agrega alimento en una concentracién de 1x10°
células/mL de alga Chlorella vulgaris (conteo realizado y estandarizado durante el
proceso de cada prueba), ya colocados los organismos en medio con xenobidtico se
resguardaron las placas en una camara bioclimatica con un ciclo programado de luz-
oscuridad 16:8, a una temperatura 25 C +/- 2C por cinco dias. Cada poza contenia un
volumen final de 1ml (Figura 7), se conté con un control negativo con 4 réplicas, al
concluir los 5 dias de incubacion se realizé el conteo de organismos (vivos/muertos) en

cada poza y calculo el valor de r, utilizando la siguiente férmula

In Nt — InNo
r=—o
t
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Donde:

Nt = Numero de rotiferos vivos en la poza
No =Numero inicial de rotiferos por poza
In=Logaritmo natural

T = Tiempo (5 dias)

BOOOOO@
OOOOO@

oncentraciéon Pb 00Tmg/L  0.02mg/L  0img/l 0.2mg/L Gontrol

Figura 7. Placa de 24 pozos para realiza ensayos crénicos

7.7 Densidad poblacional

Los rotiferos se cultivaron utilizando un medio sintético, agua moderadamente
dura (en adelante medio EPA (Weber, 1993). Como alimento se utilizé Chlorella vulgaris,
la cual se cultivé por lotes utilizando medio estandar (basal de Bold). Para los rotiferos,
en los cultivos madre y en los experimentos, la temperatura se fijo en 25+ 2 -C, pH 7.0 -
- 7.4,y lailuminacion fluorescente fue continua pero difusa en un periodo de luz oscuridad
16:8 respectivamente.

Para obtener recién nacidos de una edad conocida (neonatos <24 h), se separo
una gran cantidad de individuos con huevos de los cultivos masivos en la fase
exponencial de crecimiento, el medio donde se colocaron los microorganismos la
solucién presentd una composicion de: EPA + xenobidtico + alimento (a excepcion del
control negativo que solo contenia EPA + alimento) posteriormente en un vaso de
precipitado de 50 mL se anadieron 20 mL del medio preparado y se colocaron 20
microorganismos. La prueba tuvo una duracién de 20 dias donde se realizé conteo diario
de la poblacion (Figura 8). El disefio experimental consistié en 15 vasos de precipitado

transparentes, para cada tratamiento se realizaron 3 réplicas incluido el control.
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Figura 8. Metodologia de respuesta demografica

Se utilizé una pipeta Pasteur de punta fina bajo un estereoscopio, en el cual se introdujo
de forma individual 20 neonatos (es decir, densidad inicial 1 ind. mL'l),

posteriormente al conteo se realizé el mantenimiento de la muestra, el cual consistio en
realizar el cambio los 20 mL de medio en las mismas condiciones (xenobidtico-medio +
alimento + microorganismos), esta prueba se realiz6 en las generaciones Fo, F1, F7, F15
respectivamente en las concentraciones de trabajo establecidas al inicio
(0.02,0.05,0.1,0.2 mg L-1 de Pb).

8 resultados

8.1 Pruebas agudas

Se realizaron pruebas agudas para obtener la estimacion de la concentracion letal
media (CLso), de la poblacion expuesta durante 48 horas, tal y como se desarroll6 en el
inciso 7.4, obteniendo los resultados a partir de una regresion con el logaritmo de la

concentracion de las generaciones Fo, F1, F7, F15 con los tratamientos 0.02, 0.05, 0.1 y

0.2 mg Lt

29



8.2 Tasa de mortalidad

La tasa de mortalidad en rotiferos expuestos a plomo (Pb) varia segun la
concentracion y la duracion de la exposicion las pruebas de mortalidad realizadas
muestran cdmo se ve afectada la viabilidad y reproduccion, la primera generacion

muestra la tendencia inicial dosis-respuesta de este trabajo de investigacion (figura 9)

8.2.1 Generacion F0O

La grafica en la figura 9 presentd el porcentaje de mortalidad sobre el rotifero B.
calyciflorus expuesto a cuatro concentraciones de plomo (Pb). Donde letras diferentes
indican diferencia significativa segun la prueba de comparaciones multiples de Tukey
(p<0,05) en la generacion Fo, se observa también que en el tratamiento b hay un efecto

adverso en la mortalidad de la especie, presentando el tratamiento f (concentracion de

0.2 mg L de Pb) una tasa de mortalidad del 100%.
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Figura 9. Grafica de mortalidad Fo

8.2.2 Generacion F1

Presenté un 100% de tasa de mortalidad en todas las pruebas realizadas a la

generacion, la concentracion de 4 mg Lt present6 una tasa de mortalidad de 85-95% en
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todos sus tratamientos. Se observé también que la concentraciéon 0.5 mg 1 del primer

tratamiento arroj6 una tasa de mortalidad superior al 50%, mientras que el cuarto

tratamiento (d) de la misma generacion arrojé un dato por debajo del 50% de mortalidad.

Se observo la tendencia tipica de tasa de mortalidad, a mayor concentracion del toxico

(Pb) mayor tasa de mortalidad.
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Figura 10. Tasa de mortalidad generacion F1. Concentraciones a) 0.02 mg/L, b) 0.05
mg/L, c) 0.1 mg/L, d) 0.2 mg/L.

Se observd que en la generacion F1 en sus distintas concentraciones de
crecimiento a) 0.02, b) 0.05, c) 0.1, d) 0.2 mg L-1 de Pb.
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8.2.3 Generacion F7

Se observé que en la generacion F7 (figura 11) en sus distintas concentraciones
de crecimiento a) 0.02, b) 0.05, c) 0.1, d) 0.2 mg/L de Pb, la concentracion de 8 mg/L

presento un 100% de tasa de mortalidad, la concentracion de 4 mg Lt presento una tasa

de mortalidad de 85-95% en todos sus tratamientos lo que indica un efecto de saturacion.

] f -] f
1004 4 g T 100 d _
i
-
a0+ - 20- e =
£ g0 e = b
z —_— = &0+ =
= 2 ==
'E; 40— E
- § 404
20 4
I’ . 20
Fr Cona 0.02 mgl” ]
1 r T . r r . Fr Cane. 008 mgl”
0 0.5 1 2 4 ] 0 m—
T T T T T T
Pb cancentration (mal ) o 0.b 1 2 4 B

Pb concentration imgL"]l

a)
1
100+ d . — 100 d B
L] e
a0+ RS e | 0 E  ——
£ god z = 60 =
. == = ==
1':0" 404 £ 40
s =
20 20
a a
= .
N Fr Conc.0.1 mgL i Fr Cane.0.2 mgl
0 05 1 ! i 8 0 05 1 2 4 8
Pb concentration (muL'T] FPb concentration {mgl -1i
c) d)

Figura 11. Tasa de mortalidad generacién F7. Concentracién a) 0.02 mg/L, b) 0.05 mgl/L,
c) 0.1 mg/L, d) 0.2 mg/L.
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8.2.4 Tasa de mortalidad F15

Se observo que los tratamientos expuestos con 0.5y 1.0 mg/L (figura 12 c y d)
presentaron una tasa de mortalidad menor al 50%, se visualiza en los graficos que el
mayor porcentaje de la poblacion de la generacion Fis expuesta a los tratamientos
subletales de 0.002,0.05,0.1 y 0.2 mg/L respectivamente sobreviven en sus dos
concentraciones mas bajas recordando que las pruebas letales arrojaron un CLso 0.863

y 0.869 mg/L respectivamente en la generacion F1s
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Figura 12. Tasa de mortalidad generaciéon F15. Concentraciones a) 0.02 mg/L, b) 0.05
mg/L, c) 0.1 mg/L, d) 0.2 mg/L.

También haciendo un recuento de las mortalidades de las generaciones
trabajadas (figura 10-12) se expresa que las dos concentraciones mas altas de

exposicion en las pruebas agudas (4 y 8 mg/L de Pb), presentan de un 90-100% de
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mortalidad lo que confirma que la concentracion de Pb tuvo un fuerte efecto altamente
positivo sobre mortalidad en concentraciones altas. Cada concentracion produce una
mortalidad significativamente diferente (como lo indican las letras del grupo), no se
observaron bigotes extensos en las pruebas realizadas en la generacion F15 lo cual
indico datos bastantes consistentes teniendo una variabilidad reducida por exposicion y

teniendo ausencia de datos atipicos en las pruebas realizadas.

8.3 CL50 (Probits)

Se utilizé la regresion probit como parte de la metodologia con el fin de obtener
una estadistica robusta para analizar la relacion entre la concentracion de plomo y la
respuesta biolégica observada, especificamente a las poblaciones desarrolladas en

concentraciones subletales del toxico.

8.3.1 CL50 (Probits) generacion FO

En la grafica probit de Fo (figura 13) se observa una respuesta plana lo que indico
una variabilidad de datos en respuesta a los organismos expuestos, se observa un R? de
0.9846 lo que indica que los datos experimentales estan bien distribuidos y ajustan

adecuadamente a la curva estimada por el modelo.

y = 1.8073x + 0.1976
R? = 0.9846

Probit
W A 1O N 0 ©

24 26 28 3 32 34 36 38
Log Concentracion

Figura 13. Prueba aguda de generaciéon FO (no expuesto) evaluado a concentraciones de
0.5,1.0,2.0,4.0 y 8.0 mg L-1.
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8.3.2 CL50 (Probits) generacion F1

En la figura 14 inciso a) se observo la relacion lineal entre el logaritmo de la
concentracion y los probits, teniendo como resultado la tendencia de respuesta al plomo,
se observo que el ajuste del modelo es bueno, ya que se observo un R?> 90, siendo la
gréafica del inciso d) (concentracién F1 expuesta a 0.2 mg L") la mas baja con un R? de
94, esto debido a que los valores iniciales del tratamiento d) presentaron datos iniciales
ligeramente mas bajos de los "Probits" a concentraciones menores, La grafica del inciso
b) mostré la pendiente mas pronunciada, lo que indica una respuesta mas intensa a
cambios pequefos en la concentracion. Por otro lado, a) y c) tienen pendientes mas

moderadas, y d presenta un comportamiento intermedio.
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Figura 14. . Prueba aguda de generaciéon F0 (no expuesto) evaluado a concentraciones de
0.5,1.0,2.0,4.0 y 8.0 mg L-1.
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En la figura 15 observo un incremento constante del efecto téxico (Probits) al aumentar
la Log Concentracion, no se observd gran diferencia en los tratamientos ¢ y d de la
generacion F1, lo que mostré una consistencia en los efectos del plomo al rotifero
expuesto a las mismas condiciones desarrollado en distintas concentraciones de plomo

(0.02 (a). 0.05 (b), 0.1 (c), 0.2 (d) mg/L respectivamente).

8.3.3 CL50 (Probits) generacion F7

Se observd en las pruebas realizadas a generacidon Fz en las distintas
concentraciones que el tratamiento correspondiente a la figura 16 inciso a es la que
presentd una correlacion de datos mas fuerte, se observa una pendiente ligeramente
mayor en el inciso b) (concentracion desarrollada en 0.05 mg L -1) lo que indica una

mayor sensibilidad al plomo.
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Figura 15. Prueba aguda de generacion F7 evaluado a concentraciones de 0.5,1.0,2.0,4.0
y 8.0 mg L-1.

Prueba aguda de generacion F4 cultivadas en una concentracion de Pb de 0.02 (a). 0.05
(b), 0.1 (c), 0.2 (d) mg/L.

Respecto a el inciso a), los efectos iniciales de cada concentracion diferencias,
principalmente los incisos c y d (0.1 y 0.2 mg L-1 respectivamente), presentando una

mayor mortalidad lo cual es una tendencia esperada en concentraciones mas altas

8.3.4 CL50 (Probits) generacion Fis

La relacion entre el logaritmo de la concentracion (x) del plomo y la respuesta en
escala probit (y) en pruebas agudas realizadas en el rotifero Brachiounus c. de la
generacion F1s, cada grafica (figura 16) muestra una linea recta que se ajustd a los
puntos de datos experimentales , el tratamiento a) ( concentracion de exposicion de 0.02
mg/L de Pb) presenté la pendiente mas alta (1.9191), mostrando un mayor efecto toxico
de las concentraciones de plomo, mientras que el tratamiento de d) (concentracion de
exposicion de 0.2 mg/L de Pb la cual es diez veces mayor que el tratamiento a) muestra
una pendiente mas baja (7.7767), indicando una menor toxicidad percibida, lo cual indica
que entre mas se desarrollan las generaciones en el toxico se volvieron menos sensibles
al toxico.

Todos los tratamientos arrojaron buenos ajustes de R? (>= 0.92), indicando que los
datos experimentales tienen buena relacion dosis-respuesta. La disminucién en la
pendiente de a) con respecto al tratamiento d) se estima es causado debido a la micro
adaptacioén del rotifero al plomo en la generaciéon 15, reflejando ligeras diferencias de
susceptibilidad al plomo, cambiando su tolerancia esto sugerido a partir de la disminucion

de la pendiente
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Figura 16. Prueba aguda de generacion F15 evaluado a concentraciones de 0.5,1.0,2.0,4.0
y 8.0 mg L-1

Prueba aguda de generacion F cultivadas en una concentracion de Pb de 0.02 (a). 0.05
(b), 0.1 (c), 0.2 (d) mg/L.

A nivel generaciones se observo que los rotiferos mantuvieron una fuerte relacion
dosis-respuesta en cada tratamiento, sin embargo se observaron también ligeras
diferencias en la sensibilidad al plomo entre las generaciones siendo la generacion 1 la
que presentd una mayor sensibilidad a las concentraciones del toxico y la generacién F1s
la de menor sensibilidad, esto debido a que se observé en las graficas como fue
disminuyendo la pendiente entre las generaciones , lo cual habla sobre el
comportamiento habitual de las adaptaciones biolégicas y la disminucién de la mortalidad

de los organismos, se observo, especialmente comparando los tratamientos realizados
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en las generaciones expuestas en la generacion F1 contra las de F15, patrones de
resistencia al plomo debido a su exposicion cronica

El coeficiente de determinaciéon (R?) fue consistentemente alto (mayor a 0.92 en todas
las graficas), indicando relaciones lineales fuertes en los tres casos. Las pendientes
tienden a variar levemente entre generaciones y graficas, sugiriendo posibles
adaptaciones o variaciones en la sensibilidad de las diferentes generaciones de rotiferos
al plomo.

Finalmente, como resultado de las pruebas agudas generacionales realizadas, se

compilaron en la tabla 1, la cual muestra los CL50 de cada concentracion por generacion.

Tabla 1. CL50 generacional (F1, F7 Y F15).

La tabla 1, es una comparativa de CL50 de las generaciones 0,1,7y 15 (FO,F1,F7 y F15)

expuestas a 4 concentraciones de plomo (0.02,0.05,0.1,0.2 mg/L de Pb) en cada una de

ellas.
Conc de CLso CLso CLso
Pb (mg/L) F1 F7 F15
0.02 0.307 0.371 0.863
0.05 0.411 0.514 0.869
0.1 0.542 0.671 1.0665
0.2 0.528 0.712 1.3443

Se observé que en la diferencia entre la concentracion de Fo y la primera
concentracion de F1 no presentd mucha variacion a diferencia de las generaciones
posteriores (F7 y F15). Entre mas se incrementd la concentracion de exposicion se
observo que los organismos generaron resistencia, ya que se vio el incremento de la

concentracion letal media respecto a las generaciones y su concentracion de exposicion.

8.4 Tasa intrinseca de crecimiento (r)

[{P ]

Para las pruebas crénicas un valor alto de “r’ implica una capacidad rapida de

colonizacion y expansion en ambientes favorables, para la generacion Fo siendo esta la
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primera interaccidon de las poblaciones evaluadas con el toxico (figura 17), se observa
que el control presenta el valor mas alto con el tratamiento a) y el resultado de la tasa
intrinseca mas baja esta presentada por la concentracion 0.2 mg L-1 de Pb rotulada con

el tratamiento b.

8.4.1 (r) generacioén FO

0.4+
2 ab
0.3- % b
a
— " a
£ = - i
T 0.2 —_ | J_ |
| .
) [
0.1+
D.u = -. .- Ly .-.
0 002 005 0.1 S

Pb concentration (mg L")

Figura 17. Grafica del efecto del plomo (Pb) sobre la tasa intrinseca de crecimiento
poblacional (r) en la generacién FO

En la figura 17 se observa el efecto del plomo (Pb) sobre la tasa intrinseca de
crecimiento poblacional (r) de B. calyciflorus en la generacion Fo, donde las letras
diferentes indican diferencia significativa segun la prueba de comparaciones multiples de
Tukey (p<0,05). Los organismos de una poblacion pueden modificar su natalidad,
mortalidad, o ambas, con el fin de adaptarse a las condiciones a las que estén expuestos,
en la gréfica de barras y bigotes de la generacién Fo se observo que los tratamientos
correspondientes a 0.1 y 0.2 mg L-1 presentaron diferencia en comparacion a los otros
dos tratamientos, lo que indica que a mayor concentracion del téxico disminuye la
densidad de la poblacion. El efecto del plomo (Pb) sobre la tasa intrinseca de crecimiento
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poblacional (r) se ve afectado, encontrando diferencia significativa entre las

concentraciones, principalmente en 0.1y 0.2 mg L-1.

8.4.2 (r) Generacion F1

Posteriormente se analizaron las pruebas de tasa intrinseca de crecimiento, de la
generacion F1, donde se observo que las concentraciones 0.02 y 0.05 mg L-1 expuestas
en todos los tratamientos, no mostré diferencia significativa con una p<0,05 (figura 18)
respecto al control, siendo el tratamiento de la F1 a 0.2 mg L-1 (figura 18 d) la que
presenta menor dispersion de datos. Se observo que el cultivo expuesto en 0.2 mg L -1
en sus dos concentraciones mas altas no presentan diferencia significativa

(concentracion 0.1 y 0.2 mg L-1).
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Figura 18. Grafica del efecto del plomo (Pb) sobre la tasa intrinseca de crecimiento poblacional (r)
en la generacién F1

8.4.3 (r) Generacion F7

En las pruebas crénicas realizadas a la generacion F7 en las distintas

concentraciones, se observo que el cultivo desarrollado en una concentracion de 0.2 mg

L-1 se ve altamente afectado en los primeros dos tratamientos

(figura 19 a y b)

obteniendo valores negativos en su tasa de crecimiento, para el inciso ¢ se observé que

la concentracion de 0.02 y 0.05 no presenté diferencia significativa respecto al control, lo

que es caso contrario en las concentraciones de 0.2 y 0.2 mg L-1 de Pb respectivamente.
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Para la generacion F7 crecida a 0.2 y expuesto a 0.2 mg L -1 (figura 19 d) se observa
que ha alcanzado valores positivos de crecimiento lo que indica que la tasa de

reproduccion a esa concentracion se adapto a las condiciones de exposicion.
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Figura 19. Grafica del efecto del plomo (Pb) sobre la tasa intrinseca de crecimiento poblacional (r)
en la generacion F7.

8.4.4 (r) Generacién F15

En la figura 16 se observé las pruebas realizadas a la generacion F1s, mostrando
en que la concentracion 0.02 y 0.05 mg L-1 de Pb en todas sus exposiciones no
expresaron diferencia significativa respecto al control (figura 20), incluso en el inciso C

se observa una mayor dispersion de datos en lo que respecta a la concentracion 0.05
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mg L', también se observo que la generacion expuesta a concentraciones mas altas se
ve afectada resultando un valor de “r” bajo., en el inciso d se observé un aumento en la
tasa intrinseca alcanzando un valor alto en la concentracién mas alta (0.2 mg/L) lo que
arrojéo como resultado que exponer al rotifero a 0.2 mg L' después de crecer en esa

misma concentracion por 15 generaciones, no genero diferencias significativas respecto

al control.
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Figura 20. Grafica del efecto del plomo (Pb) sobre la tasa intrinseca de crecimiento poblacional (r)
en la generacion F15.

8.5 Pruebas de densidad poblacional

8.5.1 Generacion FO

Se realizd la prueba de densidad poblacional a 20 dias (figura 21), con cuatro

tratamientos a concentraciones subletales distintas 0.02,0.05,0.1 y 0.2 mg L-1 de Pb
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evaluando el crecimiento de 1 mL de cultivo respecto al tiempo. La linea de tendencia

con icono circular refiere al control negativo (no expuesto).

Figura 21. Densidad poblacional generacion FO.

Se observé que a mayor concentracion de Pb disminuye la densidad de la
poblacién, se observa como la linea de tendencia de la concentracién 0.2 mg L-1 decrece
en los primeros dias y es la que presentd menor crecimiento en su densidad, todos los
tratamientos en la figura 21 presentaron diferencia significativa respecto al control,
encontrando en este ultimo mayor dispersion de datos en los dias 11-15
Se realizaron las pruebas de densidad poblacional a cada uno de los tratamientos
establecidos al inicio de la investigacion (0.02, 0.05,0.1, 0.2 mg L -1 de Pb) en las
generaciones Fo, F1, F7, F15, se utilizd el programa de office EXCEL y para graficar el
software GraphPad Prism, las graficas de densidad poblacional mostraron a mas detalle
en cada tratamiento (figura 22-25) el comportamiento que desarrollaron los
microorganismos durante el periodo de la prueba.

Prueba de densidad poblacional, por concentracion en las generaciones Fo, F1, F7, y F15
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8.5.2Densidad poblacional de 0.02 mg L-1 de Pb en 4 generaciones
En los datos de densidad poblacional expuestos a 0.02 mg L-1 de Pb (figura 22)

se observo una gran dispersion de datos principalmente del dia 10 al 15, siendo la
generacion FO la mas sensible y la F15 la que se adapté o mostré una menor sensibilidad
al toxico respecto al tiempo, presentando una menor dispersion de datos a partir del dia

18 respecto al control (no expuesto).

Figura 22. Densidad poblacional de generaciones expuestas (FO0, F1, F7 Y F15) a 0.02 mg
L-1 de Pb.

8.5.3 Densidad poblacional de 0.05 mg L-1 de Pb en 4 generaciones

La figura 23 muestra una tendencia de aumento en el desarrollo de la poblacion
conforme pasan las generaciones, lo cual indica que van perdiendo sensibilidad al téxico
respecto al tiempo, alcanzando una estabilidad de crecimiento en la generacion 7

respecto al control.
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Figura 23. Densidad poblacional de generaciones expuestas (F0, F1, F7 Y F15) a 0.05 mg
L-1 de Pb.

8.5.4 Densidad poblacional de 0.1 mg L-1 de Pb en 4 generaciones

La figura 24 presenta una gran diferencia significativa entre la generacion FO y F1

expuestas a una misma concentracion, lo que indica un cambio de sensibilidad al toxico,
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se observa también que conforme aumentaron las generaciones disminuyé la dispersion

de datos y aumento la densidad poblacional respecto al control.

Figura 24. Densidad poblacional de generaciones expuestas a 0.1 mg L-1 de Pb.

8.5.5 Densidad poblacional de 0.2 mg L-1 de Pb en 4 generaciones

En la figura 25 se observa que la generacion expuesta en Foa 0.2 mg L-1 mostrd

una mayor sensibilidad a la exposicion de la misma concentracidén que sus predecesoras.
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Se observa que en el dia 11 la generacion F7 presenta una homogeneidad de datos,
mostrando las interacciones de densidad respecto al control, lo que indica una pérdida
de sensibilidad al toxico en esta generacion. La generacion F15 expuesta no presenta

diferencias significativas respecto al control posterior al dia de prueba 18.

Figura 25. Densidad poblacional de generaciones expuestas a 0.2 mg L-1 de Pb.

En la figura 26 se observo un rotifero de la especie B. calyciflorus desarrollado en
un medio con téxico de aparentes caracteristicas morfoldgicas normales, llevando a cabo
su ciclo de reproduccion, durante las primeras generaciones la densidad del cultivo fue
baja, debido a que se generaron y observaron una gran produccion de huevos de
resistencia , por lo que se en el proceso de sacar las generaciones se hacia retiro de
ellos, los huevos llevaron un proceso de disposicidon correspondiente ya que estos fueron
generados bajo las condiciones subletales del plomo (xenobidtico utilizado).
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Figura 26. Rotifero B. calyciflorus generaciéon F7 desarrollado en una concentraciéon de
Pb de 0.1 mg L-1.

La capacidad de producir multiples huevos en respuesta a condiciones adversas
es una estrategia adaptativa que permite a la especie aumentar las probabilidades de
sobrevivir y repoblar el ambiente una vez que las condiciones sean mas favorables la
cual se observé de forma muy escasa en las primeras dos generaciones, lo cual es
importante ya que esta es la capacidad que permite a los rotiferos sobrevivir a la
contaminacion ambiental.

En la figura 27 se observé un huevo de resistencia el cual se extrajo de la
generacion F7 expuesta a una concentracién de 0.2 mg/L, se observo también que entre
mas crecio la generacion en el medio con toxico, la presencia de los huevos amicticos
disminuyd, lo que sugirido la asimilacion del medio en su séptima generacion, con
respecto a la figura 28, se realizaron las tomas fotograficas de la trofia de un rotifero
expuesto a las mismas condiciones de donde se obtuvo el huevo de resistencia pero de
una generacion distinta, recordando que la trofia es la proteccion calcarea del rotifero,
esta toma se realiz6 con el fin de observar cambios visibles en la trofia,. los cuales no se

observaron en la generacion F1.
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Figura 27. Huevo de resistencia de Figura 28. Trofia de rotifero expuesto a
rotifero B. calyciflorus de la generacién plomo en concentracion subletal de 0.2
F7 crecido en una concentracion 0.2 mg/L de Pb de la generacion F1.

mg/L de Pb.

Segun la NOM-001-SEMARNAT-2021 y la USEPA el limite maximo permisible
para la presencia de Pb en agua es de 1mg L-1 lo cual indica que en las generaciones
Fo y F1 se encuentran dentro de los limites maximos permitidos en las normas, aunque
se han reportado valores de tolerancia al plomo mas altos en otras especies de rotiferos
(Medrano, 2012)
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9. Discusion

El contenido del agua varia significativamente dependiendo de su fuente, ya que
el agua actua como un solvente universal, disolviendo minerales, gases y otros
compuestos presentes en su entorno, la composicion quimica del agua es un reflejo
directo de su interaccidn con el entorno fisico y las actividades humanas que la rodean
es por ello que los estudios de microadaptacion en B. calyciflorus son tan importantes y
contribuyen al desarrollo de modelos que predicen codmo las especie responderan a
cambios ambientales futuros. Ya que los rotiferos tienen gran relevancia ecoldgica, y
desempefian un papel crucial en los ecosistemas de agua dulce como parte de la cadena
trofica y son indicadores de la salud ambiental (Schroder & Walsh, 2007).

Previo a la realizacion de la fase experimental se colocaron los organismos en las
concentraciones adecuadas para proceder a la separacion de generaciones, a pesar de
sus tiempos de generacion cortos el proceso de ingreso del rotifero a la concentracion
de plomo donde se desarrolld la poblacién, hasta obtener la densidad necesaria para
realizar las pruebas llevo tiempo, esto debido a como indican investigaciones previas, los
individuos pueden ajustar su fisiologia y comportamiento en funcion de la concentracion
de metales en el medio, lo que les permite sobrevivir a corto plazo (Carmona et al., 1995)
por lo que llegar a la cantidad requerida y mas aun el mantenimiento diario del cultivo
requirio de una revision exhaustiva diaria.

A partir del cuadro comparativo entre las generaciones (Fo, F1, F7 y F1s5) expuestas en
distintas concentraciones, se observd un aumento significativo del CLso, el cual indicé
que el rotifero estéd aumentando su tolerancia al xenobidtico (Pb) alcanzando hasta 1.34
mg L-1 en la generacion 15 en su concentracion de crecimiento de 0.2 mg L-1, otros
estudios han reportado tolerancias mayores en exposicion a otros metales (Santos-
Medrano 2013).

Por otro lado, se han reportado distintas tolerancias de CL50 diferentes entre especies,
como Brachionus plicatilis y Brachionus rubens han mostrado diferentes grados de
tolerancia, lo cual se relaciona con factores genéticos y ambientales dentro de las
mismas especies (Obertegger et al. 2003), como se sabe la loriga de cada especie esta
conformada por proteina y material calcareo que les ayuda con el soporte estructural y

les brinda distintas caracteristicas segun su entorno (Segers, 2008). Por ello que la
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sensibilidad de la especie y por ende sus tolerancias varian, en el presente caso se ha
determinado en investigaciones previas que dentro de la familia Brachionidae, B.
calyciflorus es el de mayor sensibilidad.
Se han presentado estudios en las generaciones FO y F1 donde la actividad de enzimas
antioxidantes, como el superéxido dismutasa (SOD) y la catalasa son estudiadas, lo que
habla un mecanismo adaptativo frente a la toxicidad (Barata et al., 2001) una de las
prospectivas a abordar es el analisis de estos mecanismos en las generaciones
avanzadas para tener un conocimiento mas complejo de la adaptacion que el rotifero en
estado desarrollado en el xenobidtico.
Importante no olvidar qué rotiferos alternan entre reproduccion sexual y asexual, los
estudios generacionales permiten investigar como estas estrategias afectan la diversidad
genética y la resiliencia poblacional frente a condiciones adversas si bien no se realizé
un enfoque en la produccién de huevos, una situacion definitivamente presente y visible
fue que durante las primeras 4 generaciones el tiempo para obtener las densidades
necesarias para trabajar fue mas grande esto debido a la gran produccién de huevos de
resistencia.
Este estudio permitié entender el mecanismo que esta especie desarrolla frente al estrés
ambiental y como parte de las implicaciones ecotoxicoldgicas es importante conocer los
impactos subletales, como alteraciones en el crecimiento, ya que esto tiene implicaciones
directas para la evaluacion del riesgo ambiental y las de politicas para la regulacion de
contaminantes, como parte importante de este trabajo se obtuvo que en generaciones
posteriores a la 7ma se encuentran valores de CL50 mayores a los limites maximos
permisibles en México y en otros organismos internacionales como la US. EPA que es
de 1.0mgL".
Otros estudios también han presentado tolerancias a otros metales tales como el zinc 'y
el cobre, asi como a varias de las mezclas de ellos (Santos-Medrano et al., 2013). La
importancia de seguir estudiando el plomo y al rotifero en su adaptacion, es debido a la
versatilidad que estos tienen de permanecer en el ambiente.

Finalmente se observd en las generaciones de mayores concentraciones

evaluadas, el rotifero puede desarrollarse en cuestiones a densidad poblacional, a 0.2
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mg L' perfectamente respecto al control (no estimulado), caso contrario de sus primeras

generaciones en donde se llegd a visualizar un solo organismos en el cultivo.

10. Conclusion

La presente investigacion contribuye en un estudio transgeneracional en el rotifero
Brachionus calyciflorus en un medio contaminado a distintas concentraciones subletales
(0.02, 0.05, 0.1, 0.2 mg L-1 de Pb), con el fin de determinar por densidades poblacionales
la adaptacion de la especie al xenobidtico, se observdo que el plomo disminuyé
sustancialmente la tasa intrinseca de crecimiento r, al igual que la obtencion de huevos
partenogenéticos principalmente en las primeras generaciones.

Se observo también que en las primeras generaciones a mayor toxico expuesto
mayor mortalidad, matando mas del 50% de la poblacién, lo cual presenté un cambio en
la generacién F15 en donde mas del 60% de la poblacién sobrevivid a la concentracién
mas alta, demostrando en pruebas de densidad poblacional que perdié sensibilidad
respecto a las primeras generaciones.

Como prospectiva aun falta comprender mas a detalle los mecanismos moleculares
(genes que se estan afectando) para tener informacion complementaria, observando en
este trabajo el comportamiento poblacional de la especie. Es de suma importancia saber
los valores de concentracion a los que el rotifero puede estar expuesto y seguir
desarrollando en esto debido al grado de la especie en la cadena tréfica aunado al
potencial de bioconcentracion que tiene el plomo y lo importante que estos son en la
transferencia de energia, los presentes resultados validan y ratifican la importancia de
rotifero como modelo éptimo de biorremediador utilizado como detoxificante ya que
podria tolerar y procesar ambientes contaminados.

Se observé que las variables relacionadas con la supervivencia como con la
reproduccion se vieron afectadas negativamente con el aumento de las concentraciones
del téxico esto se sugiere a la presion selectiva del entorno. Finalmente, este estudio
generacional ayuda a comprender la capacidad de las poblaciones para adaptarse a
cambios ambientales rapidos como su capacidad para adaptarse al plomo puede influir
en la estructura y dinamica de la comunidad acuatica, afectando la biodiversidad y la

estabilidad del ecosistema.
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Es importante continuar con estudios generacionales ya que estos nos brindan
informacion importante sobre la adaptabilidad a las condiciones actuales y venideras
considerando cambios pueden ser transmitidos a las generaciones posteriores, lo que
sugiere una adaptacion a largo plazo a ambientes contaminados lo que puede verse
reflejado un cambio en la expresion génica y potencialmente en la estructura genética

poblacional en las generaciones venideras.
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