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RESUMEN

Se realizé un estudio conjunto de parametros demograficos de tabla de
vida y dos diferentes niveles de alimento Chlorella vulgaris (0.5x10° y 2x10°
células/ml) para evaluar el efecto de seis concentraciones de cloruro de cadmio
(0.005, 0.01, 0.02, 0.04, 0.08 y 0.16 mg/l) con el cladécero Alona glabra.

Los resultados mostraron que las concentraciones altas de CdCl;
repercuten negativamente en cualquiera de las variables de supervivencia o
reproduccidon de A. glabra. Las graficas de supervivencia muestran en general
la tendencia del aumento en la mortalidad en todas las concentraciones de
téxico con respecto a los grupos de control. Contundentemente se observa que
el nivel alimenticio alto tiene un efecto positivo de al menos de un 50% sobre
los niveles bajos de alimento en los valores de supervivencia
independientemente del nivel de toxico.

En las variables reproductivas como fecundidad y tasas de reproduccidn
se observa que los grupos con mayor alimento superan el doble los valores de
los grupos con un nivel alimenticio bajo de tal forma que las bajas

concentraciones potencian el efecto nocivo del cadmio.



1. INTRODUCCION

1.1 Aspectos generales de la contaminacion

El agua es unos de los recursos mas importantes ya que es utilizado para
diversos fines ademas del consumo humano el uso domestico, industrial,
agricultura, recreacion, pesca, hidroeléctricas. Adicionalmente uno de los mas
importantes objetivos de los programas de manejo del agua es preservar la
vida acuatica. Para alcanzar este objetivo es necesario mantener con ciertos
limites las caracteristicas quimicas del agua, del sustrato, la temperatura, la
turbidez entre otros. Cuando las aguas reciben descargas contaminantes ya
sea accidental o intencionalmente las caracteristicas de esta se alteran e
incluso pueden exceder los limites tolerados por las especies que lo habitan
(Taylor y Francis, 1996).

En la evaluacién de la contaminacion del agua los estudios de toxicidad son
necesarios, ya que las pruebas fisicas y quimicas no son suficientes para
valorar los efectos potenciales de ciertas sustancias sobre la vida acuatica. No
se puede determinar, por ejemplo, la interaccion de los efectos tdxicos de las
materias complejas, las diferentes clases de organismos acuéticos no son
igualmente susceptibles a las mismas substancias toxicas, ni su susceptibilidad
es igual a lo largo de su ciclo vital (Garcia, 2002).

Una prueba de toxicidad acuatica es un procedimiento en el que se
miden las respuestas de los organismos acuaticos y se utiliza para detectar o
medir la presencia o el efecto de una o mas substancias, residuos o factores
ambientales actuando aisladamente o en combinacién. Estas pruebas son
utiles para numerosos propdésitos, entre los que se incluyen determinaciones
de;(a) adaptacién de las condiciones ambientales a la vida acudtica;(b) factores
favorables y desfavorables del ambiente como Disponibilidad de oxigeno, pH,
temperatura, salinidad o turbidez; (c) efectos de los factores ambientales sobre
la toxicidad de los residuos; (d) toxicidad de los desechos sobre una
determinada especie; (e) sensibilidad de los organismos acuaticos ante
emanaciones o0 agentes toxicos; (f) magnitud que ha de tener el tratamiento de
los desechos para cumplir con los requerimientos de control de contaminacién

del agua; (g) efectividad de estos métodos de tratamiento de desechos; (h) tasa



de descarga de vertidos permitida; (i) concordancia entre las normas de calidad
del agua, los condicionamientos a los vertidos y los permisos de descarga
(APHA, AWWA, WPF, 1989).

Considerando lo antes mencionado y la necesidad para establecer el
control sobre la descarga de substancias tdxicas a los cuerpos de agua, la
estandarizacion de las pruebas de toxicidad se volvid urgente. El equipo
Mexicano (El Instituto de Tecnologia del Agua) entonces miembro del
Internacional Development Research Centre’s Water Tox Nerwork (una red
internacional para la estandarizacion e intercalibracion de una bateria de
métodos de pruebas de toxicidad acuatica), tenia una oportunidad para
explorar el desarrollo de una bateria de bioensayos como una herramienta para
monitoreo del agua por contaminacion quimica, adaptable a las necesidades de
monitoreo de la toxicidad del agua de paises en desarrollo; en los que se
incluian bioensayos usando Vibrio fischeri, Daphnia magna y Artemia
franciscana como una tecnologia alternativa para evaluar la calidad del agua.
Dentro de los organismos antes mencionados el Cladécero Daphnia magna es
muy importante ya que esta establecido en la Norma Oficial Mexicana (NOM-
074-ECOL-1994) como un organismo utilizable para la determinacion de la
calidad de los cuerpos de agua, tanto superficiales, subterraneos, asi como
aguas residuales, provenientes de los diversos giros industriales, efluentes
agricolas, municipales y sustancias puras, combinadas o lixiviados, mediante
pruebas de toxicidad.

La Ecotoxicologia estudia los efectos de los contaminantes en el
ambiente y su biota. La toxicologia acuatica es la parte de la ecotoxicologia que
se encarga del estudio de las sustancias y compuestos extrafios presentes en
los ecosistemas acuaticos (Garcia, 2002).

El papel de los bidlogos en el monitoreo y control de la contaminacién
acuatica consiste en detectar y describir las alteraciones y elucidar el origen de
los contaminantes ademas de buscar entender la relacion cuantitativa y
cualitativa entre los contaminantes y las consecuencias biologicas. Los
bidlogos deben de ser capaces de ofrecer propuestas brillantes para el manejo,
control o disminuciéon de la contaminacion y proponer cambios legislativos

(Taylor y Francis, 1996).



1.1.1 Contaminacion por metales pesados (Cadmio)

Existen varias definiciones del término “metales pesados”. Por lo general
se acepta que son aquellos elementos cuya densidad es mayor a 5 g/ml
(Cervantes y Moreno, 1999) Desde épocas remotas, los mexicanos hemos
explotado las riquezas mineras de nuestro territorio; de la tierra surgen
minerales Utiles para las diversas actividades del hombre, y los necesitamos
tanto, que pocas veces pensamos que algunos de ellos pueden llegar a ser
peligrosos para la salud de la gente que esta expuesta a sus efectos. Con la
industrializacién, nos hemos familiarizado con elementos tan téxicos como el
plomo, el mercurio, el arsénico y el cadmio (Diaz-Barriga, 1991).

El cadmio se descubrié en 1817 en minerales dezinc, de manera
independiente, pero simultanea, por Stromeyer en Goéttingen y Hermann en
Schéneberg (Albert, 2004). ElI cadmio generalmente se encuentra en la
naturaleza asociado a otros elementos como oxigeno (6xidos de cadmio), cloro
(cloruros de cadmio) y azufre (sulfuros de cadmio). En la industria metalurgica
gran parte del cadmio se obtiene como producto secundario de la refinacion o
fundicién del zinc. En México, en el afio 2006 se produjeron 1399 ton anuales
de cadmio refinado, producciéon con la que ocupamos el 6° lugar mundial
(INEGl, 2007).

El Cadmio se emplea en la actualidad para la fabricacién de baterias y
acumuladores, cables electronicos, celdas fotoeléctricas, cloruro de polivinilo,
colorantes, fusibles, soldaduras, plasticos, fungicidas, barras para las centrales
nucleoeléctricas y muchas cosas mas como textiles, joyeria, vidrio, ceramica,
lamparas incandescentes, etc. Como se ve, el cadmio es un metal
ampliamente distribuido en muchos ambitos de nuestra vida diaria y cada dia
sus aplicaciones se multiplican (Diaz-Barriga, 1991).

En general, las fuentes pueden dividirse en antropogénicas (causadas
por el hombre) y naturales. Se estima que el total mundial de cadmio emitido al
ambiente en 1983 fue de 9000 toneladas de las cuales el 85% correspondi6 a
fuentes antropogénicas y el resto a fuentes naturales. De estas ultimas,
podemos mencionar que las emisiones volcanicas contribuyeron con el 63%
del cadmio emitido, las fuentes biogénicas con 18% vy los incendios forestales
con 8.4%. Si clasificamos las fuentes antropogénicas segun el medio que



contaminan, veremos que en el aire 66% del cadmio proviene de la industria
metalurgica y 10% de la combustién del carbén y del petréleo. En el agua, las
industrias de los ramos quimicos y metal — mecanico proveen 25% del cadmio
que llega a ella, el 21% vienen de industrias minero — metaldrgicas, otro 21% lo
da la precipitacion de material atmosférico (particulas) y finalmente, el 17%
llega en el agua residual (urbana o industrial). En el suelo las fuentes mas
importantes de cadmio son las cenizas de carbon con 13% del total, la
precipitacion atmosférica con 9%, los desechos mineros — metalurgicos con 7%
y los deshechos agricolas y la excreta de animales con cerca de 5%.

En general existen tres medios por los cuales podriamos exponernos al
cadmio: el ocupacional, el ambiental y el tabaquismo. Las ocupaciones mas
riesgosas son aquéllas en las que los trabajadores estan en contacto directo
con el metal, con las fundiciones y en las fabricas de pilas 0 de acumuladores.
La exposicién ambiental puede darse por la contaminacion del aire, del suelo, o
del agua, o por la exposicibn a alimentos contaminados. El tabaquismo
requiere de particular consideracién en virtud de que los fumadores inhalan
cadmio del que se fija a la planta del tabaco. El tabaco mexicano es uno de los
que tiene mas cadmio (Diaz-Barriga, 1991).

Para llevar a cabo sus funciones, los organismos vivos requieren de
diversos iones inorganicos esenciales como son: Na, K, Mg, Ca, CI, SO, PO,
NO. Otros iones que también se hallan en el ambiente ya sea toxicos y sin
alguna actividad biol6gica asociada (por ejemplo, los metales pesados Pb, Hg,
Cd, Ag) o bien son esenciales, pero son téxicos cuando se encuentran en
concentraciones relativamente elevadas (tal como Cu, Zn, Ni, Co). Para la
mayoria de los organismos es extremadamente toxica la exposicion a un
exceso de metales pesados como Cd, Hg, Cr, Ni y Pb. Dentro de la cadena
alimenticia, los organismos fotosintéticos son las principales vias de acceso de
los metales pesados hacia los animales y el ser humano. El incremento de los
valores de los metales pesados en la biosfera, es el resultado de
perturbaciones originadas por el hombre en el medio ambiente o por
fenémenos geoldgicos (Cervantes y Moreno, 1999)

En animales acuéticos, el proceso de captacién de metales pesados se
efectia mediante tres procesos principales:

» Através de superficies respiratorias como las branquias



» Adsorcion del agua a las superficies corporales
» Através del aparato digestivo
En los crustaceos, el proceso de captacion se efectia por adsorciéon en
la superficie corporal (como la cuticula), seguida de difusion a través del
epitelio branquial. En las langostas, parece ser mas importante la captacion a
través de la dieta via estdmago o intestino; en el caso de los peces sucede lo
mismo. En el camarén de la costa mexicana del Pacifico, el hepatopancreas es
el érgano donde se acumulan con mayor abundancia Cd, Ni, Fe y Zn, mientras

que en las branquias se concentra el Cu (Cervantes y Moreno, 1999).

Toxicidad de los metales pesados

La captacién y toxicidad de metales pesados en los organismos acuaticos
estan influidas por factores fisicoquimicos y bioldgicos, asi como por el tiempo
de exposicidén y la concentracion del metal o metales. Algunos de los factores
que intervienen en la toxicidad de los metales pesados en solucion son:

a) Forma del metal en agua. Soluble o en particulas y como ion, complejo,
quelato en forma coloidal, precipitado o absorbido.

b) Presencia de otros metales. La presencia de otros cationes (sales de Ca y
Mg) afecta la toxicidad del Cu, Zn. Cd y Hg, ya sea por precipitacion o por
competencia.

c¢) Factores que modifican la fisiologia del organismo. Temperatura, pH,
oxigeno disuelto, luz salinidad.

También nutrientes como el fésforo.

Sobre el efecto del pH existen informes contradictorios, por lo que no es
posible generalizar acerca de una mayor toxicidad al aumentar o disminuir su
valor.

d) Otros factores ambientales. Tal como la densidad de la poblacién que, por
ejemplo en microalgas y protozoarios, al aumentar disminuye la toxicidad del
metal, o la edad del cultivo: la toxicidad es mayor en la fase logaritmica de
crecimiento que en la fase estacionaria.

Por la contaminacién por metales pesados también se altera la
composicidon de las poblaciones de un ecosistema, ya que cada especie
responde de diferente manera a las concentraciones de contaminantes y por

tanto acumula en mayor o menor medida determinados metales pesados. En



general, desaparecen muchas especies, conduciendo a que predominen
aquellas que son resistentes a los agentes contaminantes (Cervantes vy
Moreno, 1999).

La variabilidad de respuestas de los organismos por intervencién de los
factores fisicoquimicos ya descritos dificulta la explicacion de los mecanismos
para los efectos observados y dificulta también la determinacion de
concentraciones letales o subletales de los metales pesados. A pesar de estas
circunstancias, se han determinado los valores limite de concentracion letal
para metales pesados (Cd, Cr, Co, Cu, Hg, Ni, Pb, Zn) en varias clases de
organismos marinos como peces, crustaceos, moluscos, poliquetos y
equinodermos; asi como en diversas especies de peces, crustaceos, insectos,
gastrépodos y en otros moluscos, oligoquetos y rotiferos de agua dulce.

Los efectos subletales de los metales pesados, en una gran variedad de
organismos, conducen a cambios en su morfologia o histologia; fisiologia
(crecimiento, desarrollo, capacidad de nado, respiracion y circulacién);
bioquimica (quimica sanguinea, actividades enzimaticas); y endocrinologia,
conducta y reproduccion.

Los efectos téxicos de los metales pesados a nivel celular y molecular se
relacionan principalmente con su interaccidén con los grupos sulfhidrilos de las
proteinas, su accidén ionoforética, la cual impide el mantenimiento de los
gradientes idnicos y con su capacidad para generar radicales libres. A nivel
subcelular, los principales sitios de accion de los metales pesados son los
mitocondrias, la membrana plasmatica y el citoesqueleto. Varios metales
pesados, en particular Cr (VI), Ni, Co, Cd, As (lll) y Pb. Son carcinogénicos
para el humano y otros mamiferos, pero no son mutagénicos en las bacterias,
tal vez por el desarrollo de mecanismos de resistencia muy eficientes en los
procariontes. La genotoxicidad de los metales pesados se relaciona con la
induccion del dafo oxidativo de DNA y con la inhibicion de los procesos de
reparacion del DNA.

Es importante puntualizar que la mayor parte de la informacion
toxicolégica acerca de los metales pesados se ha obtenido a partir de estudios
que han utilizado un solo metal, cuando en la realidad los seres vivos estan

expuestos a mezclas de ellos.



Asi, por ejemplo, la toxicidad de la mezcla tal vez difiera de la toxicidad
de sus componentes, como ocurre con la mezcla de As y Cd. Por consiguiente,
no debe perderse la perspectiva de una exposicién a mezclas y su implicacién
toxicologica cuando se plantea la informacion individual de cada metal, como a
continuacién se hace con algunos de los metales y metaloides mas toxicos
(Cervantes y Moreno, 1999).

El Cd interactta con monémeros de fosfatidietanolamina vy
fosfatidilserina con mayor afinidad que el Ca y el Na, y estas interacciones son
una parte de la base bioquimica que explica los efectos toxicos del Cd en las
membranas bioldgicas. La otra parte importante del efecto téxico del Cd sobre
la funcién celular es su interaccion con los grupos SH de proteinas y otras
biomoléculas. Por ejemplo, a una concentracién de 5 pM (0.562 ppm), el Cd
puede inhibir por completo la fosforilacién asociada con la oxidacion in vivo e in
vitro de succinato o citrato en mitocondrias de higado de rata. El EDTA, los
ditioles y otros metales como Mn, Co y Ni, pueden revertir esta accién, lo cual
indica una fuerte interaccién del Cd con los grupos SH de las enzimas
mitocondriales. Asimismo, se ha comunicado de la inhibicion de la respiracidn
mitocondrial por Cd en los macrofagos alveolares pulmonares. Tanto el Cd
como el Zn estimulan la acumulacion dependiente de energia del Mg y el K en
las mitocondrias del corazén. La entrada de Cd en células hepaticas es
antagonizada por la presencia de Cu, Zn y Hg.

El Cd puede inhibir o estimular el crecimiento de ciertos
microorganismos; por ejemplo, este metal puede inhibir el desarrollo de virus
del mosaico del tabaco, mientras que bajas concentraciones de Cd pueden
estimular el crecimiento del alga verde Chlorella, pero ocurre lo contrario
cuando las concentraciones son altas. En estudios realizados con cepas de
bacterias del género Bacillus resistentes y sensibles a Cd, se ha observado
que las cepas sensibles acumulan casi 10 veces mas Cd que las resistentes,
luego de cuatro horas de exposicién a 1 mg/ml (8.9 mM) del metal. Al parecer
las algas y las cianobacterias son los organismos mas sensibles al Cd.
Mientras que las bacterias y los hongos tal vez sean los mas resistentes. En las
bacterias se ha encontrado que la captacion de Cd se relaciona con la

presencia de plasmidos. La toxicidad del Cd también se relaciona con la



generacion de radicales libres y la activacion parcial de la calmodulina como
analogo del Ca*".

En humanos y animales experimentales la exposicion crénica al Cd
causa dafno renal y proteinuria. La mayor acumulacién corporal de Cd ocurre en
el higado y el rindn, pero también en el cerebro fetal. En las ratas y ratones
induce también hipertensiéon, pero en humanos no es asi. En ratones se ha
comunicado del desarrollo experimental de edema, enfisema y fibrosis
pulmonar por inhalacion de CdCl,. En roedores expuestos a Cd y Hg se ha
observado un incremento en la peroxidacion de lipidos hepaticos, en donde el
Cd es un inductor mas potente que el Hg. (Cervantes y Moreno, 1999). Al igual
que para el Pb. el CdCl, muestra una mayor toxicidad aguda en animales
machos que en hembras (Cervantes y Moreno, 1999).

En humanos la absorcion del cadmio ocurre generalmente a través de
+dos vias: la primera de ellas es la oral, por ingestién de agua y alimentos que
contengan el metal, y representa aproximadamente el 5% del total del cadmio
absorbido en el organismo. Esta proporcidn depende de la ingestién de
proteinas y la presencia de vitamina D y de algunos factores nutricionales y
fisiopatolégicos del individuo. Por ejemplo, en personas con bajas reservas de
hierro o con problemas de eliminacion fecal, la proporcion de cadmio que se
absorbe es mayor. Otros factores que afectan la absorcién del cadmio ingerido
incluyen el tipo de compuesto, la cantidad ingerida y su frecuencia, la edad, el
embarazo o la lactancia, la presencia de drogas y la interaccion del cadmio con
la concentracion en el organismo de algunos nutrientes, como Zn, Se y Ca, con
los cuales compite el cadmio.

Con excepcion de quienes viven cerca de minas o de industrias
refinadoras, los humanos solo absorben una pequena cantidad de Cd a partir
del agua o del aire. En condiciones normales, la concentracion de cadmio en
los alimentos y el agua es baja y la mayor parte queda retenida en la mucosa
intestinal, principalmente unido a la metalotioneina, y es eliminado
posteriormente. Sin embargo, cuando la dosis oral de cadmio es elevada, se
sobrepasa la capacidad de la metalotioneina para unir el cadmio y el metal libre
atraviesa la mucosa para pasar a la circulacién sanguinea. Se ha observado
que la absorcion de metales pesados es mayor en los animales lactantes,
posiblemente debido a la accion combinada del efecto de ciertos componentes



de la leche con una mayor permeabilidad de la barrera intestinal en esa etapa,
en la que no se ha completado todavia su desarrollo.

La segunda via en importancia para la absorcion de este metal, es la
respiratoria. En este caso, la absorcidon depende del tamafno de las particulas y
de su composicidn quimica, la concentracién del metal en el aire, la retencidén y
de las particulas en los pulmones, las condiciones fisiolégicas del sistema
respiratorio y en caso de los fumadores, de la intensidad del habito. La
poblacion fumadora es la mas expuesta al cadmio, porque los cigarrillos lo
contienen en concentraciones que varian dependiendo del sitio de procedencia
de la planta y de los fertilizantes que se hayan utilizado en su cultivo.

Después del depésito del cadmio en el arbol respiratorio, parte de las
particulas inhaladas pasan al tracto gastrointestinal en donde se absorben
parcialmente. Entre 10 al 40% de las particulas inhaladas son absorbidas, otra
parte es eliminada con las secreciones y la restante, permanece depositada en
el arbol respiratorio. Las particulas que llegan hasta los alvéolos son
absorbidas y pasan a la sangre, ya sea directamente, o por via del macréfago
alveolar (Albert, 2004)

A pesar de que dichas fuentes tienen el potencial de afectar a una gran
cantidad de personas, aun son escasos los estudios epidemioldgicos en
poblaciones de alto riesgo. En San Luis Potosi se han efectuado dos estudios:
en uno se demostré mayor exposicion al Cd en nifilos vecinos de una zona
industrial metallrgica y en el otro, se demostrd que las mujeres no fumadoras
de la ciudad de San Luis Potosi, SLP, como ejemplo de ciudad industrial,
tuvieron hasta 10 veces mas Cd en la placenta que aquellas de una ciudad no
industrial. Ambos estudios dan una idea de la importancia que puede tener en
México la exposicion humana al cadmio y, por lo tanto, esto deberia ser un
asunto prioritario en materia de salud publica en el pais (Cervantes y Moreno,
1999).

Tolerancia a los metales pesados.

Se ha observado que la tolerancia de los seres vivos a los metales
pesados se debe a varios mecanismos como son: (1) la unién del metal a la
pared celular y a la cara externa de la membrana plasméatica con lo cual se
impide el paso de éste hacia el interior celular; (2) reduccion del transporte a



través de la membrana celular, (3) expulsion activa, por medio de la cual sale
mayor cantidad de metal que la que entra; (4) compartamentalizacién, en que
el metal queda secuestrado en un organelo en el interior celular; (5) por accién
quelante, ya sea por proteinas o péptidos (metalotioninas o fitoquelatinas),
compuestos organicos (citrato, malato oxaloacetato) o por compuestos
inorganicos (sulfuro, fosfato, polifosfatos); (6) biotransformacién, ya sea por
reduccién u oxidacién del metal o por alquilacion; y (7) precipitacion y
atrapamiento por secrecién de compuestos en el medio extracelular. Algunos
componentes del sistema de destoxificacion en bacterias se conocen con
detalle. Por ejemplo, recientemente se report6 la estructura tridimensional de la
proteina periplasmica que una Hg®*(Merp) y lo transfiere a la  proteina que lo
internaliza (MerT) para volatizarlo enzimaticamente (Cervantes y Moreno,
1999).

Los metales pesados, y los metaloides afines, se encuentran de manera
natural en la biosfera y por lo comun en bajas concentraciones, de tal manera
que no representan un factor de toxicidad para los organismos vivos. Sin
embargo, en ciertas areas, como algunos yacimientos minerales o en zonas
con una elevada actividad industrial, las concentraciones de metales pesados y
metaloides pueden llegar a ser elevados. En esta ultima situacion, se afectan
los organismos y los ecosistemas, y sélo aquellos organismos que desarrollen
mecanismos eficaces de resistencia permaneceran en los ambientes alterados
por la presencia de los elevados valores de los metales pesados. Asi, los
metales toxicos funcionan como agentes selectivos que promueven la
predominancia de los organismos tolerantes e inducen la desaparicion de los
susceptibles.

Aunque son diversos los mecanismos de toxicidad de los metales
pesados, los sistemas mas comunes implican una interferencia con el
transporte y la funcion de los iones fisioldgicos esenciales, y la interaccién con
las macromoléculas celulares tales como las enzimas y los acidos nucleicos.
También son distintos la especificidad y el grado de toxicidad de los diversos
metales pesados, y dependen en gran parte del tipo de organismo afectado.
Precisamente, una de las areas que todavia requiere de mayor investigacién es
la descripcidn y la determinacion de los efectos toxicos de los metales pesados

en una diversidad mas amplia de organismos, principalmente de



cianobacterias, microalgas, protozoarios, invertebrados (anélidos, moluscos,
artropodos, etcétera), plantas, animales de interés comercial y poblaciones
humanas sometidos a diferentes grados de contaminacién por los metales. La
cantidad de informacion disponible, aunque ya permite elaborar algunos
esquemas acerca de los efectos generales de los metales pesados, todavia es
escasa para lograr inferir su impacto a un nivel mas localizado, ya sea en una
poblacion en particular o a distintos niveles de complejidad: en los ecosistemas,
en los organismos, en los tejidos y 6rganos, en las células o bien en las
estructuras subcelulares (Cervantes y Moreno, 1999).

La gran variedad de mecanismos de resistencia existente, es
consecuencia de la diversidad natural de los seres vivos y de que han
coexistido e interactuado los metales y los organismos desde épocas remotas,
posiblemente desde el mismo origen de los seres vivos. Sin embargo, la
conservacion de algunos sistemas de resistencia y tolerancia a lo largo del
arbol filogenético puede haber resultado de su mayor efectividad para proteger
contra los efectos de los metales pesados.

La introduccion artificial de metales pesados en ambientes no
contaminados representa necesariamente un factor adicional en el desarrollo
de los sistemas de resistencia en los organismos expuestos. Debido a que la
contaminaciéon por metales pesados en zonas industriales o urbanas en un
hecho relativamente reciente, se puede considerar que los organismos
presentes en las zonas contaminadas han resultado seleccionados por poseer
adecuados sistemas de resistencia a los metales pesados existentes. En
consecuencia, la exposicidbn continua a los agentes téxicos, ademas de
seleccionar a los organismos mas resistentes, contribuye a la evolucién y a la
propagacion de los mecanismos de resistencia (Cervantes y Moreno, 1999).

Tiene que hacerse conciencia en los distintos ambitos relacionados con
el problema (gubernamental, académico, comunitario) de que la contaminacién
por metales pesados, y de hecho por otros agentes tdxicos como son
pesticidas, solventes organicos e isétopos radiactivos, no va a disminuir ni a
permanecer en la situacién actual, sino que continuard aumentando en el futuro
inmediato y a largo plazo. Esta prediccién se basa en el aumento, no en la
disminucién, de las actividades industriales y mineras a escala mundial. Por lo

tanto, es esencial continuar con la investigacion de la abundancia de los



metales pesados en los diferentes ecosistemas, de sus efectos toxicos y de los
mecanismos de resistencia desarrollados por los seres vivos, para establecer
asi con certeza la necesidad de desarrollar y aplicar mejores sistemas de
control de la contaminacion ambiental, asi como continuar generando nuevas
estrategias biotecnoldgicas, o perfeccionando las ya existentes, para abatir la
presencia excesiva de los metales pesados en el entorno (Cervantes y Moreno,
1999).

Efectos adversos

Se ha demostrado que los efectos del Cd en la animales experimentales
depende n de factores genéticos, etapa de desarrollo, estado funcional del
organismo y exposicién previa o simultdnea a algunos factores ambientales
incluyendo algunos nutrientes. La cantidad del metal necesaria para causar un
efecto adverso en una persona expuesta depende de su forma quimica y de las
propiedades fisicoquimicas del compuesto. En general, los compuestos
solubles en agua y aquellos que pueden disolverse en el organismo tienden a
ser mas toéxicos. Por ingestion de alimentos o bebidas con altas
concentraciones de cadmio, se pueden presentar irritaciones estomacales,
nausea, vomito y diarrea, dolor abdominal y muscular, asi como salivacion.

Los humanos estan protegidos contra una exposicion cronica de Cd
gracias a una proteina rica en Azufre, la metalotioneina, cuya principal funcién
es regular el metabolismo del zinc. Debido a que esta proteina posee varios
grupos sulfhidrilo, puede formar complejos con el Cd?* absorbido, el cual es
eliminado subsecuentemente con la orina. Como ya se dijo, si la cantidad del
metal que ingresa al organismo excede la capacidad de la metalotioneina, el
Cd se almacena en el higado y rinén donde puede causar enfermedades. La
placenta sintetiza metalotioneina, por lo que es una barrera parcialmente eficaz
contra el cadmio, pero no es posible descartar que se puedan transmitir
concentraciones nocivas de este metal de madre a hijo antes del nacimiento.
Por otra parte, los recién nacidos estan expuestos a otras fuentes del metal,
como la leche materna (Albert, 2004).

Efectos renales. Independientemente de la via de absorcion, el rifion es
el principal 6rgano critico para el cadmio. La exposicion a largo plazo a
concentraciones bajas de Cd causa los efectos mas graves; en los expuestos



se observa dafno renal con proteinuria tubular (excrecién de proteinas con bajo
peso molecular como la microglobulina) y disminucion en la tasa de de filtracién
glomerular cuyo resultado es la reabsorcién disminuida de aminoécidos,
glucosa, calcio, cobre, y fosfato inorganico. Otros sintomas son la anemia y
aumento en la velocidad de sedimentacidn de los eritrocitos, astenia, glicosuria,
hiperfosfaturia, aumento en la excrecibn de acido urico y excrecién de
proteinas de alto peso molecular. En etapas avanzadas de intoxicacion puede
un aumento en la excrecién de aminoacidos y Ca en la orina, lo cual puede
causar la formacién de calculos renales. La proteinuria persiste aunque cese la
exposicion y la disfuncién tubular y la reduccion en la filtracion glomerular se
incrementa severamente. Aunque el dafo inicial es sobre los tubulos renales,
eventualmente se afectan los glomérulos. Este dafo se debe a la incapacidad
del organismo para eliminar el cadmio que llega al rifidn, el cual se acumula en
la corteza renal. En la ingestion prolongada de alimentos con alto contenido de
cadmio, se han observado osteopatias que parecen estar relacionadas con una
alteracion del metabolismo del calcio.

Efectos respiratorios. Se observan como resultado de la exposicion
ocupacional al cadmio y sus compuestos por via respiratoria, pero son muy
poco probables en la poblacion general. La sintomatologia comienza con
irritacion faringea y broncopulmonar con disnea, opresion retroesternal y tos. Si
la exposicidn ha sido importante, se puede llegar a insuficiencia respiratoria
aguda, e incluso, a edema agudo. La inhalacién de humos o polvo de éxido de
cadmio es intensamente irritante para el sistema respiratorio; las exposiciones
agudas pueden ser fatales. La exposicidon crénica de tipo ocupacional a
concentraciones de cadmio o sus derivados en el aire puede causar enfisema y
fibrosis pulmonar progresiva, neumonitis y edema pulmonar.

Efectos sobre la reproduccion. Experimentalmente animales que han
sido expuestos a cadmio via inhalatoria induce productos con bajo peso al
nacer, malformaciones esqueléticas, interferencias con el metabolismo fetal y
desarrollo neuroldgico afectado. También se han observado experimentalmente
cambios en la funcién testicular cuando el cadmio se administra por via oral,
asi como necrosis testicular o efectos sobre los niveles de hormonas sexuales
en los machos. No se tienen datos suficientes sobre estos efectos en los seres
humanos (Albert, 2004).



Efectos sobre el sistema cardiovascular. Se ha sugerido que el cadmio
pueda estar relacionado con el desarrollo de presién sanguinea elevada vy
enfermedad cardiaca.

Efectos carcinogénicos. La EPA ha clasificado al cadmio como probable
carcinbgeno humano. Induce a la formacion de neoplasias en rifion, higado,
estdbmago, prostata y pancreas. Se desconoce el mecanismo de la induccién
tumoral, pero se sabe que el cadmio produce estrés oxidativo en las células,

asi como interacciones ADN/metal (Albert, 2004).

1.2 Aspectos legales de la contaminacién

1.2.1 Normas Oficiales Mexicanas, organismos internacionales, comision

del agua, estadisticas.

En 1994, el gobierno de México adoptd una legislacién concerniente a
los maximos puntos-fuente de niveles de descarga de contaminantes para
proteger las aguas de captacion. Esta ley Federal especifica pautas para
toxicos organicos e inorganicos de 28 sectores industriales y métodos
analiticos para ser usados en determinar sus concentraciones. Este fue el
primer paso de México para proteger sus recursos acuiferos mientras que al
mismo tiempo cumplia con los requerimientos legales impuestos por el Tratado
de Libre Comercio (INE 1994; Pica-Granados et al., 2000).

Las Normas Oficiales Mexicanas enlistan las sustancias que pueden ser
consideradas contaminantes y los niveles maximos permitidos. Para evaluar
los niveles se tienen que hacer pruebas de laboratorio o bioensayos -pruebas
con organismos indicadores de polucion-. La NOM-074-ECOL-1994 establece
al cladécero Daphnia magna como un organismo para determinar la calidad del
agua, sin embargo este no se encuentra en cuerpos de agua mexicanos, de ahi
surge la necesidad de encontrar especies nativas como Alona glabra para
evaluar contaminantes. El objetivo de este trabajo consiste en evaluar algunos
aspectos de vida del cladocero Alona glabra con el toxico Cadmio en diferentes

concentraciones.



La proteccion del agua sufri6 un severo retraso bajo nuevas
regulaciones de 1997 en las cuales:

Los compuestos tdxicos organicos no se incluian, basados en el personal
capacitado para realizar las pruebas era limitadas y los fondos para
capacitarlos no estaban disponibles.

Los bioensayos se declararon como pruebas opcionales a pesar de su
aceptacion como herramienta indispensable en analisis de riesgo y su bajo
costo. Aqui el argumento fue que este método no habia sido estandarizado y la
informacion concerniente a su repetibilidad y reproducibilidad no estaba
disponible.

El criterio de la calidad de agua para desechos industriales se referia
sblo a siete metales pesados y algunos parametros fisico-quimicos incluyendo
pH, sdlidos suspendidos y disueltos, sélidos precipitados, contenido organico,
contenido de grasa y aceite, y Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO). Los
niveles maximos permisibles fueron aquellos generalmente adoptados para
aguas de desecho delicadas (Diario Oficial, 1997)

Concentraciones maximas permisibles en el agua potable de México
(ver Tabla 1) (Cervantes y Moreno, 1999).

Tabla 1 Concentraciones maximas permisibles en el agua potable de México

Metal Limite permisible (mg/l o ppm)
Zinc 5.0

Cobre 2.0

Aluminio 0.9

Como total 0.05

Arsénico 0.05

Plomo 0.025

Cadmio 0.005

Mercurio 0.001




1.2.2 Bioensayos

En el campo de la toxicologia y la ecotoxicologia es necesario
determinar el afecto que produce uno o varios compuestos quimicos (tdéxicos) a
los individuos de una determinada especie; asi como su capacidad de
acumulaciéon en los tejidos vivos y, en general, su comportamiento en el
compartimiento bibtico del ecosistema. Los experimentos disefiados para este
fin son los denominados bioensayos. La FAO define el término bioensayo
como: <<tests en los cuales un tejido vivo, organismo o grupo de organismos,
se usan como reactivos para la determinacion de la potencia de alguna
sustancia activa fisiologicamente>> (Serrano, 2003).

Este tipo de experimentos se pueden utilizar para determinar la toxicidad
de contaminantes para diferentes especies de organismos, registrando la
mortalidad que producen, u otros efectos no letales (subletales) que ponen en
peligro la supervivencia de los individuos o de las poblaciones en el medio
natural, como por ejemplo efectos negativos sobre el comportamiento, la
reproduccidn o el metabolismo.

En un sentido mas amplio, los bioensayos incluyen también pruebas de
acumulacion de los téxicos en los organismos, diferenciandose entre las
diferentes vias de entrada de los xenobidticos. Mientras que los animales
terrestres acumulan contaminantes principalmente a través del alimento, en el
medio acuatico se pueden distinguir tres procesos bien diferenciados:
bioconcentracién, bioacumulacién y biomagnificacion.

La bioconcentracion es el proceso por el que un compuesto entra en un
organismo acuatico directamente desde el agua a través de las agallas o de los
tejidos epiteliales como consecuencia de un simple equilibrio quimico de
particibn entre los tejidos y el agua. La bioacumulacion incluye tanto la
bioconcentracion como los procesos de entrada de residuos quimicos a traves
de la comida. Por su parte, la biomagnificacién hace referencia a la totalidad de
procesos por los cuales la concentracion tisular de un compuesto quimico
bioacumulado se incrementa a medida que este material pasa a través de dos
0 mas niveles troficos (Serrano, 2003).



Los bioensayos utilizados en ecotoxicologia acuatica se clasifican, en
funcion de su duracién y del método que se emplea para afnadir el toxico al
agua, de la siguiente manera:

» Test a corto plazo: el periodo de tiempo oscila entre 48 y 96 horas
dependiendo de la especie utilizada y normalmente no se suministra
comida a los organismos de experimentacién; la gran ventaja de este
tipo de bioensayos es la rapidez de los resultados.

» Test a largo plazo: su duracién oscila entre 7 dias y uno o varios
meses, su duracion dependera del ciclo de vida de la especie
utilizada; la ventaja que presenta frente a los anteriores es su mayor
fiabilidad.

» Test estatico: son bioensayos generalmente de corta duracién en
los que los organismos estan durante todo el periodo de
experimentacién en el mismo medio.

» Test de renovacidén o estatico con renovacion: en este tipo de
bioensayo el medio se renueva periddicamente.

» Test de flujo: es el mas sofisticado, ya que el medio se va
renovando continuamente mediante sistemas de circulacién y
dosificacion automatica (Serrano, 2003).

Diferentes organismos internacionales tales como la OECD, la ASTM o
la USEPA han emitido una serie de recomendaciones para la realizacion de
este tipo de ensayos con el fin de conseguir que los resultados de éstos sean
comparables, es decir una estandarizacién de los parametros que se obtengan.

Esta es una tarea ardua debido a la complejidad de los ensayos como
consecuencia de las variables que intervienen. En general, las
recomendaciones van encaminadas a la definicién inequivoca de los diferentes
parametros toxicocinéticos y a evitar determinaciones erréneas de éstos como
consecuencia del amplio rango de diferentes propiedades fisico-quimicas que
presentan los contaminantes por ejemplo solubilidades y polaridades (Serrano,
2003).

Dependiendo de la investigacibn que se lleve a cabo con

microorganismos 0 en el medio acuatico el téxico se puede afadir al medio de



cultivo o al agua, en una concentracion conocida (concentracién nominal). En el
diseno del experimento se deberan tener en cuenta los siguientes puntos.
a) Seleccion y determinacion de la condicion de los organismos
Se deben evitar cambios bruscos en las condiciones ambientales o
dafar a los organismos durante su manipulaciéon, ya que ambos
factores pueden provocar el descarte de la poblacion para
posteriores experimentos.
b) Réplicas
Se deben realizar tres réplicas de cada tratamiento (dosis de toxico),
lo que permitira un tratamiento estadistico adecuado.
El nimero de individuos por grupo (por réplica) dependera de las
limitaciones impuestas por las caracteristicas de los organismos a
estudiar. Por ejemplo, de 20 en el caso de especies como
(poliquetos, anfipodos, etc.)
c) Determinacion del efecto
En la mayoria de los casos se determinard la mortalidad o algun
efecto subletal, dependiendo del objetivo del estudio.
En la mayoria de las especies es facil reconocer la muerte de un
individuo. Sin embargo, en moluscos, poliquetos o algunos
crustaceos inferiores se deben buscar maneras de constatarla.
d) Controles
En cualquier experiencia de tipo ecotoxicolégico los grupos control,
es decir, grupos de organismos no expuestos o tratados con el
téxico, son fundamentales para asegurar que el experimento se ha
llevado a cabo correctamente.
e) Finalizacion del experimento
Una vez registradas las observaciones en cada grupo, los datos seran

tratados para el calculo los diferentes parametros ecotoxicoldgicos.

Tratamiento de datos
Calculo de la relacion dosis/efecto

El parametro que se utiliza mas ampliamente para medir la toxicidad de
un compuesto para una especie determinada es la LD 50 (/ethal dose50), es

decir, la dosis que produce la muerte o causan un efecto subletal determinando



para el 50% de la poblacion sometida a tratamiento en un periodo de tiempo
determinado.

En el caso de estudios en el medio acuatico, el parametro que se utiliza
es la LC o EC 50, andlogo a los anteriores pero haciendo referencia a la
concentracion del toxico presente en el agua (lethal concentration o effective
concentration) en lugar de a la dosis suministrada. Asi, la LC 50-96 h seria la
concentracion de tdxico disuelto e el agua capaz de causar la muerte al 50% de
la poblacion después de 96 h.

Existen diferentes métodos para el calculo de la LD; dos de ellos, el
método grafico y el logaritmico, no necesitan de ordenador. El método de los
probits es el que se usa mas ampliamente en la actualidad.

El método gréafico consiste en representar en el eje de abscisas las dosis
suministradas a los diferentes grupos y en el eje de ordenadas el porcentaje de
mortalidad, interpolando el valor de concentracién que se corresponde con el
50% de mortalidad a partir de la linea que une a los diferentes puntos. Para
cada réplica se obtiene un valor que se utiliza para calcular la media.

El método logaritmico es una variante de éste en el que la grafica se
representa en papel semilogaritmico; de esta manera se representa la
concentracion en escala logaritmica en el eje de ordenadas, minimizando la
incertidumbre en la zona central (50%) de la grafica.

Meétodo de los probit

La transformacidén probit se utiliza habitualmente en el estudio de las
distribuciones de frecuencia. En el caso de la determinacion de la LD 50 a partir
de datos sobre mortalidad, la transformacion probit de mayor peso a los datos
obtenidos a partir de los tratamientos con dosis 0 concentraciones centrales
que a los valores extremos, minimizando de esta manera la incertidumbre en la
zona central de la grafica donde, como hemos visto en los métodos anteriores,

se interpola el valor de la LD 50 (Serrano, 2003).



1.3 Aspectos generales de los cladéceros
1.3.1 Importancia ecoldgica, caracteristicas taxondmicas

Las pulgas de agua (suborden Claddcera) constituyen la mitad de los
braquiépodos e incluyen a muchas especies comunes y ampliamente
extendidas, como las pertenecientes al género Daphnia. El caparazén encierra
al tronco, pero no a la cabeza y suele terminar posteriormente en una espina
apical. La cabeza tiene un saliente ventral, algo dirigido hacia atras, de modo
que el cuerpo tiene el aspecto de un péajaro gordo. El numero de apéndices
troncales esta reducido a cinco o seis pares. La punta del tronco, normalmente
llamada postabdomen, esta girada centralmente hacia delante y lleva una
especie de garras y espinas para limpiar el caparazon. La mayoria de los
braquiépodos sélo mide unos pocos centimetros de longitud, algunos sélo 0.25
mm. La mayoria de los braquiépodos son palidos y transparentes, los
cladéceros habitan los arroyos, estanques grandes y lagos. La mayor parte de
las especies son muy efimeras y sélo aparecen brevemente durante la corta
existencia de las charcas formadas por la nieve derretida o las lluvias
primaverales (Ruppert y Barnes, 1996). Estos organismos constituyen un grupo
ampliamente distribuido. Se pueden encontrar desde el Artico hasta latitudes
tropicales, habitando en mares, lagos, rios, arroyos, estanques, charcos, e
inclusive se han encontrado en agua atrapada en musgos que cuelgan de
arboles. Tienen un extenso intervalo de tolerancia a la salinidad, pudiendo vivir
en aguas casi destiladas, aguas oceanicas con 3.2% de salinidad y hasta en
lagos aun mas salinos que el agua de mar con un 5% o mas de salinidad.
Ademas pueden vivir en aguas duras o0 suaves con menos de 20mg/L de calcio
y toleran un pH acido de hasta 3.8 (Hutchinson, 1967; Dodson & Frey, 1991).

Las pulgas de agua nadan por medio de segundas antenas poderosas.
El movimiento es en gran parte vertical y normalmente a trompicones. El batido
hacia debajo de la antena lanza al animal hacia arriba de la antena lanza al
animal hacia arriba; luego se va hundiendo lentamente, utilizando las antenas a
modo de paracaidas.

La mayoria de los braquiépodos son suspensivoros y recogen las
particulas de alimento con las finas sedas de los apéndices del tronco. En los



cladéceros, sélo algunos de los cuatro a seis apéndices del tronco estan
adaptados para recolectar particulas, y las sedas filtradoras suelen estar
dispuestas en el apéndice formando un peine diferenciado. La corriente de
agua para desde el lado anterior al posterior, y las particulas recolectadas son
transferidas al surco alimentario por medio de sedas especiales (gnatobases)
situadas en la parte basal de los apéndices. La eficacia del mecanismo
recolector de Daphnia se hace patente por la capacidad de algunos miembros
de este género para alimentarse a base de bacterias (Ruppert y Barnes, 1996).

Dichos organismos pueden alimentarse de una gran variedad de
pequenas particulas tales como bacterias, algas, protozoos, rotiferos,
cladéceros y pequenos crustaceos. Ellos obtienen su alimento filtrando el agua,
en el caso de los herbivoros, o atrapando a su presa y succionando los fluidos
corporales 0 aun comiendo enteras a sus presas en el caso de los planctivoros
(Dodson & Frey, 1991; Ruppert & Barnes, 1996).

La importancia de los cladéceros en los cuerpos de agua radica
principalmente en que forman parte importante de la cadena alimentaria (Zou,
1996), formando el eslabdn entre los productores primarios (fitoplancton) y los
consumidores secundarios (planctivoros) (Garcia, 2002).

Aunque también existen cladéceros planctivoros, lo que los convierte en
los principales consumidores primarios y secundarios de los lagos. También
son importantes porque regulan la cantidad de algas y bacterias contenidas en
un cuerpo de agua (Dodson & Frey, 1991).

El cladécero seleccionado para este estudio fue Alona glabra pertenece
al orden Anomopoda y a la familia Chydoridae y presenta la morfologia que se
muestra en la Figura 1

Figura 1 Morfologia de Alona glabra tomado de Elmoor-Loureiro et al.



Reproduccion y desarrollo

En los cladéceros, el patrén de reproduccion es de partenogénesis
ciclico. Los huevos diploides partenogenéticos eclosionan en forma de
hembras durante muchas generaciones, y una hembra puede producir una
sucesion de incubaciones.

El desarrollo es directo, y cuando los juveniles abandonan la camara de
incubacion situada debajo del caparazén, el esqueleto muda y una nueva
hornada de huevos es expulsada a la cdmara incubadora. El cambio de una
camada a la siguiente puede tener lugar en 5 min. En algun momento,
determinados factores, como puedan ser cambios en la temperatura del agua o
un descenso de la disponibilidad de alimento debida a un aumento de la
poblacion, inducen a la aparicion de machos, y se producen huevos
fecundados. Los huevos fecundados son grandes y solo se producen dos en
una sola puesta, uno de cada ovario. Las paredes de la camara incubadora
estan ahora transformadas en una capsula protectora en forma de estribo
(ephippium o efipio). Este es eliminado en la siguiente muda, separandose o
permaneciendo unido al resto del exoesqueleto.

Los efipios flotan, se hunden hasta el fono o se adhieren a objetos, y
pueden soportar la desecacién y el congelamiento e incluso resistir al paso por
el tubo digestivo de peces y de las aves y mamiferos que se alimentan de
éstos. Por medio de estos huevos protegidos tan resistentes, los claddéceros
pueden ser dispersados por el viento o por animales a través de distancia
considerables, y pueden pasar el invierno y sobrevivir a las sequias estivales.

Algunos cladoéceros, como especies de Diaphanosoma, Moina vy
Chydorus, pueden exhibir un Unico ascenso y caida poblacionales durante los
meses mas calidos, mientras que otras son diciclicas y exhiben picos
poblacionales tanto de primavera como de otofo. El fenbmeno no es de ningun
modo predecible en todos los casos. Algunas especies de Daphnia por
ejemplo, pueden ser monociclicas, diciclicas o incluso aciclicas, dependiendo
del lago o estanque en el que vivan.

En algunas especies de claddceros, como las lacustres Daphnia dubia 'y
Daphnia retrocurva, la cabeza cambia progresivamente de una forma redonda
a una de casco entre la primavera y mediados de la verano a otofo, la cabeza

vuelve a su forma normal redonda. Esta ciclomorfosis no se comprende muy



bien aun. Puede ser, al igual que en los rotiferos, el resultado de factores
internos, o de la interaccion de condiciones externas (temperatura) y factores
internos (quizad genéticos). En algunas especies al menos, parece reducir la
prelacién al producir un tamafio menos aceptable para determinados
predadores (Ruppert y Barnes, 1996).

Actualmente existe informacién de los clad6ceros en diversos aspectos
como: caracteristicas anatdmicas externas e internas, morfologia funcional,
fisiologia adaptaciones fisiolégicas, evolucién, ciclo de vida, especiacion,
distribucién comportamiento ecoldgico, relaciones ecologicas, regulacion de la
poblacion, rol funcional en el ecosistema, acuacultura y ecotoxicologia entre
otras (Dodson & Frey, 1991; Ruppert & Barnes, 1996). Toda esta informacion
disponible hace que sea posible comparar su comportamiento en situaciones
normales y bajo algun tipo de estrés.

1.3.2 Importancia de los claddceros en los bioensayos

Los Clado6ceros han sido usados para bioensayos desde hace 50 afnos
por Naumman (Dodson & Frey, 1991). Los cladéceros son usados
extensamente en bioensayos de toxicidad aguda y crénica como organismos
de prueba para cuantificar la toxicidad de efluentes de solo un compuesto y
mezclas complejas y ademas es un indicador bioldégico en efluentes que
reciben los ecosistemas acuaticos. El realizar este tipo de estudios
ecotoxicolégicos con claddceros representa muchas ventajas, ya que las
pruebas con estos organismos son rapidas debido a su ciclo de vida tan corto,
son muy econémicos de mantener y su tamafo es pequeno. Estas
caracteristicas permiten que sea mas facil trabajar con ellos, ademas su
reproduccidén es por partenogénesis por lo que conservan sus caracteristicas
genéticas, alcanzan la madurez sexual en un tiempo muy corto y se cuenta con
progenie muy pronto. Tienen una amplia distribucién, alta significancia
ecoldgica y son muy vulnerables a la contaminacién por metales pesados (Zou,
1997).



2. ANTECEDENTES

2.1 Bioensayos con Alona

Nandini y Sarma en 2002 realizaron un estudio de crecimiento
poblacional con algunos géneros de claddceros (entre ellos Alona glabra) en
relacion con diferentes niveles alimenticios de Chlorella vulgaris.

2.2 Con Cadmio

Sick y Baptist en 1979 expusieron al copepodo marino Pseudodiaptomus
cosonatus a alimento con cadmio afadido y a concentraciones de cadmio en el
agua del medio y encontraron después de analizar por espectrofotometria de
absorcidn atomica que P. coronatus absorbi6 mayores cantidades del medio
que del alimento.

Villarreal-Trevifio et al. en 1986 encontraron que metales pesados (como
Pb, Cu, Zn y Fe) se encontraban en concentraciones mayores en peces
dulceacuicolas —v. gr.: Poecilia formosa y Cichlasoma cyanoguttatum- que los
rios donde vivian esto debido a la bioacumulacion y biomagnificacién. Estos
metales alteran o incluso modifican funciones esenciales en los peces, tal como
alteraciones reproductivas.

Mclntosh en 1991 menciona que es de suma importancia la medicion de
metales pesados en los sedimentos de los cuerpos de agua ya que la mayor
parte de las mediciones, bioensayos se centran en la parte superficial de la
columna de agua.

Fargasova en 1994 evalla el efecto téxico de metales pesados —Hg, Cr,
Cd, Pb y As- sobre dos especies dulceacuicolas -Daphna magna y Tubifex
tubifex- que forman parte importante del plancton y que se encuentran
ampliamente distribuidas.

Wogram J. y Liess M. en 2001 comparan la sensibilidad a diferentes
toxicos entre ellos al Cadmio e indican que un requisito de los organismos

usados en bioensayos es que presenten gran sensibilidad a el estresor quimico



a evaluar. De aqui la gran importancia probar la sensibilidad de diferentes
especies a los toxicos.

Gama-Flores et al. en 2007 cuantificaron la respuesta de Moina
macrocopa siendo expuesta a diferentes concentraciones de cadmio en un
estudio de tabla de vida, encontrando que las concentraciones altas del toxico
tienen un impacto negativo sobre los parametros de supervivencia y

reproduccion.

2.3 Con concentraciones de alimento

Martinez-Jerénimo y Gutiérrez-Valdivia en 1991 evaluaron la fecundidad,
reproduccion y crecimiento de un cladécero —Moina macrocopa- con distintas
concentraciones de tres especies de microalgas -Ankistrodesmus convolutus,
Scenedesmus incrassatulus 'y Chlorella vulgaris- .

Martinez-Jerénimo y Garcia-Gonzalez en 1994 basados en un estudio
de tabla de vida encontraron que la concentracion de alimento -microalga
Scenedesmus incrassatulus- modifica la respuesta del cladécero Daphna
magna al toxico Sulfato Dodecil de Sodio.

Martinez-Jerénimo et al. en 1994 trabajaron el efecto de dos alimentos -
Ankistrodesmus falcatus y Scenedesmus incrassatulus- en diferentes
concentraciones (6, 12 y 18 mg/l) sobre la sobrevivencia, longevidad vy
reproduccion de Daphna magna.

Nandini y Sarma en los afios 2000 y 2002 realizaron estudios de Tabla
de Vida y de Crecimiento Poblacional respectivamente de clad6ceros en
relacion al nivel alimenticio del alga Chlorella vulgaris.

Muro-Cruz, Nandini y Sarma en 2002 realizaron estudios demograficos
en dos especies de cladbéceros Alona glabray Macrothrix triseralis en relacion a
diferentes niveles alimenticios de Chlorella.



3. JUSTIFICACION

La creciente presencia de cadmio en el ambiente se hace patente debido
a que México ocupd en el afno 2006 segun el INEGI el 6° lugar mundial en
produccidén de cadmio; por este motivo es necesario evaluar los efectos que
provoca en los organismos nativos de México. La legislacion mexicana permite
evaluar la contaminaciéon con Daphnia magna sin embargo esta especie no
habita el territorio nacional, de aqui la importancia en realizar estudios con
diferentes especies de cladoceros para encontrar una que se adapte a la
realidad mexicana. Este estudio estd disefiado con Alona glabra que se
encuentra distribuida en México, bajo los efectos conjuntos del CdCl, vy
Chlorella vulgaris analizando variables demograficas de tabla de vida.



4. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto conjunto de alimento Chlorella vulgaris y el tdxico cloruro de
cadmio sobre variables demograficas de tabla de vida en el cladécero Alona
glabra.

Objetivos particulares:

1. Cuantificar el efecto agudo del cloruro de cadmio con Alona glabra.

2. Cuantificar el efecto crénico del téxico sobre variables demograficas en
el cladécero A. glabra.

3. Cuantificar el efecto conjunto del toxico y niveles alimenticios sobre
variables demograficas en el cladécero A. glabra.



5. MATERIALES Y METODOS

Cultivo de organismos

Chlorella vulgaris

Esta microalga de la divisiébn Chlorophyta, clase Chlorophycea, orden
Chlorococcales, familia Chlorococcaceae es una especie comun en los cuerpos
de agua del Valle de México e incluso en la atmésfera (Vega-Quintero, 1996).
Fue aislada de la FES lIztacala y se cultivd en envases de plastico de 2 | de
capacidad con 30 ml de medio Bold (Borowitzka y Borowitzka, 1988), 0.5 g de
NaHCOg3 y con agua destilada, se mantuvieron aereados los cultivos con ayuda
de una bomba de aire y con iluminacion artificial constante, o bien, con un
fotoperiodo de 24 h luz, como fuente adicional de carbono cada dos dias se les
agregaba 0.5 g de NaHCO;3;. Después de alcanzar su maximo crecimiento
poblacional fueron retiradas y colocadas en un cuarto frio a una temperatura de
4°C. Una vez sedimentadas las algas, se decantaron las botellas para
concentrarlas en una sola, posteriormente se hizo un conteo con la camara

Neubauer para conocer la densidad del alga.

Alona glabra

Este cladécero fue recolectado en la orilla del lago Chapultepec vy
cultivado en Laboratorio de Zoologia Acuatica (UMF) de la FES lztacala UNAM.
Las condiciones para su reproduccién y desarrollo en laboratorio fueron usando
una solucion o medio EPA, (96 mg/l de NaHCOs, 60 mg/I de MgSQ4, 60 mg/l de
CaS04y 4 mg/l de KCI), el pH de la solucién es de 7.5. Como alimento se usé
Chlorella vulgaris administrandolo diariamente de tal forma que los organismos
dispusieran de alimento ad libitum. Los cultivos se mantenian en recipientes de
cristal a una temperatura de 27-28° C con un fotoperiodo de 12 hde luzy 12 h
de oscuridad.



Pruebas de toxicidad

Téxico

El CdCl, se preparé formando una solucidn madre cuya concentracion
era de 1000 mg/l. La solucién se conservaba en un matraz volumétrico con
tapa marca Pyrex y cubierto en su parte exterior con aluminio para evitar la
fotodegradacién a una temperatura de 4°C en refrigeracion. Las diferentes
concentraciones de toxico para las distintas pruebas se hicieron con diluciones

seriales.

Toxicidad aguda

Es el estudio que se realiz6 para conocer la mortalidad de los individuos
a tiempos de exposicion definidos con concentraciones de tdéxico determinadas.
La mortalidad media o del 50 % de los organismos después de ser expuestos a
distintas concentraciones de téxico durante 24 h se conoce como
Concentracion Letal Media (CLsp). El experimento consistié en exponer a 20
organismos neonatos con menos de 12 horas de vida de en recipientes de
vidrio de 100 ml de capacidad con 50 ml de medio EPA con 0.5x10° células/ml
de Chlorella y seis concentraciones diferentes de toxico y un grupo control con
EPA y Chlorella solamente. Cada tratamiento con cuatro repeticiones (ver
Tabla 2). Los organismos vivos se contaron para realizar el analisis y
determinar el valor de la CLs.

Tabla 2 Concentraciones de CdCl, utilizadas en los estudios de toxicidad aguda con 0.5x10°
células/ml de Chlorella. Cada tratamiento con cuatro replicas.

Concentracion de Chlorella Concentracion .
Organismo L Réplicas
vulgaris células/ml de CdCl, mg/l

0 control
0.05
0.1
Alona glabra 0.5x10° 0.2 4
0.4
0.8
1.6




Toxicidad crénica

El bioensayo de toxicidad cronica o subletal se realiz6 con un estudio de
Tabla de Vida (TV). Consisti6 en un test de renovacién donde las
concentraciones se hicieron en base al valor de la ClLsy., es decir, la
concentracion mayor de téxico fue la décima parte del valor de la CLs , la
siguiente concentracion fue la mitad de la anterior, la siguiente la mitad y asi
sucesivamente hasta completar un total de seis concentraciones con téxico (ver
Tabla 3). Este estudio se realiz6 para estudiar el efecto de toxicos a largo
plazo a los organismos a través algunos aspectos de la demografia como:
fecundidad, supervivencia, esperanza de vida, ciclo de vida promedio, tasa de
reproduccidn bruta, tasa de reproduccidén neta y tiempo generacional. Para el
experimento se colocaron 20 neonatos de 24 h + 12 h de edad en envases de
vidrio con 50 ml de EPA con 0.5x10° y 2x10° células/ml de Chlorella y seis
concentraciones distintas del téxico y un grupo control con EPA y Chlorella
solamente, cada tratamiento con cuatro repeticiones. El ensayo fue de
renovacion debido a que diariamente se cambiaba el medio de cada
tratamiento. Se llevd un registro diario detallado del numero de organismos
muertos y los neonatos con la finalidad de su analisis. El criterio para
determinar la muerte de un organismo consistié en la ausencia de movimiento
de sus apéndices.

Los datos obtenidos se trataron segun las formulas de Krebs (1985) y
Pianka (1988):

0

Tasa reproductiva bruta = £ my Donde:
o my = fecundidad
Tasa reproductiva neta Ry = Z Ix my Ix = supervivencia
0 x = edad
Tiempo generacional ()= Xl mx e=2.718
Ro n lxmx = Ro

Tasa de incremento poblacional (r) = e Iy my =1
x=0



Tabla 3 Concentraciones de CdCl, utilizadas en los estudios de toxicidad crénica con
0.5x10° y 2x10° células/ml de Chlorella. Cada tratamiento con cuatro replicas.

Concentracion de Chlorella o
o Réplicas
vulgaris células/ml

0.5x10°

2x10°

L



6. RESULTADOS Y ANALISIS

Los resultados obtenidos del ensayo de toxicidad aguda en Alona glabra
fueron para la concentracion letal media (CLsp) de 1.6 mg/l de CdCl,. Este
resultado fue utilizado para realizar el ensayo de toxicidad cronica que a
continuacién se presentan.

Los valores de supervivencia que se observan en la Figura 2 fueron
disminuyendo mientras las concentraciones de téxico aumentaban de tal forma
que para los grupos controles a partir del dia 4 y dia 6 empezaron a disminuir
gradualmente hasta alcanzar los dias 41 y 46 para los grupos con baja y alta
concentracion de alimento respectivamente, sin embargo los grupos con la
concentracion mas alta de cadmio 0.16 mg/l sobrevivieron solamente hasta el
dia 6 y 9 para la concentracion baja y alta de alimento respectivamente. De
manera general se observa que el nivel alimenticio alto tiene un efecto positivo
de al menos de un 50% sobre los niveles bajos de alimento en los valores de
supervivencia independientemente del nivel de toxico.

Los valores de fecundidad (ver Figura 3) y esperanza de vida (ver Figura
4) aumentaron conforme la concentracion de téxico disminuia, de tal forma que
los valores mas altos de fecundidad y esperanza de vida fueron para los grupos
con poco toxico. El grupo con toxico 0.005 mg/l y una concentracién alta de
alimento obtuvo los valores de supervivencia, fecundidad y esperanza de vida
muy similares a los del grupo control de tal forma que podemos decir que en
este caso el nivel alimenticio ejerce una influencia que contrarresta el efecto
nocivo del Cadmio. En los demas grupos la relacion que se observa entre la
concentracion del téxico y los valores de supervivencia, fecundidad vy
esperanza de vida son inversamente proporcionales es decir, a mayores
niveles de téxico disminuyen notablemente los valores demogréaficos arrojados

por este estudio.
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Figura 2 Gréficas de Supervivencia (Ix) de Alona glabra a 0.5 x 10° (izquierda) y 2.0 x 10°
células ml" (derecha) de Chlorella vulgaris. Los valores representan el promedio con la

desviacion estandar basada en cuatro réplicas.
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Figura 3. Gréficas de Fecundidad (mx) de Alona glabra a 0.5 x 10° (izquierda) y 2.0 x 10°
células ml' (derecha) de Chlorella vulgaris. Los valores representan el promedio con la
desviacion estdndar basada en cuatro réplicas.
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Figura 4. Gréficas de Esperanza de Vida (ex) de Alona glabra a 0.5 x 10° (izquierda) y 2.0 x 10°

células ml” (derecha) de Chlorella vulgaris. Los valores representan el promedio con la

desviacion estdndar basada en cuatro réplicas.



En la Figura 5 el ciclo de vida promedio para los grupos controles fue de
21.28 y de 24.52 dias para las concentraciones de alga de 0.5 y 2.0x10°
células/ml respectivamente. El grupo con la concentracién de cadmio de 0.005
mg/l con concentracién de alimento alta (2.0x10° células/ml) tuvo un ciclo de
vida promedio muy similar al del grupo control de 21.47 dias. Los grupos con
concentraciones de toxico elevadas (0.16 mg/l) tuvieron un ciclo de vida de
5.41 y de 7.62 dias para las concentraciones baja (0.5x10° células/ml) y alta
(2.0x10° células/ml) respectivamente, de tal forma que los organismos con més
alimento tienen ciclos de vida mas elevados que los que tienen menos
alimento.

La reproduccién bruta para los grupos controles fue de 26.57 y 29.99
namero de neonatos producidos por una hembra durante todo el tiempo del
experimento para los grupos con baja y alta concentracidn de alimento
respectivamente. Los grupos con la concentracién de cadmio mas baja (0.005
mg/l) obtuvieron valores de 12.42 neonatos para el grupo con baja
concentracion de alimento y de 24.62 neonatos para el grupo con alta
concentracion de alimento, de tal forma que el grupo con mas alimento pudo
duplicar el valor obtenido por el grupo con poco alimento. En general los
grupos con mayor alimento superaron los valores de los grupos con poco
alimento de tal forma que los grupos con un nivel alimenticio bajo disminuyeron
mas de un 50% el numero total de neonatos en todos los grupos con toxico

En la Figura 4 la tasa de reproduccion neta para los grupos controles
fue de 13.2 y 16.67 numero promedio de neonatos producidos por una hembra
durante el experimento para los grupos con baja y alta concentracién de
alimento respectivamente. Para los grupos con baja concentracién de cadmio
(0.005 mg/l) obtuvieron valores de 6.11 y 13.05 neonatos para el grupo con
baja y alta concentracion de alimento respectivamente. Al igual que los valores
de tasa de reproduccion neta las concentraciones altas de alimento duplicaron
al menos los valores de las bajas concentraciones de alimento, para un mismo
nivel de téxico.

El Tiempo generacional para los grupos controles fue de 14.96 y 16.93
dias para baja y alta concentracion de alga respectivamente. El grupo con alta
concentracion de alimento y baja concentracion de cadmio obtuvo un valor

superior al del grupo control (con baja concentracién de alimento) de 15.38



dias, sin embargo el grupo con baja concentracion de alimento y la misma
cantidad de cadmio obtuvo un valor de 10.25 dias.

La Tasa de incremento poblacional para los grupos controles fue de 0.23
y 0.23 individuos por dia para los grupos con baja y alta concentracién de
alimento respectivamente. Los tres grupos con concentraciones bajas de
téxico obtuvieron valores muy semejantes a los de los controles, incluso muy
cercanos en el caso de los alimentados con Chlorella de 2x10° células ml™ Los
grupos con baja concentracion de cadmio obtuvieron valores de r muy similares
0.2 y 0.22 individuos para la concentracion baja y alta de alimento
respectivamente. Los grupos con 0.04, 0.08 mg/l de cadmio los valores de r
fueron negativos para los grupos con baja concentracion de alimento y
positivos para la alta concentracion de alimento, por ejemplo los grupos con
0.08 mg/I de cadmio obtuvieron 0.31 y 0.08 individuos para las concentraciones
baja y alta respectivamente, es decir la concentracion elevada de alimento
representa una ventaja sobre la concentracion baja de alimento debido a que el
nivel alimenticio repercute positivamente en el incremento de la poblacién. En
el caso de la concentracibn mas elevada de toxico, este ejerce un efecto
negativo en el incremento poblacional independientemente del nivel alimenticio

El CdCl, tuvo un efecto negativo en el incremento poblacional, en las
tasas de reproduccion bruta y neta, a diferencia del ciclo de vida promedio y el

tiempo generacional
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Figura 5. Gréficas de Ciclo de Vida Promedio, Tasa de Reproduccién Bruta, Tasa de
Reproduccion Neta, Tiempo Generacional y Tasa de incremento poblacional de Alona glabra
con el nivel alimenticio de Chlorella vulgaris de 0.5 x 10° (barras blancas) y 2.0 x 10° células ml
! (barras grises), Las graficas de. Los valores se presentan con la desviacion estandar basada

en cuatro réplicas.



Tabla 4. ANOVA (dos Factores). *** Efecto altamente significativo

Tasa de incremento Poblacional (r)

Fuente de variacion df SS MS F
SUBGRUPOS 13 2.498 0.19
Alimento 1 0.310 0.31 13.38**
Cadmio 1.946 0.32 223.15***
Interaccion 6 0.243 0.04 27.82***
Entre Subgrupos (error) 42 0.061 0.00
TOTAL 55 2.559
Tasa de Reproduccion Neta
Fuente de variacion df SS MS F
SUBGRUPOS 13 1590.081 122.31
Alimento 211.384 211.38 1073.02***
Cadmio 1307.101 217.85 1105.85***
Interaccion 71.596 11.93 60.57***
Entre Subgrupos (error) 42 8.274 0.20
TOTAL 55 1598.355
Ciclo de vida Promedio
Fuente de variacion df SS MS F
SUBGRUPOS 13 1816.834 139.76
Alimento 313.031 313.03 1590.23***
Cadmio 1472.890 245.48 1247.07***
Interaccion 30.913 5.15 26.17***
Entre Subgrupos (error) 42 8.268 0.20
TOTAL 55 1825.102




7. DISCUSION

En la prueba de toxicidad aguda el valor que obtuvo A. glabra de CLsg
fue de 1.6 mg/l. Dave et al. (1980) y Fargasova (1994) obtuvieron para D.
magna un valor de CLsy, de 0.56 mg/l. Nelson y Roline (1998) encontraron
para Ceriodaphnia dubia una concentracion de 0.13 mg/l. Garcia-Garcia
(2002) obtuvo valores de ClLsy de 0.42 y 0.68 mg/l para dos especies de
cladéceros: M. triseralis y M. macrocopa respectivamente. A. glabra al obtener
una CLsp fue de 1.6 mg/l para CdCl, demuestra ser una especie mas resistente
que las anteriormente mencionadas. Barata et al. (2000) tras comparar la
respuesta poblacional a contaminantes en dos poblaciones una en laboratorio y
otra de campo encuentra que los organismos presentan una mayor uniformidad
en sus respuestas al toxico cuando los estudios son realizados en poblaciones
de laboratorio que cuando son realizados con organismos provenientes del
campo. La poca variabilidad genética que tienen estos organismos (no
olvidemos que son parternogénicos y en laboratorio se reproducen
principalmente de manera asexual) provoca la uniformidad de la respuesta. Por
eso es importante tener en cuenta la variabilidad genotipica (organismos
obtenidos de diferentes zonas geogréficas) de los organismos a la hora de
realizar bioensayos, estudios demograficos a largo plazo o incluso evolutivos.

La tendencia que mostraron los organismos en la prueba de toxicidad
cronica es que la resistencia a los efectos del cadmio es inversamente
proporcional a la cantidad de alimento, es decir, la cantidad de alimento
elevada de Chlorella vulgaris (2x10° células/ml) hace que los efectos del téxico
se disminuyan, aumentando hasta un 100% comparando los valores de
Chlorella de 0.5 x 10° y 2.0 x 10° células mI" tal como lo podemos ver en la
Figura 5 de Tasa de reproduccion neta o Tasa de incremento poblacional.
Nandini y Sarma (2000) observaron que la especie pelagica Ceriodaphnia
dubia aument6 la tasa de incremento poblacional, al elevar la cantidad de
alimento C. vulgaris de 0.5x10° a 4.5x10°células ml-1. Asi mismo Martinez-
Jeronimo y Gutiérrez-Valdivia (1991). Encontraron que las concentraciones de
alimento altas promueven mayor sobrevivencia, crecimiento y fecundidad que
las bajas en un cladécero Moina macrocopa con distintas concentraciones de

tres especies de microalgas Ankistrodesmus convolutus, Scenedesmus



incrassatulus y Chlorella vulgaris. De igual manera Martinez-deronimo y
Garcia-Gonzalez (1994) basados en un estudio de tabla de vida encontraron
que la concentracidn de alimento microalga Scenedesmus incrassatulus
modifica la respuesta del cladécero Daphnia magna al toxico Sulfato Dodecil de
Sodio, de tal forma que concentraciones altas de alimento provocan que la
toxicidad sea menor. Asi mismo concentraciones bajas de alimento aumentan
el indice de reproduccién neta (Ro).

La Supervivencia fue favorecida directamente por mayores
concentraciones de alimento. En la concentraciéon de Chlorella de 2.0 x 10°
comparada con la de 0.5 x 10° células ml™ se observé un aumento de al menos
un 25% en todas las concentraciones de CdCl,; Martinez-Jerénimo et al. (1994)
trabajaron el efecto de dos alimentos Ankistrodesmus falcatus y Scenedesmus
incrassatulus en diferentes concentraciones (6, 12 y 18 mg/l) sobre la
sobrevivencia, longevidad y reproduccion de Daphnia magna, encontraron que
las concentraciones altas de alimento disminuyen la sobrevivencia, longevidad
y el numero de episodios reproductivos y espacian mas uno de otro. La
progenie total fue similar en cualquiera de los tratamientos bajos de alimento y
la mayor cantidad de progenie fue obtenida con la concentracibn media de
alimento.

La sensibilidad del los cladéceros a los toxicos depende de multiples
factores, entre ellos el tamafo corporal y su fisiologia. Daphnia magna vy
Ceriodaphnia dubia son organismos aceptados internacionalmente para
realizar estudios de bioensayos (APHA, 1989). Sin embargo, ambas especies
se consideran pelagicas (se encuentran en el lecho lacustre) (Dodson & Frey,
1991). México tiene una gran cantidad de cuerpos de agua pero muchos de
ellos son poco profundos (De la Lanza & Calderon, 2000). De aqui surge la
importancia de evaluar la posibilidad de utilizar especies nativas para las
pruebas de toxicidad. Estudios indican que Alona glabra es una especie
resistente a metales pesados y herbicidas como paration metilico (Garcia-
Garcia et al., 2006; Sarma et al., 2007). Sin embargo los neonatos de esta
especie muestran una resistencia significativamente menor a los téxicos que
los especimenes adultos, lo cual convierte a este grupo de organismos en

ideales para la evaluacién de diferentes grupos de toxicos.



8. CONCLUSIONES

1. Alona glabra es un organismo que tiene una mayor resistencia al CdCl,
con respecto a otras especies de cladoceros.

2. Elimpacto negativo a la toxicidad del cadmio fue mitigado por un nivel
alto de alimento.

3. El efecto de una mayor concentracion de cloruro de cadmio fue mayor
en la Supervivencia relacionando las variables como Esperanza de vida
y Tiempo Generacional que las variables de Tasa de Reproduccién neta
y Tasa de Incremento Poblacional.
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