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RESUMEN

Este estudio utilizd una cepa de Daphnia magna con el fin de evaluar los efectos de la
fraccion acuosa del petréleo (FAP) sobre la misma. La FAP se preparé mezclando agua
destilada estéril y petréleo crudo en proporciéon 9:1, a partir de la cual se realizaron
ensayos para calcular la LCsy, exponiendo 10 neonatos de D. magna (de la misma
cohorte) por triplicado a determinadas concentraciones del xenobidtico (0 (control); 0,5;
1; 5; 10; 25; 50; 75 y 100%), sin recambio de agua ni alimentacién. Una vez
determinada la LCsy se procedié a la realizacion del bioensayo, usando la concentracion
seleccionada para evaluar los pardmetros de crecimiento: supervivencia, edad de la
primera reproduccion, total de progenie, produccion de huevos epifios; asi como la
composicion bioquimica de los organismos. Los resultados de la LCs arrojaron una
toxicidad aguda relativamente baja (5%), la cual afectd6 la edad de la primera
reproduccion, disminuyendo la produccion de neonatos en los organismos expuestos a la
FAP a 5 dias, mientras que en el control fue de 7 dias. Las daphnias expuestas a 5% de
FAP presentaron mayor progenie total (467,67 + 8,31 dafnidos); en tanto, la
supervivencia fue mayor en el control (93,33%). Cabe destacar que los dafnidos de
ambos tratamientos no produjeron huevos epifios. El contenido de carbohidratos fue
significativamente mayor en los claddceros expuestos a la FAP (55,44 + 10,99%),
mientras que los mayores contenidos de proteinas (27,83 £ 3,24%) y de lipidos (1,1 +
0,002%) lo presentaron las daphnias del tratamiento control. Los resultados muestran
que la FAP afecta de manera importante el crecimiento, supervivencia, reproduccion y
las reservas energéticas de D. magna. Estos resultados sumados a su facil cultivo,
reproduccion, mantenimiento y su posicion en la cadena alimentaria, la convierten en
una especie modelo para estudios de contaminacion por hidrocarburos, en ambientes
acuidulces.

Palabras clave: toxicidad, petroleo, Daphnia magna, crecimiento, bioguimica.



INTRODUCCION

La descarga de sustancias toxicas en los ecosistemas acuaticos produce una
variedad de respuestas complejas en los organismos que requieren ser evaluadas. Para tal
fin, son implementadas las pruebas y bioensayos de toxicidad (Silva et al., 2007). Las
pruebas de toxicidad permiten evaluar el grado de afectacion que una sustancia quimica
tiene en organismos vivos (Jaramillo et al., 2009), en tanto, los bioensayos de toxicidad
son técnicas de evaluacion de los efectos toxicos agudos o cronicos, tanto de sustancias
quimicas conocidas como de muestras ambientales de composicidn incierta (Larrain,
1995). La toxicidad en los organismos incluye efectos letales tanto a largo como a corto
plazo, y efectos subletales, como cambios en el crecimiento, desarrollo, reproduccion y
comportamiento. Los efectos tdxicos agudos son los que ocurren rapidamente, como
resultado de una exposicién a corto plazo, generalmente son severos o mortales. El
efecto tdxico cronico puede ocurrir cuando hay exposiciones repetidas o en un largo
periodo de tiempo, al producto quimico (Rand, 1995).

Las pruebas de toxicidad son conducidas en varios espacios de tiempo, siendo 96
h la prueba méas comun. Normalmente el organismo se expone a altas concentraciones de
un agente téxico con la finalidad de determinar los cambios producidos, lo que se
evidencia con la muerte como criterio de respuesta (Sanchez y Vera, 2001). A partir de
tal informacion es posible determinar la concentracion letal media (LCsp), definida como
la concentracion derivada de un toxico que causara la muerte del 50% de los organismos
expuestos a dicha sustancia durante un periodo determinado (Lesme et al., 2015).

En los ecosistemas acuaticos los contaminantes que causan el mayor dafio se
clasifican en dos grupos principales: el primero comprendido por sustancias presentes en
los efluentes producidos por los grandes centros urbanos, especialmente aquellos
asociados con el vertido inadecuado de residuos. El segundo grupo, compuesto por
contaminantes de la industria y la mineria, que incluye sustancias toxicas como metales,
gases de efecto invernadero y contaminantes organicos como el petréleo (Drude y
Malm, 2008).

Los efectos de toxicidad por petroleo, en varios elementos del ecosistema, han



incrementado desde 1960 (McCauley, 1966; Baker, 2001; Peterson et al., 2003), debido
a que en su mayoria, principalmente lo componen hidrocarburos alifaticos y arométicos
que pueden ser categorizados como parafinas (alquenos), olefinas (alcanos), naftenos
(cicloalquenos) y aromaticos (monociclicos y policiclicos) (Watts, 1998). Singer et al.
(2000) sefialan que el petroleo crudo es la mezcla méas compleja y variable para evaluar
toxicologicamente porque contiene miles de compuestos en concentraciones que son a
menudo dificiles de determinar. Ademas de las caracteristicas variables de los diferentes
crudos, los muchos componentes del petréleo pueden tener propiedades fisicoquimicas
muy diversas, que a su vez tienen implicaciones para su comportamiento ambiental,
destino y efectos (Lee et al., 2015; NASEM, 2016).

Algunos componentes del petroleo particularmente solubles en agua, mantienen
bajas sus concentraciones en los ambientes acuaticos (Mekenyan et al., 1994), por lo que
la mayoria de las investigaciones toxicoldgicas con petréleo crudo se han centrado en la
fraccion soluble en agua, ya que es la parte que entra en un sistema acuatico con suma
facilidad y que puede infringir dafio inmediato en los organismos acuaticos. El resto de
los componentes, por su parte, terminan siendo incorporados en la columna de agua a
través de otros mecanismos tales como la adsorcion en sélidos y sedimentos en
suspension (Hodge et al., 1993; Bennet et al., 1999; Martinez-Jeronimo et al., 2005;
Navas et al., 2006; Adeniji et al., 2017).

Los estudios sobre el destino y efectos del petréleo que entran al ambiente
acuatico se han concentrado en los sistemas marinos, dado que gran parte de los grandes
derrames de petroleo que han recibido mucha atencién y protesta publica se han
producido en ambientes marinos, quedando en un segundo plano la preocupacion para el
ambiente de agua dulce. No obstante, los derrames petroleros que se producen en las
aguas dulces, son consecuencia de las actividades relacionadas con hidrocarburos en este
ambiente (Green y Trett, 1989). En este sentido, los estudios ecotoxicolégicos han sido
enfocados en gran medida sobre los efectos del derrame del petréleo en grandes
organismos tales como macrofitas (Pezeshki et al., 2000; Kotta et al., 2009; Leiger et
al., 2012), aves (Jenssen, 1994), peces (Carls et al., 1999) o mamiferos marinos

(Engelhardt, 1983). Sin embargo, para un mayor entendimiento de estos efectos en la



totalidad del ecosistema es crucial involucrar también estudios en taxa pequefias usando
rigurosos experimentos (Lennuk et al., 2015).

Entre los integrantes de los ecosistemas acuaticos, el zooplancton constituye una
comunidad clave. Sus componentes poseen un rol central en las tramas troficas, y su
elevada sensibilidad a los cambios fisicos y quimicos del medio los torna adecuados para
su utilizacion como bioindicadores y su importancia radica en el hecho que contribuyen
al transporte de materia y energia desde los niveles troficos inferiores hacia los
superiores (Ortaz et al., 2006). Ademas, reunen caracteristicas para ser usados como
herramientas ecotoxicoldgicas ya que son organismos sencillos, practicos, sensibles y
reproducibles (lannacone et al., 1998; Alayo y lannacone, 2002). En este sentido,
permiten evaluar no solo los efectos directos, sino también el impacto indirecto de los
contaminantes, otorgando mayor representatividad a los resultados obtenidos y
estimaciones a largo plazo (Boyd, 2010).

El impacto del petroleo crudo en la comunidad planctonica ha sido considerado
en algunos estudios (Varela et al., 2006; Jung et al., 2012), sefialandose que los efectos
reportados de los derrames petroleros son probablemente confusos debido a las variables
ambientales que no son consideradas en el disefio del muestreo (temperatura, salinidad,
pH, transparencia). Como consecuencia, el efecto adverso del hidrocarburo no puede ser
distinguido a menudo (Batten et al., 1998; Hu et al., 2011). Adema4s, no se ha estudiado
el hecho que la contaminacién por petréleo induce respuestas en diferentes estados de
vida en organismos plancténicos, aungue se espera que la talla de los mismos module las
respuestas a la intoxicacion de la biota (Brooks et al., 2003; Arzate-Céardenas et al.,
2011; Lennuk et al., 2015).

En ambientes acuidulces, el zooplancton estd compuesto principalmente por
rotiferos, claddceros y copépodos. En términos de biomasa los cladoceros son
generalmente los taxa dominantes, y debido que no presentan estadio naupliar, maduran
rapidamente y ocupan todo tipo de habitats disponibles; siendo los géneros Moina,
Diaphanosoma, Ceriodaphnia y Daphnia los mas estudiados (Sanchez-Ortiz et al.,
2010).

Uno de los ensayos biologicos mas utilizados a nivel internacional para el



andlisis de toxicidad de productos quimicos es el ensayo de toxicidad aguda con
crustaceos dafnidos, y es la especie Daphnia magna la mayormente usada Yy
recomendada como especie modelo estdndar (Personne et al., 2009), dado a que se
encuentra entre los principales consumidores lenticos primarios (Smirnov, 2013). Se
reproduce generalmente en condiciones favorables (temperatura del agua entre 20-22°C,
pH de 6 a 9). Los huevos presentan una cubierta sencilla y son incubados en la cdmara
dorsal, ubicada entre dos valvas, permaneciendo en ella como embriones hasta su
eclosion. Los individuos liberados son morfolégicamente similares al adulto. EI nimero
de eventos reproductivos o camadas varia con las condiciones del medio y de la hembra
(Hallam et al., 1990).

Al ser herbivoro, D. magna ocupa una posicion tréfica importante al vincular a
los productores primarios con los consumidores secundarios (Allen et al., 1995). Por lo
tanto, cualquier alteracién en la salud de Daphnia y la dinamica de la poblacion puede
afectar el ecosistema. La utilizacion de estos claddceros se debe a que son féciles de
cultivar en el laboratorio, tienen un ciclo de vida corto y pueden mantenerse a altas
densidades de poblacion en voliumenes relativamente pequefios de medio (Martins et al.,
2007). Se ha determinado que D. magna es sensible a una amplia variedad de
contaminantes quimicos y fisicos que se encuentran comdnmente en el ambiente
acuatico (Villarroel et al., 2003; Lampert, 2006; Harris et al., 2012). Ademas es capaz
de reaccionar a los cambios en su entorno con una variedad de respuestas fisioldgicas,
anatomicas y conductuales (Michels et al., 2000; Nakari y Huhtala, 2008), y en su
mortalidad, en el caso de toxicidad severa (Taylor et al., 1998; Lari et al., 2017).

A nivel mundial existen estudios sobre la exposicion de Daphnia a diversos
toxicos incluyendo petréleo crudo o sus componentes (Geiger y Buikema, 1981;
Martinez-Jeronimo et al., 2005; Navas et al., 2006; Lennuk et al., 2015; Blinova et al.,
2017) que muestran efectos toxicos. No obstante, a pesar que Venezuela cuenta con las
mayores reservas de petréleo del mundo (OPEC, 2016) y que la industria petrolera es el
principal motor de su economia (PDVSA, 2015) no se conoce el grado de contaminacién
de los ecosistemas acuaticos empleando en bioensayos Daphnia magna como especie

modelo, por lo que es necesario evaluar los efectos de la contaminacion por petrdleo



sobre los ecosistemas acuidulces del pais, ya que los ensayos de toxicidad para estimar
los impactos ambientales producidos por este contaminante han sido realizados en su
mayoria con especies zooplanctonicas marinas, y debido a la facilidad de manejo de D.
magna en el laboratorio, en esta investigacion se plante6 evaluar el efecto de la fraccion
acuosa de petroleo sobre el crecimiento y composicion bioquimica del mencionado

claddcero.



METODOLOGIA

1.- Cultivo de los organismos

Se utilizé una cepa de Daphnia magna, proveniente de la Universidad de
Concepcion (Chile) y mantenida en el Laboratorio de Biotecnologia de Zooplancton de
la Universidad de Oriente. Cultivada en agua dura, es decir, agua destilada con alta
concentracion en sales carbonatadas (APHA, 1998), la cual fue esterilizada en autoclave
(15 psi/ 120°C/15 min).

La microalga empleada durante la alimentacion de los daphnidos fue
Scenedesmus quadricauda, (BGAUDO-253) la cual fue donada por el Banco de
Germoplasma de Algas, de la Universidad de Oriente. Cultivada en agua destilada,
esterilizada y fertilizada con medio f/2 (Guillard, 1975) con una concentracion de 8
mmol/L, bajo condiciones controladas de temperatura (25 + 1°C), iluminacién (2000
lux), fotoperiodo (24:0) y aireacion constante (200 mL/min).

2.- Preparacion de la fraccion acuosa de petroéleo

Se empled petrdleo venezolano, Linea 26 Troncal 54 (PDVSA), preparandolo
para ser empleado en los bioensayos de acuerdo a Martinez-Jeronimo et al. (2005); para
ello, se mezcld agua destilada estéril y petréleo en una proporcion 9:1. Esta mezcla se
llevd a cabo durante 18 horas continuas en una plancha de agitacion marca Jenway
modelo 1000; adicionalmente se dejé cinco (5) horas en reposo para su separaciéon con
ayuda de un embudo de separacion. Transcurrido este tiempo, se tomo la parte soluble,

convirtiéndose asi en la solucion madre.

3.- Concentracion letal media (LCsp) de la fraccion acuosa del petroleo

Para seleccionar la concentracion de la FAP a utilizar en el experimento de
toxicidad se realizaron bioensayos preliminares, empleando intervalos de
concentraciones amplios, siguiendo las recomendaciones de Lennuk et al. (2015). Para
tal fin, se tomaron 10 neonatos de D. magna (de la misma cohorte) que fueron expuestos

por triplicado, a diferentes concentraciones del xenobiotico (a partir de la solucion



madre): 0 (control); 0,5; 1; 5; 10; 25; 50; 75 y 100%, en Erlenmeyer’s de 50 mL. Los
daphnidos no fueron alimentados durante la duracion de la prueba (48 h).

4.- Bioensayo

Una vez determinada la concentracion letal media de la fraccion acuosa, se
colocaron por triplicado, 10 cladoceros en Beacker’s de 1 L, con un volumen de
exposicion de 500 mL, tanto para el control (sin FAP) como los expuestos a la

concentracion de FAP seleccionada.

5.- Crecimiento de Daphnia magna

Se suministr6 alimento (Scenedesmus quadricauda) de manera interdiaria (cada
48 horas) a razén de 5x10° cél/mL (equivalente a 1,5 mg microalga/mL), retirandose las
heces y sobrante de comida en ese lapso de tiempo. Con la misma periodicidad, el 30%
del medio fue renovado asegurando la estabilidad de la concentracion determinada. La
experiencia tuvo una duracion de 21 dias, a condiciones controladas de temperatura (25
+ 1°C), iluminacion (2000 lux) y fotoperiodo (24:0).

6.- Parametros de crecimiento
6.1.- Supervivencia o porcentaje de mortalidad

Para la supervivencia o porcentaje de mortalidad, se calculé el numero de D.

magna sobreviviente desde el inicio (dia 0) al dia 21 segun la siguiente formula:

. Numero de individuos expuestos
% Mortalidad=— — —x 100
Numero de individuos al final de exposicion

6.2.- Edad de la primera reproduccion

Considerada como la edad en la cual aparece la primera cria en situacion

experimental (Chi-Hsiang y Armitage, 1980).



6.3.- Total de progenie

Durante el periodo de ensayo los neonatos nacidos fueron retirados de cada
tratamiento (con y sin FAP), y contabilizados manualmente para obtener un estimado de

la totalidad de progenie/tratamiento.

6.4.- Produccion de huevos epifios

Huevos no viables producidos por las daphnias durante el tiempo de duracién de
la experiencia y que aparecen cuando las condiciones ambientales son adversas
(Vazquez et al., 1986).

7.- Composicion bioquimica
7.1.- Proteinas totales

La cuantificacion se llevo a cabo por el método Lowry et al. (1951). Para lo cual
se resuspendieron aproximadamente 5 mg de daphnidos en 5 mL de NaOH 0,1 mol/L y
se colocaron durante una (1) hora en bafio de Maria (95-100°C). Posteriormente, se
procedio a centrifugar las muestras a 3 000 rpm/15 min y del sobrenadante se tomo por
triplicado, un volumen de 0,6 mL, al cual se le adicion6 0,4 mL de agua destilada. Tanto
para la curva patrén de seroalbimina bovina (BSA) como para el blanco y las muestras
hidrolizadas se les afiadio 0,4 mL de NaOH 0,1 mol/L y 2 mL de NaCOj3 al 5 % m/v, al
cual se le adicioné previamente una solucion de CuSO4.5H,0 al 0,5 % m/v en tartrato de
potasio al 1 % m/v, en una relacion 50:2 v/v.

Todas las muestras fueron dejadas en reposo durante 10 min a temperatura
ambiente y luego se les agregd 0,4 mL de una mezcla 1:1 v/v de reactivo de fenol Folin
Ciocalteau (Sigma) con agua destilada. Después de agregarle todos los reactivos, las
muestras se conservaron a temperatura ambiente durante 30 min, y por ultimo se
realizaron lecturas de las absorbancias en un espectrofotometro marca Jenway a una
longitud de onda de 750 nm, utilizando cubetas de 3 mL de capacidad (Standard Ltd.)
contra el blanco.

Para la cuantificacion de las proteinas se utiliz6 como estandar una solucion de



seroalbmina bovina (BSA) de 1 mg/mL. Los valores de absorbancia de BSA fueron
utilizados para la elaboracion de la curva patron mediante un ajuste lineal por minimos
cuadrados y los valores de proteinas en las muestras problemas se calcularon por
interpolacion utilizando dicha curva. El contenido de proteinas totales se expreso en

porcentaje, con relacion a la masa seca y corresponden al promedio de todas las réplicas.

7.2.- Carbohidratos totales

La cuantificacién de carbohidratos totales se hizo por el método fenol-acido
sulfarico establecido por Dubois et al. (1956), resuspendiéndose aproximadamente 5 mg
de daphnidos en 5 mL de NaOH 0,1 mol/L y fueron colocados durante una (1) hora en
bafio de Maria (95-100°C). Posteriormente, se procedié a centrifugar dichas muestras y
del sobrenadante se tomo por triplicado 0,3 mL de muestra, luego se les afiadié 0,7 mL
de NaOH 0,1 mol/L y 0,5 mL de fenol al 5%. Luego, se procedi6 a colocar las muestras
en un bafo de hielo y se les agregaron 2,5 mL de H,SO,4 concentrado para seguidamente
colocarlas en bafio de Maria (95-100°C) por 15 min; transcurrido dicho tiempo, las
muestras se colocaron nuevamente en agua fria por 15min. El blanco fue preparado con
1 mL de NaOH 0,1 mol/L; 0,5 mL de fenol al 5% y 2,5 mL de H,SO,, procediéndose de
la misma manera que con las muestras experimentales.

Finalmente, se leyé la absorbancia en un espectrofotémetro marca Jenway a una
longitud de onda de 490 nm en un tiempo no mayor de una hora. Adicionalmente, se
realizd una curva de calibracion con soluciones patrones de glucosa (D-Glucosa; Sigma,
G-5767) de 1 mg/mL y la absorbancia serd medida a 490 nm. Los valores de
absorbancia de la glucosa estandar se utilizaron para la elaboracion de la curva patron
mediante un ajuste lineal por minimos cuadrados, y los valores de carbohidratos en las
muestras problemas fueron calculados por interpolacion utilizando dicha curva. El
contenido de carbohidratos totales se expresé en porcentaje, con relacion a la masa seca,

correspondiendo al promedio de todas las replicas.



7.3.- Lipidos totales
7.3.1.- Extraccion

La extraccion de lipidos totales se realizé con la metodologia descrita por Bligh y
Dyer (1959), la cual consiste en colocar en tubos de ensayo, 5 mg de daphnidos con 7,5
mL de CHCI3:CH3OH (1:2 v/v); seguidamente, se les afiadié 1,5 mL de CHCI;
(cloroformo) y 1,5 mL de agua destilada, con el fin de lograr la separacion de la fase
polar de la apolar. Estos tubos fueron agitados con ayuda de un vortex y colocados en
reposo durante un periodo de 24 h a una temperatura de 4°C (refrigerandolos).
Posteriormente, se centrifugaron a 3 000 rpm/10 min para promover una separacién mas
facil de las fases mencionadas. La fase polar fue descartada y la apolar se coloc6 en
tubos limpios a los cuales se les adicion6 0,5 mL de acetona de alta pureza. El extracto
lipidico de cada tubo se sometid a un proceso de desecacion mediante la evaporacion del

CHCI3 con una corriente de nitrégeno gaseoso.

7.3.2.- Cuantificacion

La cuantificacion de los lipidos totales se llevo a cabo segin recomendaciones de
Marsh y Weinstein (1966). Para ello, los extractos lipidicos de los daphnidos se
resuspendieron en 1 mL de CHCls, luego se repartieron por triplicado, en alicuotas de
200 pL de cada uno de estos extractos en tubos con tapa de rosca. Paralelamente, se
prepar6 una solucion de tripalmitina en CHCI3 (0,03-0,27 mg/mL) que se utilizé6 como
patron. Las muestras, curva patron y blanco (CHCI3) se evaporaron en una estufa a
37°C, después de ocurrido este proceso, todos los tubos se enfriaron a temperatura
ambiente y se les afiadieron 2 mL de H,S concentrado. Luego, los tubos se colocaron
dentro de la estufa a 200°C durante 15 min, para la carbonizacion del extracto lipidico. A
continuacion, los tubos se dejaron a temperatura ambiente durante unos 20 minutos e
inmediatamente se colocaron a 4°C durante 5 min. Seguidamente, les fueron afiadidos 3
mL de agua destilada a cada tubo, mezclandose bien para colocarlos nuevamente a 4°C.
Una vez frios, se colocaron a temperatura ambiente durante 10 min, hasta que

desaparecieran todas las burbujas para leer la absorbancia de las muestras a 375 nm en
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un espectrofotometro marca Jenway.

Los valores de absorbancia de tripalmitina se utilizaron para la elaboracion de la
curva patron mediante un ajuste lineal por minimos cuadrados y los valores de lipidos en
las muestras problemas fueron calculados por interpolacién utilizando dicha curva. El
contenido de lipidos totales se expresd en porcentaje, con relacion a la masa seca,
correspondiendo al promedio de todas las réplicas.

8.- Andlisis estadisticos

La determinacion del valor de la LCsy se realizd mediante el software
denominado andalisis Probit, que permite estimar el LCsy ajustando los datos de
mortalidad mediante una técnica de probabilidad para estimar los valores que siguen una
distribucion logaritmica de tolerancias, transformandolas en unidades Probit, realizando
el ajuste a una linea de regresion (Finney, 1971). Los valores de los diferentes
pardmetros de crecimiento y bioquimicos fueron comparados mediante ANOVA
sencillo. Previamente se evalu6 la homocedasticidad (prueba de Bartlett) y normalidad
(prueba de Shapiro-Wilk) de los datos. La determinacién de diferencias entre grupos
evaluados se hizo mediante prueba a posteriori de Tukey (Zar, 1996), a través del
Software Statgraphic Centurion XVIII.

11



RESULTADOS Y DISCUSION

Concentracion letal media (LCso) de la fraccion acuosa del petroleo

Los resultados de los ensayos de ecotoxicidad de FAP para D. magna se
presentan en la Tabla 1, donde se muestran los valores de LCsp y los intervalos de
confianza (p= 95%) correspondientes a la prueba Probit, la cual arrojé una toxicidad
aguda relativamente baja (5%) de la fraccion soluble en agua; que segun la clasificacion
de Metelev et al. (1983) se trata de una sustancia altamente toxica (1 a 10 mg L™). Este
resultado permite inferir que la FAP del petréleo usado puede tener grandes impactos en
el crecimiento y reproduccion de D. magna, similar a los resultados obtenidos con
zooplancton marino (Cohen et al., 2014; Lively y McKenzie, 2014). De igual manera,
Laws (1993) sefiala que valores de LCsy que oscilan entre 2 y 28 mg L™ para
invertebrados acuaticos y peces expuestos a hidrocarburos de elevado peso molecular,
producen una mayor toxicidad aguda que los de bajo peso molecular; lo que sugiere que

la FAP usada en esta investigacion proviene de un petréleo pesado.

Tabla 1. Analisis Probit de la LCsp.

Limites de confiabilidad 95% )
Método LCso i i Pendiente
Inferior Superior

Probit 5,08 1,36 12,29 0,78

Parametros de crecimiento
Edad de la primera reproduccidn, progenie total y produccion de huevos epifios

Durante la realizacion del trabajo se hallo6 que la fraccion acuosa de petroleo
redujo la edad de la primera reproduccion de los dafnidos (5 dias) en comparacion con el
control (7 dias) (Figura 1), lo que hace presumir que probablemente la concentracién de
FAP aplicada es capaz de estimular la reproduccién temprana, atribuyéndose este
comportamiento al hecho que la concentracion de FAP empleada era subletal, lo que

posiblemente actué como un estimulante al disminuir la produccion de lipidos en los
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organismos, lo que probablemente estd relacionado con el gasto energético de estas
reservas en la reproduccion (Goulden y Place, 1993). Estos resultados son menores a los
presentados por Martinez-Jeronimo et al. (2005) quienes en su tratamiento control
obtuvieron la primera reproduccion de D magna a los nueve (9) dias de cultivo y ocho
(8) dias cuando la expusieron a 5% de FAP de petrdleo proveniente de Caparroso,
México; lo que conlleva a considerar que el petroleo de la FAP empleada en este trabajo
estimulo la reproduccién temprana del cladécero. Por lo tanto, posiblemente los efectos
toxicos de petréleo sobre los organismos dependeran del tiempo de exposicion y de la

sensibilidad de éstos al contaminante.

L]
1

EDAD DE LA PRIMERA REPRODUCCION (Dias)

0% FAP (Control) 5% FAP
TEATAMIENTOS

Figura 1. Edad de la primera reproduccion (dias) de Daphnia magna sometida a 0 %
(control) y 5% de FAP.

En tanto, la Figura 2 muestra los resultados referidos a la progenie total, y en la
que se encontraron diferencias significativas (p< 0,05) entre ambos tratamientos
(control: F= 0,000 y 5% de FAP: F= 0,000) con respecto al dia de cultivo. No obstante,
el valor mas alto en progenie (467,67 * 8,31) fue logrado en los claddceros expuestos a
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5% FAP comparados con los del control (425,00 + 8,43 neonatos); obteniéndose mayor
namero de individuos al dia 15 de cultivo (control: 68,67 + 8,43; 5% FAP: 61,67 +
8,31). Estos resultados son mayores a los reportados por Martinez-Jeronimo et al.
(2005), quienes encontraron una progenie total de 170,1 + 6,4 neonatos en el control y

109,1 £ 10,8 neonatos en 5% de FAP, proveniente de Caparroso, Meéxico.

100 - 10% FAP (Control) m 5% FAP
90 |

80 4
70
60 -
50 4
40 1
30 +
20 4
o] i

D T

0 5 10 15 20

TIEMPO DE CULTIVO (Dias)

PROGENIE (Num neonatos/dia)

Figura 2. Progenie de Daphnia magna (NUm neonatos/dia) sometida a 0% (control) y
5% de FAP durante 20 dias de cultivo.

Esta respuesta del cladécero ante la FAP probablemente se deba a que una vez
satisfechas las necesidades del mantenimiento basal, la energia puede asignarse a
procesos altamente exigentes como la reproduccion, creando un equilibrio entre dos
respuestas de mayor importancia biologica, la supervivencia y reproduccion, ambas
necesarias para el mantenimiento de las especies (Arzate-Cardenas y Martinez-
Jeronimo, 2011) , asi como ocurrié durante el desarrollo de esta investigacion, en la cual
Daphnia magna no solo acort6 el tiempo del inicio de su reproduccion sino que también
arrojo valores de progenie total similares al control; ademas de una aceptable

supervivencia, como se vera mas adelante.
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Cabe sefalar, que durante la realizacion del estudio no se produjeron huevos
epifios, lo que hace deducir que el petréleo utilizado y la concentracién elegida no
producen un efecto adverso en la reproduccion de los dafnidos, y que las condiciones de

cultivo fueron las idoneas para su desarrollo.

Supervivencia

La supervivencia encontrada al final del ensayo, como se evidencia en la Tabla 2;
fue de 93,33 + 3,85 % en el control y de 76,67 + 3,85 % en los dafnidos expuestos al 5%
de FAP; lo que demuestra que este cladocero fue tolerante a la dilucién de petréleo
probada 0 a que el efecto de la FAP fue subletal. Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) en el control (F= 0,004), no asi en la FAP, en la
gue no se encontraron diferencias (p>0,05) estadisticamente significativas (5% FAP,

F=0,4058) con respecto a los dias de cultivo.

Tabla 2. Porcentaje de supervivencia de Daphnia magna sometida a 0% (control) y 5%
de FAP durante 20 dias de cultivo.

Tratamientos % Supervivencia
0% FAP (Control) 93,33+ 3,85
5% FAP 76,67 + 3,85

Estos valores fueron mayores a los reportados por Martinez-Jeronimo et al.
(2005) quienes trabajaron con fracciones acuosas de petroleo y aceite crudo con caolin
(tipo de arcilla empleada en la extraccion de petroleo) procedentes de diferentes lugares
de México reportaron una supervivencia de 60% al aplicar una concentracion subletal de
5% establecida por el criterio de factores de aplicacion (FA) con el hidrocarburo
procedente de Caparroso, México. No obstante, los resultados encontrados en este
estudio fueron ligeramente menores a los de Lennuk et al. (2015) quienes al someter a
Daphnia magna a diferentes concentraciones de petroleo encontraron una alta tasa de

supervivencia (81%) a bajas concentraciones del téxico (10 mg L™).
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Hay que considerar que los efectos de la contaminacion por hidrocarburos en el
plancton son complejos e involucran muchos mecanismos indirectos y directos, donde
los efectos se deben al aumento de la concentracion de petréleo (Lennuk et al., 2015). El
impacto indirecto de la contaminacion por hidrocarburos en el plancton puede provocar
la disminucién de la concentracion de oxigeno disuelto y la degradacion relacionada en
los pardmetros de calidad del agua, lo que se refleja en la tasa de supervivencia del
organismo (Harrel, 1985; Neff y Stubblefield, 1995; Li y Boufadel, 2010).

Composicion bioquimica

Los analisis bioquimicos revelaron que los mayores niveles de carbohidratos
(55,44 £ 10,99 %) fueron encontrados en los claddceros expuestos a la FAP, en tanto, el
mayor nivel de proteinas (27,83 £ 3,24 %) y de lipidos (1,1 + 0,002%) lo presentaron las
daphnias del tratamiento control (Figura 3). Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en el nivel de proteinas (p< 0,05; F= 0,004) entre los dos tratamientos
(control y 5% FAP), asi como en el nivel de lipidos (p< 0,05; F= 0,000); no asi en el
nivel de carbohidratos, en el que no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p>0,05; F= 0,2873).

Entre las macromoléculas que componen el contenido bioquimico, las que
aportan una mayor cantidad de energia y que se espera que disminuyan en mayor
medida son los lipidos, que estan significativamente involucrados en la reproduccion del
cladocero (Goulden y Place, 1993), tal como ocurri6 en este trabajo donde disminuyeron
significativamente, al igual que el contenido de proteinas. La disminucion en el
contenido de proteinas puede deberse al hecho de que estos componentes participan en
la formacion de lipoproteinas involucradas en la reparaciéon del dafio celular y tisular
(Bhavan y Geraldine, 2001; Ribeiro et al., 2001).

En lo referente a los carbohidratos, si bien estos carbohidratos aportan menos
calorias que las proteinas y los lipidos (menos de la mitad de las aportadas por estos
ultimos), constituyen una importante reserva energética que se puede asimilar y degradar
facilmente para obtener energia y poder afrontar los efectos nocivos de agentes toxicos

(Sancho et al., 1996). Por lo que no se puede descartar la posibilidad de que los
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claddceros expuestos a la FAP almacenaron energia en forma de carbohidratos para su
uso habitual en procesos de desintoxicacion y como proteccion contra la FAP, desviando
la energia a la produccion de quitina de su exoesqueleto, porque tal como lo sefiala
Cauchie (1997) la produccion de quitina por D. magna parece mayor que la de la

mayoria de los otros crustaceos, especialmente en lo que respecta a las especies marinas.

70 - m 0% FAP (Control) ~ m 5% FAP

D Iﬁ T II T —_— -

Proteinas Carbohidratos Lipidos

[ Es Lh o)
= = = o]
L 1 1 L

CONTENIDO DE COMPOSICION
BIOQUIMICA (%)
= =

Figura 3. Contenido bioquimico (proteinas, carbohidratos, lipidos) de Daphnia magna
expuesta a diferentes concentraciones de fraccion acuosa de petréleo.

Por otro lado, si la demanda energética no se satisface mediante la asimilacion de
los alimentos, en los cladoceros se ha observado un aumento de la actividad de enzimas
asociadas al catabolismo de los carbohidratos, ya sea el de la glucdlisis o del ciclo del
acido tricarboxilico (Begum, 2004). Dado que los organismos obtienen energia a través
de la dieta y esta ultima no fue un factor limitante en los ensayos realizados, en el
presente estudio se puede inferir que los organismos expuestos aumentaron su
catabolismo de carbohidratos para combatir los efectos toxicos de la FAP.

De manera general, los resultados muestran que Daphnia magna pudo hacer uso

de una estrategia conocida como "estrategia de ahorro"”, la cual aplica cuando existe
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circunstancias que favorecen un alto contenido de carbohidratos, baja disponibilidad de
lipidos y proteinas, lo que le permite maximizar su crecimiento somatico. Lo que hace
considerar que D. magna usa los carbohidratos para obtener energia y ahorrar proteinas
y lipidos como componentes estructurales (Taipale et al., 2016).

En general, el estudio actual mostré un impacto importante de la FAP en los
pardmetros de crecimiento, reproduccion, supervivencia y composicién bioquimica,
otorgando de esta manera a la especie Daphnia magna una relevante importancia como
modelo como o centinela de la contaminacion por hidrocarburos, al mostrar claros

cambios en algunos parametros de su ciclo bioldgico.

18



CONCLUSIONES

La FAP del petréleo empleado resultd altamente tdxico, al mostrar un LCsp y una
toxicidad aguda, con una relativa baja concentracion (5%).

La induccion temprana en produccion de neonatos, una vez que Daphnia magna
se ve expuesta a la FAP, sugiere que este xenobidtico ejercié un afecto desencadenante
de la reproduccion de esta especie de Cladocero.

La FAP del petroleo afectdé la composicion bioquimica del cladocero,
evidenciada en el aumento de los carbohidratos y la disminucién en los niveles de
lipidos, probablemente para contrarrestar los efectos toxicos del xenobidtico y favorecer
la realizacion de procesos metabolicos basicos.

Dados los cambios observados en importantes aspectos de la fisiologia, el
metabolismo energético y reproduccion del claddcero Daphnia magna a la exposicion a
la FAP, se puede concluir que esta especie podria ser utilizado como importante

centinela o indicador de la contaminacion por hidrocarburos, en los espacios acuidulces.
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RECOMENDACIONES

Para mejorar el entendimiento de las causas de toxicidad provocadas por
fracciones acuosas de petréleo, es necesario examinar la toxicidad de una mayor
diversidad de ingredientes quimicos del petréleo, ya que este contaminante posee una
compleja y extrema variabilidad en su composicion.

Es necesario realizar bioensayos que involucren un periodo més largo de tiempo
tanto en la determinacién de la LCso (96 horas) como en los bioensayos de

determinacion de efectos (30 dias), asi como emplear especies de cladoceros autdctonas.
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