m 126945

Universidad Auténoma Metropolitana—Iztapalapa

Divisién de Ciencias Biolégicas y de la Salud

7Determinacién de Algunos Pardmetros
Fisiolégicos del Langostino:
Macrobrachium rosenbergii

Expuesto a Concentraciones Subletales de
Cadmio Y Cromo //

- Tesis
Que para obtener el titulo de:
Maestro en Biologia Experimental
~Presenta
Patricia Ramirez Romero

oty J

México 26 de junio de 1992



AGRADECIMIENTOS 126945

Este trabajo fue posible gracias al apoyo de un sinumero de personas, quienes de manera
desinteresada colaboraron en la realizacion de este.

Agradezco:

e al grupo de trabajo del Laboratorio de Contaminacién, Bioensayos e Impacto Am-
biental, al que pertenezco y en quienes encontré un apoyo ilimitado.

e por el prestamo de sus instalaciones al Laboratorio de Produccidon Acuicola, en es-
pecial a la M. en C. Ana Laura Ibanez.

e al M. en C. Oscar Comas Rodriguez, Jefe del Departamento de Hidrobiologia, por
su apoyo.

e al Comité Evaluador de la Maestria en Biologia Experimental por su consejos y
tiempo, y a todos los maestros que trataron de transmitirme sus conocimientos a lo
largo de este periodo.

e al Sr. Jorge Lodigiani por la fotografia para la presentacion de esta tesis.
e a la Coordinacion de Laboratorios por el prestamo de materiales y reactivos.

e a mi familia por toda su ayuda, en especial a Carlos por la edicién de este docu-
mento, a Horacio por las figuras y a mi esposo Guillermo porque este trabajo fue tan
importante para el como para mi.

e v en especial al Dr. Carlos Rosas Vazquez, al Dr. José Luis Arredondo y a la M. en
C. Guillermina Alcaraz quienes asesoraron esta tesis.

e
A rx‘Q ,? e



Este trabajo se llevé a cabo en el Laboratorio de Contaminacion, Bioensayos
e Impacto Ambiental, del Departamento de Hidrobiologia, de la UAM-I.

Parte del apoyo financiero para esta tesis fue obtenido del Proyecto ”Com-
portamiento de algunos contaminantes en la Laguna de Tamiahua y capaci-

dad de autodepuracién del sistema”, con «unvenio no. P220 CCOR892150 de
CONACYT.



La Maestria en Biologia Experimental de la UAM-I est4 en el padrén de pos-
grado de excelencia del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT)
y cuenta con apoyo por medio del convenio de fortalecimiento del posgrado na-
cional no. 7.



Contenido

Resumen
Abstract
1 Introduccién

2 Meétodo

2.1 Consumo y tasa de extraccién deoxigeno . . . . . . .. .. .. .. ... ..

2.2 Permeabilidad . . . . .

2.3 Resistencia a la temperatura (TCM) . . . .. .. ... ... ... ...,

2.4  Analisis estadistico . .

3 Resultados y discusiéon
3.1 LC50_96 ........

3.2 Consumo de oxigeno .

3.3 Tasa de extraccién deoxigeno . . . . . . . . ... ... ...

3.4 Permeabilidad al sodio

3.5 Permeabilidad al potasio . . . . .. .. ... L
3.6 Perdida del equilibrio TCM . . .. ... ... ... ... ..., ......

3.7 Temperatura de muerte
4 Diagnostico general
5 Conclusiones

Literatura citada

10
12
13
13
14

15
15
17
19
30
32
42
45

55
60

61



Resumen

Se determind la LCso_gg del cromo (1250 * 320 ug/L) y el cadmio (67.14 T
12.18) para langostinos juveniles (Macrobrachium rosenbergit) en agua dura.

Se expuso a estos organismos a dos concentraciones subletales de cromo
(350 y 700 ug/L) y de cadmio (20 y 50 pg/L) en dos durezas distintas (47.7 y
137 mg CaCO3) por 96 horas para evaluar la respiracion, la permeabilidad y
la resistencia a la temperatura.

El consumo de oxigeno de los animales expuestos se redujo en las pri-
meras horas, sin embargo a las 96 horas la mitad de los grupos mostraron
una recuperacion evidente. La tasa de extraccién de oxigeno se mantuvo cerca
del 100 % a todo lo largo de la exposicion.

La permeabilidad al sodio y al potasio se alteré por efecto de los metales
pesados, por lo que los animales perdieron estos iones hacia el medio.

La TCM de los langostinos expuestos se presento en general antes que la
de los testigos, con lo que se demostrd la alteracién experimentada por la
exposicion a los metales y sobre todo en la permeabilidad. La temperatura de
muerte no resulto un buen indicador de estrés.

Los resultados demostraron que los mecanismos de respuesta a la intoxica-



Resumen

cién por metales pesados no dependen unicamente del metal si no también de

las concentraciones que se manejen.

Abstract

The LCso_g¢ for Macrobrachium rosenbergii exposed to chromium (1250
* 320 pg/L) and cadmium (67.14 * 12.18) in hard water were established.
Later the organisms were exposed 96 hours to two sublethal concentrations in
two diferent hardeness, where the respiration, permeability and resistance to
themperature were evaluated. The oxigen consumption of the exposed animals
was reduced in the first hours; though, half of the groups showed an evident
recovery at the end of the test. The oxigen extraction rate was near the 100 %
always. The gills’ permeability to sodium and potasiurﬁ was disrupted, and the
animals lost these ions to the environment. In general the CTM of the exposed
organisms was detected before than that of the control group. With this we
probed that the sublethal concentrations used caused stress to the animals,
in special to their permeability. The death temperature was not a very good
stress indicator. The results showed that the response to intoxication depends

not only on the metal, but on the concentrations too.



Capitulo 1

Introduccion

El deterioro de la calidad del agua no es un problema nuevo, de alguna manera esto
ha existido desde que los seres humanos comenzaron a congregarse en ciudades. Pero
el impacto del hombre en los ambientes acuaticos y sobre la calidad del agua estaba
muy localizado y limitado hasta antes de la revolucién industrial. Después, la creciente
concentracion tanto de fabricas como de personas di6 nuevas dimensiones a los problemas

de calidad del agua (Kneese y Bower, 1971).

La rapida tasa de incremento en la produccion de quimicos organicos sintéticos en las
pasadas decadas, y su liberacién al ambiente por multiples medios de transporte hacen que
el prondstico de las futuras cantidades y tipos de decargas sean dificiles de calcular. Mas
aun debido a que muchos compuestos son volatiles, es evidente que el ambiente continuara
estando expuesto a un constante y creciente deterioro (Ketchum, 1972). El problema

se ha hecho tan grande y complejo que el manejo de la contaminacién acuatica debe ser
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considerado como un problema moderno que requiere de nuevos acercamientos. La manera
en que los contaminantes interactian bioldgica y quimicamente con los compuestos del

ambiente es de importancia al considerar su efecto total sobre el ambiente.

Los metales pesados existen en forma natural en los ambientes acuaticos como resultado
del intemperismo y el drenado de las tierras, pero las concentraciones de estos son bajas
(del orden de los pg/L) excepto donde hay afloramientos metaliferos (Kumaraguru et al,

1980).

Los mecanismos que poseen los organismos para enfrentar las fluctuaciones naturales
de los metales pesados adquieren importancia en condiciones de contaminacion, ya que

éstos pueden llegar a ser toxicos (Thurberg, et al, 1973).

Debido a que cierLos metales son necesarios para los procesos vitales de los organismos,
estos pueden formar complejos con las sustancias organicas (Webb, 1974 ), por lo que el sitio
activo de algunas macromoléculas es un sitio potencial para la interaccion de los metales
toxicos; sin embargo también se deben tomar en cuenta todos los grupos donadores de
electrones como sitios de posible union (Eichhorn, 1974). Existe entonces una tendencia
a que sean fijados y no a ser excretados, por lo que su vida media bioldgica es muy larga.
Esto es quizas uno de los mayores problemas que los metales presentan respecto a sus

efectos en los organismos acuaticos (Waldichuck, 1974; Miettinen, 1974).

El cromo es un metal que desempena algunas funciones en los procesos vitales de los

organismos, sin embargo a ciertas concentraciones puede llegar a ser téxico (Peternac y
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Legovié, 1986). Entre las fuentes antropogénicas del cromo estan la extraccién de com-
puestos de cromo a partir de la cromita, la industria quimica, colorantes, pigmentos,
plaguicidas, el cromado electrolitico o galvanoplastia y el curtido de cueros y pieles, el
uso de compuestos de cromo como mordientes en tefnido de telas y otros usos menores
como conservacién de la madera, ceramica metélica, fotograbado, fabricacion de cerillos,

explosivos, lindleo, etc. (Figueroa, 1988).

El cadmio a diferencia del cromo no parece tener utilidad bioldgica (McKee y Wolf,
1971) y se le considera como uno de los elementos mas toxicos. En la actualidad, las prin-
cipales fuentes antropogénicas de este metal son su utilizacién en pigmentos y pinturas,
baterias, como estabilizador del PVC, como recubrimiento de otros metales, en procesos
de galvanoplastia, electroplateado, en aleaciones, en acumuladores, en soldaduras, en rea-

ctores nucleares, en joyeria, etc (Badillo, 1988).

Gran parte de la informacion acerca de los efectos de los contaminantes en los or-
ganismos acuaticos ha sido obtenida de estudios de mortalidad, sin embargo se sabe muy
poco acerca del danio producido a procesos fisiologicos y bioquimicos. Consecuentemente,
el modo de accion de los toxicos y la causa de la muerte de los organismos, con frecuencia
se desconocen. Una mejor comprension de estos mecanismos es necesaria para predecir el

dano potencial de los contaminantes al ambiente (Larson, 1976).

Para el estudio de la contaminacién en aguas dulces la dureza es un parametro muy
importante ya que al parecer los iones carbonato actiian como agentes quelantes de los
metales formando complejos que se precipitan como carbonatos o hidréxidos, disminuyendo

asi la cantidad de contaminante disponible para los organismos; otra teoria para la baja
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toxicidad en durezas altas es que el calcio reduce la toxicidad de los metales afectando la

permeabilidad de las branquias (Black, et al, 1973).

Cuando un organismo esta expuesto a niveles subletales (estrés), se suceden cambios
fisiolégicos que pueden ser observados a corto (96 horas) o largo plazo. El resultado neto
es un cambio en la energia disponible para crecimiento y reproduccion (Wang y Stickle,

1988).

Los efectos de los contaminantes en los procesos vitales pueden ser medidos en ocasiones
cuantitativamente (inhibicién de la fotosintesis, respiracion, conversion de energia, movili-
dad, etc.); sin embargo otros efectos deleterios son mas sutiles, mads dificiles de detectar y
si no se prueba con cuidado pueden pasar desapercibidos hasta que una especie particular

es eliminada (Ketchum, 1972).

La inhibicion de procesos particularmente sensibles como la fotosintesis o la respiracién
ocurren a menudo a concentraciones del contaminante por debajo del nivel de las que
afectan otras funciones vitales. Es por esto que la deteccion de estos cambios puede ser

util para evaluar el potencial toxico de pequenas concentraciones del contaminante.

En los ecosistemas acuaticos los contaminantes tienen como primera via de entrada
a los organismos las branquias de estos. Debido a que estos organos siempre estan en
contacto directo con el agua, los procesos que se regulan en ellos pueden verse afectados
de inmediato por el contacto cbn los contaminantes, tal es el caso de la respiracion y de la

permeabilidad a los iones del medio (Gonzalez et al, 1990).
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La medicién del consumo de oxigeno es un buen indicador del bienestar general del
organismo y por lo tanto del estrés al que pueda estar sujeto. Cuando ocurren cambios
importantes en la respiracion se reducen las oportunidades de sobrevivencia, asi como el

potencial de crecimiento y reproduccién (Verriopoulous et al, 1986).

Se sabe que la permeabilidad de las branquias es afectada por algunos metales y como
resultado, los organismos pierden iones importantes como el sodio y el potasio los cuales
pueden ser medidos (Mc Donald et al, 1989). Esto ocurre debido a la interferencia de los
rﬁetales en los sistemas de transporte de iones de las branquias y en los sitios de unién
del calcio, lo cual trae como resultado una disminucién en la entrada del sodio y otros

electrolitos, y una pérdida rapida de estos (Mc Donald, 1983).

Otra respuesta fcilmente observable y que se considera un buen indicador de estrés
es la resistencia a la temperatura; una manera de medirla es a través de la Temperatura
Critica Maxima (TCM) la cual utiliza la muerte ecoldgica y no la fisiolégica como punto
final de la prueba. Cox (1974) define la TCM como la media aritmética del conjunto
de puntos de temperatura a la cual la actividad locomotora se desorganiza, y el animal
pierde la habilidad para escapar de condiciones que lo lleven rapidamente a su muerte.
Para miedir la TCM se ha utilizado un método en el cual se expone a los animales a un
incremento constante de la temperatura a la que se han aclimatado (p. €j. 1 °C/min).
Este incremento debe ser de tal forma que la diferencia entre la temperatura coroporal y

la ambiental no sea mayor de 0.3 °C.

Muchos investigadores prefieren a los crustaceos para estudiar los efectos toxicos debido

a su respuesta inmediata a exposiciones a corto plazo. El langostino malayo Macrobrachium
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rosenbergii ha sido importado por muchos paises incluyendo México y es ideal para cultivo
e investigacién por ser menos agresivo que otras especies, de rapido crecimiento, gran
adaptabilidad y resistencia al manejo; virtudes que lo hacen competir ventajosamente con
muchas especies locales (Heinz, 1988). Su cultivo es de gran importancia y actualmente se
tiene un buen conocimiento de sus necesidades (Corbin et al, 1983; New y Singholka, 1982;
Sick y Milkin, 1983). Mas ain las larvas de esta especie han sido utilizadas para evaluar
la toxicidad de algunos contaminantes como los insecticidas organofosforados (Juarez y

Sanchez, 1989), v los nitratos (Armstrong et al. 1976).

Debido a todo lo expuesto anteriormente en este trabajo se establecieron los siguientes

objetivos:

OBJETIVO GENERAL

e Determinar algunas respuestas metabdlicas del langostino Macrobrachium rosenbergii
expuesto a concentraciones subletales de cadmio y cromo, con el fin de establecer un

diagnostico relacionado con los efectos de estos contaminantes.

Para lo cual se plantearon los siguientes

OBJETIVOS PARTICULARES

— Determinar la LC50-96 del cadmio y el cromo, para establecer los niveles su-

bletales de exposicion.

— Cuantificar las modificaciones en el consumo de oxigeno y la tasa de extraccién

de oxigeno.
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— Determinar las modificaciones en la capacidad de osmorregulacién del orga-

nismo.

— Registrar los cambios en la tolerancia al estrés térmico a través de la Tempera-
tura Critica Mdxima (TCM).

HIPOTESIS

— El consumo y la tasa de extraccion de oxigeno deben modificarse como respuesta

a la exposicion a niveles subletales de metales pesados.

— Los organismos expuestos a concentraciones subletales de metales pesados pier-

den su capacidad de osmorregulacion.

— La tolerancia a la temperatura disminuye en organismos expuestos a concen-

traciones subletales de cadmio y cromo.



Capitulo 2

Meétodo

Dos lotes de 600 organismos juveniles de la especie Macrobrachium rosenbergii fueron
obtenidos en la granja "Las Fuentes”, Xiutepec, Edo. de Morelos. Los langostinos se
sacaron de los estanques risticos utilizando un chinchorro, posteriormente se les coloco en
grupos de 60 animales en bolsas de polietileno con agua saturada de oxigeno para proceder

a su traslado a la Ciudad de México. Solo se utilizaron organismos de 4 a 6 cm de longitud.

Ya en el laboratorio los langostinos fueron colocados en grupos de 100 en estanques de’
fibra de vidrio de 1m® de capacidad, con filtro bioldgico y aireacién constante. Durante
siete dias de aclimatacién al laboratorio los animales se alimentaron con Camaronina 35%
de Purina y se mantuvieron a 20 °C, ph = 7.5, 5 mg O,/L y una dureza de 138 mg
CaCO3/L.

Para determinar las concentraciones subletales de Cadmio y Cromo adecuadas para

10
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estos organismos, se llevaron a cabo los expermientos de toxicidad aguda para cadmio
en la forma de CdCl; y cromo en la forma de K,Cr;O7 (Merk), en agua dura (138 ppm
CaCO3). En estos ensayos y en los de concentraciones subletales se utilizé un sistema

estatico. Para calcular la LC50 se utilizo el método Probit (APHA, 1989)

Las concentraciones subletales utilizadas fueron 20 y 50 ug/L para el cadmio y 350 y
700 ug/L para el cromo, con un grupo control respectivamente, en dos durezas distintas de
137 y 47.7 mg CaCO3 utilizando agua dulce artificial (EPA, 1989). Grupos de 30 animales
fueron colocados en peceras de 100 L de capacidad a la dureza requerida durante 4 dias
a manera de aclimatacion y posteriomente se suspendia la alimentacion y se agregaba el

toxico en la concentracion adecuada.

Diariamente se midieron la temperatura y el oxigeno disuelto con un Oximetro YSI-
54 A, asi como el pH con un potenciémetro de campo Conductronic 10. Al principio y al
final de los experimentos la dureza fue evaluada con el kit comercial Aquamerck dureza
total. Adicionalmente se tomaron muestras del agua a las que se-agregé HNOj, para

verificar la concentraciéon del téxico con un espectro de Absorcidon Atéomica Varian-AA.

El estrés causado por los metales disueltos en el agua se observé a través de la medicién
de las alteraciones al consumo de oxigeno, la permeabilidad de las branquias al sodio y
potasio y la resistencia a la temperatura; estos parametros fueron observados a las 0, 24,

48 y 96 horas de exposicion.
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2.1 Consumo y tasa de extraccion de oxigeno

Las observaciones del consumo de oxigeno se hicieron utilizando recipientes de polietileno
de 2 L de capacidad a manera. de respirometros cerrados (Ramirez et al, 1989). Se colocaron
10 organismos por concentracién de manera individual, en agua de la dureza y concen-
tracion del toxico correspondiente. En estas camaras permanecieron al menos 2 horas antes
de iniciar las mediciones, esto con el fin de compensar el estrés causado por el manejo de

los organismos al trasladarlos de las peceras a las camaras.

Debe hacerse notar que el tiempo necesario para detectar el oxigeno consumido fue de
1.5 horas y que adicionalmente el consumo de oxigeno fue corregido con datos derivados

de camaras control que no contenian ningun animal.

Una vez medido el consumo de oxigeno los organismos utilizados fueron sacrificados
para su posterior secado en una estufa a 60 °C hasta peso constante y asi expresar el

consumo en mg Oy /hr * gps (ps = peso seco).

La tasa de extraccion fue calculada con la {ormula:

VO,

RE = 0C,

* 100

donde %E es el porcentage de oxigeno extraido durante el periodo i; VO, es el consumo
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de oxigeno expresado en mg O,/hr por animal, y OC; es la concentracion presente antes

de sellar la camara en el tiempo i, en mg/L (Sanchez et al, 1991).

2.2 Permeabilidad

Para la observacion de las alteraciones de la permeabilidad de las branquias se midié el flujo
pasivo de los iones sodio y potasio. Para ello se utilizaron 7 organismos por concentracién
y ‘piempo de exposicion, los cuales se colocaron de manera individual en camaras de 2 litros
con agua deionizada. Se tomé una muestra del agua de las camaras a los 60 minutos, don(ie

posteriormente se cuantificé el sodio y el potasio mediante un flamémetro Corning 400.

2.3 Resistencia a la temperatura (TCM)

La respuesta al estrés térmico se observé en 10 organismos por concentracién en cada
intervalo de tiempo. Los animales fueron colocados de manera individual en camaras de
cristal con agua de la dureza y concentracién del toxico correspondiente y con aireacion
constante, con el fin de evitar el estrés producido por la disminucion de la concentracién
de oxigeno y ademads para evitar la estratificacidn de la temperatura. Estos recipientes
fueron colocados de tres en tres en un dispositivo de bafio Maria en el que se incrementé
la temperatura 1.2 °C/minuto con una resistencia de 1000 watts. Las observaciones de
la conducta de los animales se hicieron en cada incremento. Se consideré como TCM la

temperatura a la que los organismos perdian el equilibrio (Cox, 1974). Adicionalmente se
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midié la temperatura de muerte, considerando que esta ocurria cuando el escafognatito se

detenia.

2.4 Analisis estadistico

A los resultados se les aplico analisis de varianza para conocer las diferencias entre el grupo
control y los expuestos a los contaminantes, con un limite de confianza del 95%, a través

de una ANOVA y una prueba de rangos multiples de Duncan (Zar, 1974).

En el caso de los datos de la tasa de extraccion de oxigeno, antes del analisis de varianza

se les aplicé la transformacién /arc sen.
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Resultados y discusion

Las condiciones del agua de los bioensayos se pueden observar en la tabla 1. La temperatura
se mantuvo en 20.6 * 0.3 °C y el oxigeno disuelto en 6.37 * 1.32 mg O,/L; por su parte se
registré un pH de 7.6 T 0.28 y una dureza para el caso de los experimentos de agua dura
de 136.73 * 2.82 mg CaCO3 y para los experimentos con agua suave de 47.73 + 2.41 mg
CaCO;.

3.1 LC50_96

En las pruebas de toxicidad aguda se determiné que la LCsq_gg del cadmio es 67.14 + 12.18
pg/L y la del cromo 1250 * 320 ug/L, siendo el cadmio entonces 22 veces mas téxico que

el cromo.

15
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Tabla 1. Parametros del agua utilizada en los bioensayos

(Promedio ¥ error estindar)

CROMO CADMIO

Agua dura Agua suave Agua dura Agua suave

Temperatura 20.58 20.83 20.69 20.30
(°C) 1 0.11 *t0.13 1 0.04 *0.18
pH 7.59 7.32 7.67 7.82
t0.28 +t0.25 * 0.09 +0.40

Oxigeno 6.33 6.08 5.22 7.86
(mg / L) t0.55 +0.53 t0.24 10.38
Dureza 137.23 47.73 136.23 47.73
(mg CaCO3/L) 3.7 + 3.18 t2.23 t2.09

Macrobrachium rosenbergii resulté una buena especie para este tipo de ensayos ya que
es altamente sensible a ambos contaminantes. Para el caso del cromo solo Daphnia magna
(85.7 ug/L) presenta una LCsy menor que esta especie (EPA, 1984a) y en el caso del
cadmio Daphnia magna (3.3 pug/L) y Oncorhyncus kisutch (10.4 pg/L) presentan valores
menores (EPA, 1934b).
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3.2 Consumo de oxigeno

En general los resultados del consumo de oxigeno mostraron que el efecto de los metales
produjo una disminucién en este parametro, sin embargo la mitad de los grupos expuestos

no presentaron diferencias significativas a las 96 horas (p > 0.05).

Este mismo comportamiento de inhibicién de la respiracién debida a una exposicién a
cadmio es la respuesta mas frecuente y se ha observado en Uca annulipesy U. triangularis
(Uma Devi y Prabhakara Rao, 1989), Palaemonetes pugio (Hutcheson, et al, 1985) y Car-
cinus maenas y Cancer irroratus (Thurberg, 1973). Sin embargo también se ha observado
en otros organismos que tanto el cadmio como el cromo provocan un aumento del consumo
de oxigeno, como en el caso de Palaemon elegans (Moriaitou- Apostolopoulou et al, 1982).
Estas diferencias parecen indicar que el consumo de oxigeno se ve afectado de distintas
maneras por el mismo contaminante y que los mecanismos de respuesta de cada especie

no son necesariamente los mismos.

En los organismos expuestos a cromo en agua dura (Fig la y tabla 2a) fue evidente
el efecto del metal durante las primeras 24 horas, ya que en ambas concentraciones el
consumo fue significativamente menor (0.41 y 0.37 mgO,/h * gps) que el del grupo control
(0.57 mgO,/h * gps). Sin embargo estos organismos lograron equilibrar su consumo a
las 48 horas mostrando valores muy cercanos a los del grupo control (p > 0.05). Esta
recuperacién fue mantenida a las 96 horas solo por los animales expuestos a la mayor
concentacién (700 pg/L), ya que aunque su consumo fue menor (0.73 mgQO,/h * gps) que el

de los controles (0.81 mgO,/h * gps) no presentd diferencias significativas. En comparacién
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aquellos organismos expuestos a 350 pg/L mostraron un valor significativamente menor
(0.57 mgO,/h * gps). Este comportamiento nos hace suponer que en un plazo mas largo
es probable que los organismos logren adaptarse a estas concentraciones de cromo, no sin

experimentar algiin otro tipo de dano que altere sus mecanismos de sobrevivencia.

En el caso de los organismos expuestos a cromo en agua suave (Fig. 1b y tabla 2b) la
concentracion de 700 pg/L resultd letal a las 72 horas; lo cual demuestra la mayor toxicidad
de los metales en agua suave. Por su parte el consumo de oxigeno de los langostinos
expuestos a 350 ug/L siempre fue menor que el del grupo control, y a pesar de que esta
diferencia se incrementé a lo largo de la exposicidn, nunca llegd a ser significativa. El
grupo expuesto a 700 pg/L mostré una baja en el consumo desde las 24 horas, pero la
caida de este parametro fue muy evidente (p < 0.05) a las 48 horas (0.31 mgO,/h * gps),

de donde ya no se recuperd.

En cuanto a los animales expuestos a cadmio en agua dura (Fig. 2a y tabla 3a)
observamos que el consumo de oxigeno también fue menor que el de su respectivo grupo
control a lo largo de toda la exposicién y que el mayor efecto se detecté a las 24 horas.
En el caso de la concentracién menor (20 pg/L) parece ser que el efecto no fue drastico
ya que a todo lo largo del experimento aunque menor, el consumo no fue estadisticamente
diferente al de los testigos (p > 0.05). Sin embargo aquellos langostinos expuestos a 50
pg/L siempre presentaron diferencias significativas (p < 0.05), lo cual nos sugiere que esta
concentracion puede a largo plazo causar problemas serios disminuyendo la probabilidad

de sobrevivencia de estos organismos.

Por su parte los langostinos expuestos a cadmio en agua suave (Fig. 2b y tabla 3b)
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presentaron un comportamiento parecido al de los expuestos a cadmio en agua dura ya
que a partir de las 48 horas y hasta las 96 sus consumos fueron menores a los de los
controles. Tambien en este caso solamente el grupo expuesto a la mayor concentracion
(50 pug/L) presenté diferencias significativas (p < 0.05), por lo que podemos decir que esta

concentracion puede ser un problema tanto en agua dura como en agua suave.

3.3 Tasa de extraccién de oxigeno

En cuanto a la tasa de extraccion (Fig.3 y Fig.4), se pudo observar que en general existe
una tendencia a igualar la tasa de los testigos. De hecho a las 96 horas en todos los grupos
expuestos, la tasa de extraccidn no presentd diferencias con respecto a los controles (p >
0.05), con una sola excepcidn, los organismos sometidos a 20 pg/L. de cadmio en agua

dura.

La tasa de extraccién de los organismos expuestos a cromo en agua dura (Fig 3a,
tabla 4a) se observd, en general, disminuida respecto a la de los controles. La menor
concentracion (350 pg/L) mostrd su mayor efecto a las 24 horas (p < 0.05), sin embargo
los animales recuperaron su equilibrio a las 48 horas. La concentracién de 700 pg/L afectd
a los langostinos un periodo de tiempo mayor, ya que a las 48 horas ain se presentaron
diferencias significativas (p < 0.05), pero ya para las 96 horas estos casi alcanzaron los

niveles de los testigos (p > 0.05).

En el caso de los animales expuestos a cromo en agua suave (Fig. 3b, tabla 4b) la
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tasa de extraccion sigue muy de cerca a la de los controles, no presentandose diferencias

significativas (p > 0.05) a todo lo largo del experimento.

Por su lado los langostinos expuestos a cadmio en agua dura (Fig. 4a, tabla 5a), a las
24 horas, presentaron una tasa de extraccién mayor que la de los controles (p < 0.05). En
el caso de la concentracion de 20 ug/L la tasa se restablecio a las 48 horas no presentando
diferencias significativas (p > 0.05). Sin embargo a las 96 horas la diferencia nuevamente
se incremento y se hizo significativa (p < 0.05). Es de notar que los animales expuestos a
la mayor concentracién (50 pg/L) siguieron mostrando el efecto del metal a las 48 horas,
pero no asi a las 96, lo que nos hace pensar que el efecto de las distintas concentraciones
no tiene por que ser aditivo y que a distintos niveles de concentracion los mecanismos de

respuesta pueden ser diferentes.

En cuanto a los organismos expuestos a cadmio en agua suave (Fig. 4b, tabla 5b), estos
presentaron una tasa de extraccién muy cercana a la de los testigos. El dnico momento
en que el efecto del metal fue obvio se presentd a las 48 horas, punto en el que ambas

concentraciones presentan valores significativamente mayores (p < 0.05).

Si se comparan el consumo de oxigeno con la tasa de extraccién, se observa un com-
portamiento inverso de estos parametros muy obvio en los grupos expuestos a cadmio en
agua dura y suave, y menos obvio en el grupo de cromo en agua suave. A diferencia de lo
anterior el grupo expuesto a cromo en agua dura presenté un comportamiento similar de

ambos parametros, ya que al subir o bajar uno, el otro también lo hace.
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Este comportamiento nos indica que los animales han puesto en marcha aquellos me-
canismos que hacen mas eficiente la captura del oxigeno (Hughes, 1976) como pueden ser
un aumento en la frecuencia cardiaca, un aumento en el movimiento del escafognatito para
promover que mas agua tenga contacto con las branquias, una constriccion de los vasos
sanguineos de las branquias para acelerar el paso de la hemolinfa y con esto el intercambio
de oxigeno con el medio, y por iiltimo un aumento en la concentracion de la hemocianina.
Ademas los resultados anteriores parecen mostrar que los organismos expuestos a estas
concentraciones y estos metales, son capaces de mantener cierto equilibrio, con excepcién

de los animales expuestos a cromo en agua suave, los cuales perecieron a las 72 horas.
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Tabla 2. Consumo de oxigeno (mg/h*gps) de Macrobrachium rosenbergii expuesto a
cromo (Promedio ¥ error estdndar).

a) agua dura

TIEMPO (Hrs) 0 24 48 .96

CONCENTRACION (pg/L)

0 0.70 0.58 0.52 0.81
+0.22 * 0.08 +0.08 +0.10

350 — 0.41 0.49* 0.57
*0.07 *0.11 *0.10

700 — 0.37 0.54* 0.74*
+0.09 +0.09 +0.10 -

b) agua suave

TIEMPO (Hrs) 0 24 48 96

CONCENTRACION (ug/L)

0 0.65 0.65 0.63 0.94
+0.15 * 0.06 +0.09 t0.17

350 — 0.65 0.58* 0.77*
t0.05 *0.06 *t0.12

700 — 0.57* 0.31* —
+0.05 +0.10

marca los grupos estadisticamente diferentes del control (p < 0.05).
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Tabla 3. Consumo de oxigeno (mg/hgps) de Macrobrachium rosenbergii expuesto a
cadmio (Promedio * error estandar).

a) agua dura

TIEMPO (Hrs) 0 24 48 96

CONCENTRACION (ug/L)

0 0.39 0.68 0.66 0.72
+0.05 +0.08 t0.10 *0.12

20 — 0.57 0.63 0.58
*0.07 1 0.10 *0.07

50 — 0.37* 0.45* 0.49*
+0.05 t0.08 +0.10

b) agua suave

TIEMPO (Hrs) 0 24 48 96

CONCENTRACION (pg/L)

0 0.59 0.54 0.58 0.56
*+0.10 +0.07 +0.07 0.11

20 — 0.62 0.49 0.48
*0.08 *0.05 t0.17

50 — 0.57 0.42* 0.38"
+0.07 +0.05 +0.07

marca los grupos estadisticamente diferentes del control (p < 0.05).
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Tabla 4.Tasa de extraccién de oxigeno (mg/h*animal) de Macrobrachium rosenbergit
expuesto a cromo (Promedio  error estdndar).

a) agua dura

TIEMPO (Hrs) 0 24 48 96

CONCENTRACION (ug/L)

0 6.86 6.40 5.41 7.47
+0.000 *0.00 * 0.00 +0.00

350 — 4.09* 4.84 6.37
+0.00 +0.00 +0.00

700 — 4.21* 4.23" 6.16
+0.02 +0.00 * 0.00

b) agua suave

TIEMPO (Hrs) 24 48 96

CONCENTRACION (ug/L)

0 9.52 8.38 9.33 7.51
+0.02 +0.00 +0.00 +0.00

350 — 8.32 9.49 8.83
+0.00 +0.00 * 0.00

700 — 9.74 8.15 —
*0.00 1 0.00

marca los grupos estadisticamente diferentes del control (p < 0.05).
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Tabla 5.Tasa de extraccion de oxigeno (mg/hxanimal) de Macrobrachium rosenbergii
expuesto a cadmio (Promedio F error estindar).

a) agua dura

TIEMPO (Hrs) 0 24 48 96

CONCENTRACION (ug/L)

0 4.51 5.12 6.43 5.02
0000 *o0.00 1 0.00 * 0.00

20 — 4.25* 7.06 8.43*
+ 0.00 *0.00 +0.00

50 — 7.05" 7.99* 5.72
+0.00 +0.00 +0.00

b) agua suave

TIEMPO (Hrs) 24 48 96

CONCENTRACION (ug/L)

0 9.81 7.98 4.34 4.86
+0.01 +0.00 1 0.00 +0.00

20 — 7.53 6.05" 4.93
+0.00 +0.00 * 0.00

50 — 7.05 5.04* 5.13
+0.00 +0.00 1 0.0

marca los grupos estadisticamente diferentes del control (p < 0.05).
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3.4 Permeabilidad al sodio

Los metales son téxicos para los organismos acuaticos debido a su actividad sobre la su-
perficie de las branquias, ya que danan las membranas epiteliales y desajustan la habilidad
de las branquias para regular los iones (Gonzalez et al, 1990). Ademads los animales de
agua dulce viven en un ambiente hipotonico en el cual deben absorver activamente sales
v excretar agua para mantener los fuidos corporales hiperténicos con el ambiente; cua-
lquier alteracién en su habilidad osmorreguladora puede provocar problemas fisiologicos

muy severos (Packer y Dunson, 1970).

Los datos obtenidos en los ensayos con cromo (Fig. 5, tabla 6) mostraron que la
mayor pérdida de sodio en ambas exposiciones ocurrié a las 24 horas. En el caso de los
animales expuestos a cromo en agua dura (Fig. 5a, tabla 6a) después de las 24 horas
, los bajos valores del sodio indicaron que la permeabilidad fue alterada de tal manera
que los organismos habian perdido gran parte de este 1on durante la exposicion, y por
consiguiente al llegar a este experimento los promedios obtenidos fueron menores que el

del grupo control para ambas concentraciones.

Por otra parte los organismos expuestos en agua suave (Fig. 5b, tabla 6b) a 350 ug/L de
cromo, mostraron un valor menor (5.8 x 10~ mmol/L) que el control (16.1 x 10~* mmol/L),
pero a las 96 horas el valor de este grupo (0.76 x 10~ mmol/L) sobrepasa al control (0.55 x
10~* mmol/L). De manera similar el grupo expuesto a la mayor concentracién (700 ug/L)
mostroé a las 48 horas un valor mayor (24.27 x 10~* mmol/L) que el de los testigos (16.1 x

10~* mmol/L). Este comportamiento pudiera ser causado por una transferencia de iones de
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otras partes del cuerpo a la hemolinfa y de esta a las celulas epiteliales, de tal manera que

la disponibilidad de sodio para perdese al medio se incrementa (Gagen y Sharpe, 1987).

Los animales expuestos a cadmio (Fig. 6, tabla 7) pierden la mayor cantidad de sodio
en las primeras 24 horas. Para el caso de los organismos expuestos a 20 pg/L de cadmio
en agua dura (Fig. 6a, tabla 7a) a las 48 horas presentaron un valor mayor (42 x 10~
mmol/L) que los testigos (30 x 107* mmol/L), de igual manera a las 96 horas este valor
(91 x 10~* mmol/L) es mayor que el de los controles (63 x 10~* mmol/L). Los animales
expuestos a 50 pug/L también presentaron un valor mayor (64 x 10”* mmol/L) que el del

control a las 48 y a las 96 horas.

La exposicién a cadmio en agua suave (Fig. 6b, tabla 7b) resulté mas drastica que la
anterior a las 24 horas, ya que en ambas concentraciones los valores de sodio son muy altos
(13.9y 39.2 x 10~* mmol/L) repecto al control (1.7 x 10~* mmol/L). Sin embargo aquellos
langostinos expuestos a la menor concentracion presentaron valores muy cercanos a los de
los testigos a las 48 y 96 horas, lo cual coincide con lo observado por Torreblanca et al
(1989) quienes no encontraron un efecto en las enzimas involucras en la permeabilidad,
pero si alteraciones morfoldgicas de las branquias por exposiciéon a metales{ Torreblanca et
al, 1987), por lo que no se puede decir que estos datos demuestren una recuperacion de la
permeabilidad. Por su parte los animales expuestos a 50 pg/L, a las 48 horas presentaron
un valor mayor (24.9 x 10™* mmol/L) que el de los testigos (7.3 x 10~* mmol/L), pero
menor que el de las 24 horas; sin embargo a las 96 horas el valor de este grupo (30 x 1074

mmol/L) se encontré por debajo del grupo control (48 x 10~* mmol/L).
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3.5 Permeabilidad al potasio

En el caso de los organismos expuestos a cromo en agua dura (Fig. 7a, tabla 8a) es
muy probable que la mayor salida de potasio haya ocurrido antes de las 24 horas, lo cual
demostré que la estructura de las branquias estaba alterada, ya que estas son semipermea-
bles al potasio. En la concentracion de 700 pg/L se observé la pérdida de este ién aumento
conforme transcurrié la exposicion. Sin embargo, los animales expuestos a 350 ug/L no
presentaron un patron de pérdida de potasio tan claro, ya que esta disminuye entre las 24
v 48 horas, para posteriormente aumentar a las 96 horas. De cualquier manera en amhos
casos se puede sugerir nuevamente la hipdtesis de que estos iones son el resultado de un

transporte desde otras partes del cuerpo del organismo.

En los organismos expuestos a cromo en agua suave (Fig. 7b, tabla 8b) de ambas
concentraciones también parece que la mayor salida de potasio ocurrié antes de las 24
horas. En los experimentos a la menor concentracion el valor de las 24 horas (0.71 mmol/L)
es menor que el del grupo control (0.83 mmol/L), sin embargo a las 48 horas se observé
un mayor flujo de potasio (0.25 mmol/L) que en los testigos (0.18 mmol/L), pero para las
96 horas este valor vuelve a bajar. En los langostinos expuestos a 700 pg/L la pérdida
de potasio es menor conforme pasa el tiempo, y ya que estos organismos mueren antes de
las 96 horas, la pérdida continua de sodio y potasio puede explicar su muerte entre otras

cosas.

La manera en que se pierde el potasio en los organismos expuestos a cadmio en agua

dura (Fig. 8a, tabla 9a) es un punto mas a favor de la hipdtesis de que para compensar
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la pérdida de iones, estos pueden ser movilizados desde otras partes del cuerpo, y son
perdidos posteriormente a través de los epitelios (Vangenechtgen y Vanderborght, 1980),
ya que para ambas concentraciones una gran perdida de potasio parece ocurrir antes de
las 24 horas y posteriormente aunque comieza con valores menores que los de los testigos,

conforme pasa el tiempo la salida de este i6n aumenta.

Para el caso de los organismos expuestos a cadmio en agua suave (Fig. 8b y tabla 9b)
la mayor pérdida de potasio ocurre a las 24 horas para la menor concentracion y a las 24
y 48 horas para la mayor. Posteriormente en ambos casos la pérdida de potasio es menor,

ya que seguramente este ién se perdié en su mayoria en el agua de exposicidn.

La pérdida de sodio por efecto de la exposicién a metales ha sido reportada en peces
(Gagen y Sharpe, 1987; Gonzalez et al, 1990; Grippo y Dunson, 1991) y en invertebrados
((Witters et al, 1985; Havas, 1985). Esto coincide con lo que en estos ensayos se pudo
comprobar, ya que concentraciones subletales de cadmio y cromo provocaron una pérdida
de sodio y potasio en los langostinos; esto es importante porque estas pérdidas pueden
tener un gran efecto en la salud y el bienestar de los organismos acuaticos (Gonzalez et al,
1990) y cuando las pérdidas no son controladas los organismos mueren (Gagen y Sharpe,

1987).

En este caso se puede sugerir que el efecto de estos metales ocurre a nivel de la estruc-
tura propia de las células y a nivel de las Na-K-ATPasas, ya que estas enzimas juegan un
papel importante en la manutencién de la concentracién de los iones en los organismos,
lo cual coincide con lo reportado para el cangrejo Scylla serrata expuesto a cadmio, en el

que una inhibicion de estas enzimas fue observada (Dhavale et al, 1988).
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Fig. 5. Permeabilidad al sodio de Macrobrachium rosenbergii expuesto a cromo en:



Tabla 6. Permeabilidad al sodio (mmol/L*10~*) de Macrobrachium rosenbergii expuesto
a cromo (Promedio * error estdndar).

a) agua dura

TIEMPO (Hrs) 0 24 48 96

CONCENTRACION (pg/L)
0 130.55 9.57 113.60 19.54
+26.70 +2.70 + 32.00 + 3.80

350 — 11.33 24.00* 3.92*
+2.70 + 32.00 + 3.80

700 — 12.29* 87.00* 4.50*
+ 290 + 32.00 +3.80

b) agua suave

TIEMPO (Hrs) 24 48 96

CONCENTRACION (g/L)

0 1568  11.94 16.10 0.55
t3.38 *t 951 t 13.23 *0.06

350 — 18.64 5.80* 0.76
+ 951 +13.23 + 0.07

700 — 18.49 24 .27 —
*+9.51 + 14.49

marca los grupos estadisticamente diferentes del control (p < 0.05).
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Tabla 7. Permeabilidad al sodio (mmol/L*10~*) de Macrobrachium rosenbergii expuesto
a cadmio (Promedio * error estdndar).

a) agua dura

TIEMPO (Hrs) 0 24 48 96

CONCENTRACION (ug/L)

0 41.56 69.00 30.00 63.00
* 4.49 * 12.00 * 11.00 +17.00

20 — 63.00 42.00 91.00
¥12.00 T 11.00 + 17.00

50 — 89.00 64.00" 88.00
t12.00 *13.00 +20.00

b) agua suave

TIEMPO (Hrs) 24 48 96

CONCENTRACION (ug/L)

0 48.58 1.70 7.30 48.00
+ 5.08 + 8.80 * 6.50 +12.00

20 — 13.90 8.10 52.00
+ 8.80 1 6.50 + 11.00

50 — 39.20* 24.90* 30.00
+ 8.80 * 6.50 +11.00

marca los grupos estadisticamente diferentes del control (p < 0.05).
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Tabla 8. Permeabilidad al potasio (mmol/L) de Macrobrachium rosenbergit expuesto a
cromo (Promedio * error estandar).

a) agua dura

TIEMPO (Hrs) 0 24 48 96

CONCENTRACION (ug/L) :

0 6.68 4.95 4.46 1.15
t1.77 +1.73 +1.83 +0.46

350 — 13.69 1.83* 0.72
+1.73 +1.10 +0.46

700 — 0.51" 1.42 0.93
+187 1110 o046

b) agua suave

TIEMPO (Hrs) 24 48 96

CONCENTRACION (pg/L)

0 1.20 0.83 0.18 0.70
+0.24 t0.34 +0.10 +0.35

350 — 0.71 0.25 0.17
+0.34 +0.10 + 041

700 — 0.76 0.09 —
1 0.34 *0.11

marca los grupos estadisticamente diferentes del control (p < 0.05).
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a) agua dura

TIEMPO (Hrs) 0

CONCENTRACION (ug/L)

0 0.73
) 1 0.50

20 _

50 _

b) agua suave

TIEMPO (Hrs)

CONCENTRACION (ug/L)

0 1.07

t0.09
20 —
50 —

41

24

1.12
1015

0.83
t0.14

0.92
t0.14

24
0.19
+0.15

0.34
*+0.15

0.60*
+0.15

126945

Tabla 9. Permeabilidad al potasio (mmol/L) de Macrobrachium rosenbergii expuesto a
cadmio (Promedio * error estdndar).

48
0.81
+0.21

0.78
t0.21

0.93
t0.24

48
0.45
+0.09

0.36*
* 0.09

0.74*
+0.09

96

1.29
+0.31

1.68
*0.30

1.72
+ 0.40

96
0.74
+0.12

0.56
+0.11

0.38*
t0.11

marca los grupos estadisticamente diferentes del control (p < 0.05).
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3.6 Perdida del equilibrio TCM

La utilizacion de la TCM como criterio para evaluar el efecto téxico de algunos contaminan-
tes ha sido aplicado sobre todo en peces, por ejemplo la TCM de Esoz masquinongy bajé
al ser expuesto a concentraciones subletales de arsénico (Paladino y Spotila, 1978), de
igual manera respondié Pimephales promelas al ser expuesto a concentraciones subletales
de selenio (Watenpaugh y Beitinger, 1985); por ultimo este mismo efecto fue observado en
Ictalurus punctatus por exposicion a nitritos {Watenpaugh et al, 1985). En invertebrados
hay un menor nimero de reporfes, entre los existentes encontramos el de Poulton et al
(1989), quienes observaron que concentraciones subletales de cromo provocan una baja en

la TCM de la mosca Clioperla clio.

Los resultados de la TCM de Macrobrachium rosenbergii expuesto a concentraciones
subletales de cadmio y cromo, en general coincidieron con los reportes antes mencionados,
pero como se vera hubo algunas excepciones. Por otra parte en estos experimentos se
observé como los langostinos aumentaron su actividad conforme aumentd la temperatura;
este aumento en la actividad estuvo asociado a un aumento de la velocidad de despla-
zamiento por el fondo, seguido de un nado vigoroso, lo cual es un comportamiento comun

en crusticeos expuestos a temperatura (Forey y Hoyle, 1976).

Los organismos expuestos a cromo en agua dura (Fig.9a, tabla 10a) comenzaron a
mostrar el efecto de la exposicion a las 48 horas, en ambas concentraciones la TCM fue
significativamente menor que la del control, hasta en 1.5 °C para el caso del grupo expuesto

a 700 ug/L (p < 0.05). A las 96 horas aunque ambas concentraciones presentaron prome-
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dios de TCM menores que el de los testigos, solo en el caso de la mayor concentraciéon
(700 pg/L) la diferencia fue significativa (p < 0.05), lo que parece mostrar una relativa

recuperacién de aquellos organismos expuestos a 350 pg/L.

En los langostinos expuestos a cromo en agua suave (Fig. 9b y tabla 10b) el efecto se
not6 desde las 24 horas, ya que la TCM de ambas concentraciones fue significativamente
menor (p < 0.05) en este punto. Los organismos de la mayor concentracién (700 pg/L)
murieron antes de las 96 horas por lo que el ultimo registro se obtuvo a las 48 horas, este
vélor también fue significativamente menor (p < 0.05). Por su parte el grupo expuesto
a 350 pg/L mostr6 a las 48 horas una TCM significativamente diferente (36.33 °C), pero
mayor que la del grupo control (35.56 °C) lo cual es un comportamiento notorio ya que la
respuesta esperada es una disminucién en la TCM. Los mecanismo involucrados en esta
respuesta retardada pueden incluir un proceso de detoxificacién que ha sido hechado a
andar por efecto de la concentracion, pero que no es suficientemente efectivo a largo plazo.
Ya para las 96 horas el efecto del cromo fue muy evidente y se presenté la menor TCM de
este grupo experimental (34.2 °C) siendo significativa la diferencia. Estos resultados nos

hacen pensar que este grupo dificilmente podra recuperarse.

Para el caso de los animales expuestos a cadmio en agua dura (Fig. 10a, tabla 11a),
la menor concentracién (20 ug/L) no mostré un efecto evidente sino hasta las 96 horas,
con una diferencia pequena (0.45 °C) pero significativamente menor (p < 0.05) respecto al
control; para este grupo es factible pensar- en una recuperacion, ya que el efecto del cadmio
no fue muy evidente. Sin embargo los organismos expuestos a 50 pug/L presentaron desde
las 24 horas una TCM menor (33.83 °C) y aunque la diferencia disminuyé con el tiempo,

esta fue significativa durante toda la exposicion, por lo que es dificil proponer si estos
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animales tienen la posibilidad de recuperarse.

Por su parte los organismos expuestos a cadmio en agua suave (Fig. 10b, tabla 11b)
presentaron un comportamiento muy similar entre ellos, es decir, a las 24 horas ambos
grupos presentaron un promedio de TCM menor que el del control pero no significati-
vamente diferente (p > 0.05). El efecto mas drastico de la exposicién se presenté a las
48 horas con valores de TCM menores que los del grupo control (p < 0.05). Un punto
interesante es lo ocurrido a las 96 horas ya que la perdida de equilibrio ocurre despues
que en los testigos, por lo que nuevamente se presenté la posibilidad de la presencia de un
mecanismo de detoxificacién mas efectivo en este caso, que en el de los animales expuestos
a cromo en agua suave, que adicionalmente esta provocando una respuesta retardada a
la temperatura. Una hipdtesis similar fue hecha para tratar de explicar por qué el pez
Lepomis cyanellus no muestra una alteracion de la TCM al ser expuesto a cadmio (Carrier
y Beitinger, 1988). También es de notar que esta respuesta inversa se present para el caso
de las exposiciones en agua suave, por lo que la dureza debe estar involucrada en el disparo
de este mecanismo, el cual pareciera tratar de contrarrestar el efecto toxico de los metales
en bajas durezas; ya que a mayores durezas la entrada de los metales se ve disminuida por

efecto del calcio y de la posible quelacion de estos (Black et al, 1973).

De los resultados anteriores es evidente el efecto protector del agua dura, ya que de
los cuatro grupos expuestos, solo el de la menor concentracién de cromo (350 ug/L) en
agua dura presenta una recuperacion evidente a las 96 horas.Esto coincide con numerosos
reportes como el de Miller ( 1980) en los que se ha observado un aumento de la LC50 con

el aumento de la dureza del agua.
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3.7 Temperatura de muerte

La muerte de los organismos expuestos a cromo en agua dura (Fig. 1la, tabla 12a) a las
24 horas fue posterior a la de los testigos (p < 0.05), esta observacion es peculiar porque
en este periodo la TCM no muestra un efecto significativo, por lo que hasta el momento
no hemos encontrado una explicacién para este comportamiento. Sin embargo a partir
de las 48 horas y hasta las 96 horas el estrés al que estuvieron sujetps estos animales y
la desorganizacion de su metabolismo era tal que la muerte ocurrié antes que la de los
testigos, siendo mas evidente (p < 0.05) el efecto en la menor concentracién (350 pg/L) a

las 48 horas y en la mayor (700 pg/L) a las 96 horas.

En los animales expuestos a cromo en agua suave (Fig. 11b, tabla 12b) la temperatura
de muerte fue menor que la de los testigos a lo largo de toda la exposicion; en la menor
concentracién (350 ug/L) la diferencia crecid con el tiempo y ya para las 96 horas era muy
grande, con 3.0 °C menos que el control (p < 0.05). La concentracién de 700 pg/L resulté
aun mas agresiva y la temperatura de muerte de estos animales se presenta hasta 2.7 °C

(24 horas) antes que la de los controles (p < 0.05).

En cuanto a la exposicién a cadmio en agua dura {(Fig. 12a, tabla 13a), solo los
organismos expuestos a la mayor concentracion (50 pgg/L) mostraron un efecto significativo
(p < 0.05), lo cual ocurrié a las 24 horas con un temperatura de muerte 2.97 °C menor
que la de los testigos. Sin embargo esta diferencia no se volvié a presentar a lo largo del

experimento.
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Por dltimo los langostinos expuestos a cadmio en agua suave (Fig. 12b, tabla 13b)
siempre murieron a temperaturas menores que los controles, pero esto solo fue significativo

(p < 0.05) a las 48 horas para el grupo expuesto a 20 ug/L.

Los resultados de la temperatura de muerte parecen indicar que el efecto del cad-
mio y el cromo es distinto y que el segundo es mas tdxico que el primero, lo cual es
contrario al conocimiento general de que el cadmio es mas toxico que el cromo para los
animales acuaticos (Botello y Paez, 1987). Lo que pudiera estar sucediendo es que a ni-
veles subletales el efecto de los metales puede ser distinto que a niveles letales. En el
caso del cromo como se trata de un ién bioindispensable, a niveles subletales puede estar
entrando al organismo con mayor facilidad sin disparar los mecanismos de respuesta a una
intoxicacién aguda como en el caso de niveles letales. Por otra parte los resultados nos
llevan a la conclusién de que la TCM es un mejor indicador de estrés que la temperatura

de muerte, sin que esta ultima deje de ser util.
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Tabla 10. Temperatura critica maxima (°C) de Macrobrachium rosenbergii expuesto a
cromo (Promedio * error estdndar).

a) agua dura

TIEMPO (Hrs) 0 24 48 96

CONCENTRACION (pg/L)

0 35.22 35.50 35.25 35.44
+0.22 +0.48 +0.27 +0.29

350 — 35.30 34.00" 35.10
T 0.42 1 0.30 t0.18

700 — 36.00 34.60* 33.90*
+0.29 +0.27 +0.23

b) agua suave

TIEMPO (Hrs) 24 48 96

CONCENTRACION (ug/L)
"0 35.40 36.11 35.56 36.60
+0.48 +0.20 +0.24 +0.22

350 —_ 34.89* 36.33* 34.20*
+0.39 +0.47 +0.58

700 — 35.25* 34.50* —
+0.16 +0.50

marca los grupos estadisticamente diferentes del control (p < 0.05).
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Tabla 11. Temperatura critica maxima (°C) de Macrobrachium rosenbergii expuesto a
cadmio (Promedio T error estdndar).

a) agua dura

TIEMPO (Hrs) 0 24 48 96

CONCENTRACION (ug/L)

0 35.90 35.80 36.00 35.35
+0.18 +0.25 *0.00 t0.15

20 — 35.50 36.10 34.90"
t0.34 *0.18 1 0.16

50 — 33.83* 35.60* 34.60*
1t 1.25 + 245 +0.19

b) agua suave

TIEMPO (Hrs) 24 48 96

CONCENTRACION (ug/L)

0 35.65 34.00 34.63 34.86
to0.18 o017 t0.16 10.32

20 — 33.90 33.75* 35.50*
+0.10 +0.13 +0.12

50 — 33.83 34.05* 35.57*
+0.12 *0.05 +0.20

marca los grupos estadisticamente diferentes del control (p < 0.05).

50



b)

diferencia °C
o o
o

o
T

-1.0 1

T T 3

24 48 72
HORAS

~Controt + 350 ug/L. 700 ug/L

gJ

Fig. 11. Temperatura de Muerte de Macrobrachium rosenbergii expuesto a cromo en:

T H ¥

24 48 72
HORAS

— Control * 350 ug/L. ®700 ug/L

a) agua dura yb) agua suave

51



Tabla 12. Temperatura de muerte (°C) de Macrobrachium rosenbergii expuesto a cromo
(Promedio * error estandar).

a) agua dura

TIEMPO (Hrs) 0 24 48 96

CONCENTRACION (ug/L)

0 41.33 40.10 40.50 41.11
t0.44 +0.41 +0.31 +0.11

350 ‘ — 41.50*  39.30°  41.00
' +0.58 +0.42 +0.56

700 —_ 41.67* 40.30 40.50*
t0.44 +0.54 +0.27

b) agua suave

TIEMPO (Hrs) 24 48 96

CONCENTRACION (ug/L)

0 41.20 42.56 42.22 42.20
+0.25 *0.17 +0.36 ¥ 0.25

350 — 42.11" 41.33 39.20*
*0.11 + 0.53 +1.20

700 — 39.86*  40.00* —
+1.08 + 0.00

marca los grupos estadisticamente diferentes del control (p < 0.05).
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Tabla 13. Temperatura de muerte (°C) de Macrobrachium rosenbergii expuesto a cadmio
(Promedio * error estdndar).

a) agua dura

TIEMPO (Hrs) 0 24 48 96

CONCENTRACION (ug/L)

0 42.50 42.80 42.20 42.10
*0.17 +0.13 +0.13 + 0.10

20 — 42.70 42.40 41.80
*0.26 +0.27 +0.28

50 — 39.83* 42.40 42.20
1 1.38 +0.24 +0.20

b) agua suave

TIEMPO (Hrs) 24 48 96

CONCENTRACION (ug/L)

0 41.20 41.60 41.63 41.79
+0.13 *0.15 +0.18 +0.24

20 — 41.50 40.80* 41.50
*0.17 *+0.19 +0.22

50 — 41.56 41.20 41.40
*+0.19 +0.25 +0.21

marca los grupos estadisticamente diferentes del control (p < 0.05).
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Capitulo 4

Diagnodstico general

Los efectos observados en estos experimentos demostraron que tanto el cadmio como el
cromo en las concentraciones subletales utilizadas, provocan alteraciones en la fisiologia
del langostino Macrobrachium rosenbergii, y que estas alteraciones pueden a largo plazo

causarle problemas de sobrevivencia.

Otro efecto que fue claramente observado fue el papel protector de la dureza del agua
en la exposicién a los metales pesados; esto fue demostrado claramente por los resultados
de la exposicién a cromo, ya que en agua suave los orgaﬁismos murieron antes de las 96
horas. Ademas en general la pérdida del i6n potasio en agua dura se mantenia en niveles
altos hasta las 96 horas, lo cual no ocurria en agua suave, y por ultimo el unico grupo que

mostré una recuperacién de la TCM fue el expuesto a 350 pg/L de cromo en agua dura.

Por otra parte los resultados de los diferentes experimentos mostraron que las respuestas
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pueden ser distintas no solo entre metales sino también entre concentraciones del mismo
metal, lo cual puede deberse a que los mecanismos de respuesta son distintos a diferentes

niveles de exposicién.

Los parametros fisiologicos que se observaron tienen una relacién directa entre si ya
que todos dependen del bienestar funcional de las branquias (Fig. 13). Esto es muy claro
en el caso de la respiracién y la permeabilidad porque en las branquias es donde se llevan a
cabo estos procesos. Sin embargo también la TCM y la Tempervatura de muerte dependen
del funcionamiento de las branquias, ya que segin Bowler (1981) la muerte por calor es
causada primeramente por un desajuste de las membranas branquiales, lo que altera la
permeabilidad y posteriormente causa cambios en la concentracion de iones en la hemolinfa
y esto tiene efecto sobre las funciones de los mﬁséulos y el sistema nervioso central, hasta

que sobreviene la muerte del organismo.

El consumo de oxigeno por si mismo demostré que era probable la recuperacion de
algunos grupos, como los expuestos a cromo y cadmio en agua dura. Esta teoria también
era apoyada por los resultados de la tasa de extraccion ya que a las 96 horas, este parametro
no mostraba diferencias significativas respecto a los controles. Sin embargo tanto los
resultados de la permeabilidad como los de la TCM mostraban que el efecto de los metales

si podia tener consecuencias graves.

La determinacion de la TCM fue un buen indicador de estrés, ya que en general los
valores demostrarén que los animales se encontraban alterados. Sin embargo en los grupos
expuestos a agua suave se presentd la perdida del equilibrio posterior a la de los testigos

en algunos puntos. Esto no ha sido reportado a la fecha en la literatura. A pesar de este
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detalle la TCM demostré ser un mejor indicador de estrés que el consumo y la tasa de

extraccion de oxigeno.

Estas diferencias pueden deberse a que aunque los mecanismos involucrados en estas
respuestas residen en las branquias, estos no son los mismesy aquellos involucrados en la

respiracion son menos afectados.

De igual manera se considera que la TCM es mejor indicador que la temperatura de
muerte, sobre todo por que esta tltima en algunos casos ocurrié despues en los organismos
expuestos; esta respuesta también fue observada en peces expuestos a detergente (Rosas,

comunicacion directa), pero ain no se tiene explicacién para ello.

Por su parte la permeabilidad demostré estar alterada en todos los casos. En algunos
puntos se hipotetizé que la pérdida mds importante de iones ocurria en las primeras 24
horas, por lo que el seguimiento cuidadoso de este periodo debe ser considerado en futuras

investigaciones.

Aunque existe cierto riesgo en aplicar los resultados de los estudios de laboratorio
directamente a las condiciones ambientales, estos pueden aislar los efectos de algunos
factores estresantes. Ademads este paso es necesario e interpretado con cuidado puede

producir resultados legitimos y significativos (Thurberg, 1973).

Los indicadores de estrés utilizados en este estudio demostraron ser itiles, sobre todo

porque se les midi6 al mismo tiempo y aunque el consumo y la tasa de extraccién no se
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alteraron de manera significativa con las concentraciones utilizadas, tanto la TCM como
la medicion de la permeabilidad branquial nos permitieron observar las alteraciones que
los organismos sufrieron. Por lo tanto consideramos que por si solo ninguno de estos
indicadores es completamente confiable, pero utilizados al mismo tiempo permiten un
diagndstico muy efectivo. Por lo que atin nos encontramos en la busqueda de un indicador

confiable y facil de medir.

En el caso de este estudio se puede decir que las concentraciones utilizadas, aunque
son subletales en 4 dias, pueden causar serios problemas si se encontraran en las aguas
donde se cultivan estos organismos. Alin mas en la actualidad en México no existen valores
maximos para estos metales en los criterios ecoldgicos de calidad del agua para uso en la
acuacultura del langostino (SEDUE, 1989), por lo que se recomienda que se continuen

haciendo estudios como el presente, pero con concentraciones alin mas bajas.
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Capitulo 5

Conclusiones

1. Macrobrachium rosenbergii es una buena especie para bioensayos con metales pesa-

dos.

2. El consumo y la tasa de extraccion de oxigeno en general no mostraron el efecto de

las concentraciones subletales de cadmio y cromo.
3. La permeabilidad al sodio y al potasio se alteraron en estos experimentos.

4. En general la TCM de los animales expuestos fue menor que la de los testigos, sin

embargo la temperatura de muerte no resulté tan buen indicador de estrés.

5. Los parametros fisioldgicos observados tienen una relacién directa entre si, ya que

todos dependen del bienestar funcional de las branquias.

6. Los mecanismos de respuesta a la intoxicacién por metales pesados no solo dependen

del metal del que se trate sino también de los niveles de concentracién.

7. La utilizacién de diversos parametros fisiolégicos en la evaluacion de los efectos de

concentraciones subletales de contaminantes es necesaria, ya que aun no se cuenta con
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alguno tan sensible como para expresar las consecuencias que a todo nivel ocurren.
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