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ABSTRACT

The aquatic ecosystems near to urban zone have a constant risk by several physical and chemical factors relative to
human activities. This provokes synergic effects on aquatic organisms, being the domestic sewage an important
factor to assess, highlighting the detergents. The cladocerans Daphnia magna, there is not originate in the
Neotropical region, is a specie more used in ecotoxicological assays in the world by its easy culture and short life
cycle. The aim of the work is observe as affect the commercial detergent on D. magna and their reproductive
fitness. This was realized with chronic assays of isolated and grouped individuals using three sublethal
concentrations of anionic detergent, previously the LC,, was determined. The assays lasted 21 days, daily the
neonates were registered. These were counted and measured. In the chronic assays, the isolated individuals
produced 262 embryos in the control group, being alike to two lower concentrations. The neonates were more
abundant in the higher concentration than in lower and control ones. In the grouped animal experience, the increase
in the egg number was progressive to detergent concentration. In this study, the detergent could be induced a
production of more abundant and viable offspring. This could be associated with that the detergent permit an
effective use of trophic resource and bioavailability of energy to reproduction, when the detergent discharge
breaks down the particles or algal cells offered as food.

Key words: anionic detergent, reproduction, cladocerans.
RESUMEN

Los ecosistemas acuaticos cercanos a las zonas urbanas sufren un deterioro constante ocasionado por diversos
factores fisicos-quimicos relacionados con la actividad del hombre. Estos provocan efectos sinérgicos sobre los
organismos acuaticos, siendo los detergentes entre los vertidos liquidos domésticos elementos de interés de
evaluar. El claddcero Daphnia magna, si bien no es originario de laregién, es uno de los organismos mas utilizado
en bioensayos ecotoxicoldgicos en el mundo por su facil cultivo y su corto ciclo de vida. El objetivo del presente
trabajo es observar como afecta un formulado comercial de detergente biodegradable sobre la capacidad
reproductiva de D. magna. Esto se realizd a partir de ensayos crénicos en individuos aislados y agrupados
utilizando tres concentraciones subletales de un detergente anionico, por lo que previamente se determin¢ la CL.,.
El ensayo duro 21 dias, registrando diariamente los neonatos nacidos. Estos fueron contabilizados y retirados para
su medicion. En los bioensayos crénicos, los individuos aislados en el control produjeron 262 huevos, siendo
similar a las dos concentraciones inferiores. La puesta de huevos y la obtencién de neonatos viables en aquellos
ejemplares aislados fue mayor en la concentracidn superior que en las menores, y éstas mas que en el control. Asu
vez, en la experiencia con ejemplares agrupados, el incremento en el nimero de huevos fue progresivo a la
concentracion del detergente. El detergente promovid una produccion de descendencia mas abundante y viable.
Esto podria asociarse a que el detergente permitiria una mas eficaz utilizacion del recurso tréfico y
biodisponibilidad de energia para reproducirse al desagregar las particulas o las células algales ofrecidas como
alimento.

Palabras clave: cladocero, detergente anidnico, reproduccion.
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INTRODUCCION

Los procesos productivos ligados al
crecimiento de la poblacion humana traen
aparejado una consecuente contaminacion, la
cual impacta sobre la costa y sus sistemas
acuaticos circundantes. Esto, junto a la
ocupacion del espacio, sobre-explotacion de
los recursos naturales y vertido de desechos
son acciones que por medio de ellas el
hombre transforma el ambiente ajustando
estas a sus necesidades o buscando mejores
comodidades. Los ecosistemas acuaticos
localizados en la cercania de las zonas
urbanizadas sufren la degradacion constante
por diversos factores fisicos-quimicos
relacionados a la actividad del hombre. De
esta manera, los ecosistemas acuaticos
reflejarian en general el estado de la biosfera
(Ostroumov 2005).

Diferentes elementos aldctonos ingresan a los
sistemas naturales, principalmente de la
actividad industrial y urbana. La mayoria de
estos compuestos alcanzan los ambientes
acuaticos, debido a aportes pluviales o
mediante vertidos directos al sistema
(Ostroumov 2005). Entre éstos, los desagiies
domésticos se caracterizan por contener una
carga alta de materia organica, incluyendo
detergentes. Ellos son productos de uso
doméstico que poseen estructuras
moleculares hidréfobas de biodegradacion
lenta (Dickson 1990). Muchos de éstos
contienen fosfatos como uno de sus
compuestos principales, cuya proporcion
puede llegar a ser tan alta como la del 40% en
relacion al peso (Pickup 1990). Estos causan
una serie de problemas ambientales, como
produccion de espuma, alteracion de la
tensién superficial del agua y disminucion del
oxigeno disuelto (Orozco et al. 2003).
Ademas, como fue mencionado previamente
los detergentes contienen fdsforo en su
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composicion (Bock & Stache 1982). Este
nutriente provoca en los ambientes acuéticos
procesos de eutrofizacion (Godfrey 1982,
Millan 1994).

Dependiendo de la estructura quimica, los
detergentes pueden ser féacilmente
descompuestos 0 no por las bacterias. Los
fabricados con base en ABS (Alquil benceno
sulfonato de sodio ramificado) son resistentes
al ataque biologico por su composicién
molecular ramificada y por la adhesion de
anillos benceénicos a los atomos terciarios de
carbono de los grupos de cadena ramificada
(lannacone & Alvariiio 2002). La
biodegradabilidad de los detergentes
domésticos es muy variable y depende de la
estructura y ramificacion (Jensen 1999;
Temara et al. 2001). Los fabricados con base
en LAS (Alquil benceno sulfonato de sodio
lineal) son biotransformados en condiciones
aerobicas (Jensen 1999, Scout & Jones 2000,
Salager 2004).

La toxicidad de los detergentes del tipo LAS
varia  ampliamente en invertebrados
acuaticos (1-100 mg-L™) (Faba & Crotti 1979,
Sivak et al. 1982). Ademas, este xenobidtico
en vertebrados, como en algunos peces,
provoca el aumento de la permeabilidad en
las branquias modificando los procesos
respiratorios (Cabridenc 1979, Katz 1979,
Mason 1981).

El cladécero Daphnia magna Straus,1820, si
bien no es originario de la region Neotropical,
es uno de los crustaceos planctonicos mas
utilizado en bioensayos ecotoxicoldgicos en
el mundo por su facil cultivo y su corto ciclo
de vida (Dodson & Hanazato 1995, Hosmer
et. al. 1998, Verge & Moreno 2000). Este
grupo zooldgico se reproduce generalmente
asexualmente por partenogénesis en
condiciones favorables y a baja densidad
poblacional. Los huevos presentan una
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cubiertasencillay son incubados en lacamara
dorsal, ubicada entre dos valvas,
permaneciendo en ella como embriones hasta
su eclosién. Cuando concluye el periodo
embrionario, en el ejemplar progenitor ocurre
la division y separacién de la espina caudal
liberando al medio los neonatos. Los
individuos liberados son morfologicamente
similares al adulto. ElI nimero de eventos
reproductivos o camadas varia con las
condiciones del medio y de la hembra. El
tamafio de la camada aumenta llegando al
maximo total en el quinto evento y decrece
luego hasta la finalizacion de la etapa
reproductiva del individuo (Hallam et al.
1990).

El objetivo del trabajo fue observar el efecto
de un formulado comercial de detergente
biodegradable sobre la capacidad
reproductiva del crustaceo D. magna.

MATERIALES Y METODOS

Los estudios se desarrollaron en los
laboratorios de bioensayos y crustaceos del
Instituto Nacional de Limnologia, Santo
Tomé, Santa Fe, Argentina. Las condiciones
de temperatura y fotoperiodo en éstos fueron
de20+1°Cy 16:8 h luz-oscuridad.

El xenobiotico utilizado en la experiencia
correspondié a un formulado comercial de
uso masivo y doméstico de detergente
anionico con 80% de biodegradabilidad
minima, conteniendo: lineal
alquilbencensulfonato de sodio (materia
activa minima 7,65 %). Ademas presenta
lauril eter sulfonato de sodio, coco amido
propil betaina, viscosantes, preservantes,
secuestrantes, colorante, perfume y glicerina.
La degradacion de este tipo de detergente es

45

Efecto de un detergente en Daphnia

considerada que ocurre rapidamente luego de
aproximadamente 1 a 3 semanas (lannacone
& Alvarifio 2002).

Los ejemplares de D. magna fueron
obtenidos a partir de hembras partenogénicas
de un cultivo mantenido en el Instituto
Nacional de Limnologia. Los individuos
fueron trasladados al laboratorio para su
aclimatacion. Luego de este periodo, los
neonatos obtenidos fueron colocados en
recipientes con medio de cultivo. Este estuvo
compuesto por 50 % de agua de perforaciony
50 % proveniente de un cuerpo de agua
artificial filtrada a través de filtros tipo
“Millipore” de 0,45 um de didmetro de poro.
Las caracteristicas de los parametros
quimicos mas importantes son indicadas en la
Tabla 1. Luego de 24 h fueron obtenidos los
neonatos que se utilizaron en los bioensayos.

En primer lugar se realizaron ensayos
estaticos de toxicidad aguda del formulado
comercial de detergente, determinando la
CL,, a las 24 y 48 h. Esta informacién sirvio
de base para el establecimiento del disefio
experimental cronico. Luego de la obtencion
de la CL,, se procedio a realizar dos ensayos
cronicos con individuos aislados y agrupados
utilizando las siguientes concentraciones
subletales del formulado de detergente
biodegradable: 0,03 mL/L*; 0,06 mL/L™;
0,10 ml/L™ y un control. En ambos casos se
utilizaron neonatos de 24 h. En la primera se
utilizaron 80 ejemplares ubicdndolos
individualmente en 20 recipientes de 50 mL
para cada concentracion evaluada y control.
Mientras que en la experiencia grupal
(poblacion) se utilizaron 800 individuos,
colocando 10 claddceros por recipiente de
110 mL, utilizando 80 recipientes en total (20
para cada concentraciony control).

Diariamente se suministro alimento (algas y
levaduras), se retiraron heces y sobrante de
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comida. Con la misma periodicidad, el 30%
del medio fue renovado asegurando la
estabilidad de las concentraciones
determinadas. La experiencia dur6 21 dias.

Durante el periodo de ensayo los neonatos
nacidos fueron retirados, siendo estos
contabilizados y fotografiados bajo
microscopio estereoscopico (x40). Las
imagenes de alta resolucién fueron
digitalizadas mediante el programa TPSdig
(Rohlf 2006). En cada ejemplar se tomaron
medidas del largo total (Lt), espina caudal
(ec), basipodo de la antena (a), y ancho de la
cabeza(c) (Fig. 1).

La determinacién del valor de la CL,, se
realiz6 mediante el andlisis Probit (Finney
1971). Los valores de los diferentes
parametros biométricos fueron comparados
entre las distintas concentraciones mediante
ANDEVA. Previamente se evalud la
homoscedasticidad (prueba de Bartlett) y
normalidad (prueba de Shapiro-Wilk) de los
datos. Cuando estas no fueron aceptadas se
realizd6 la prueba de Kruskal-Wallis. La
determinacion de diferencias entre grupos
evaluados se realiz6 mediante la post-prueba
de Tukey o lacomparacion de Mann-Whitney
(Zar 1996).

RESULTADOS

La supervivencia en el ensayo agudo
disminuy0 con el tiempo, determinando a las
48 h el valor de CL,, (0,1416 £ 0,0008 mL/L)
en el cladécero D. magna expuesto al
formulado de detergente biodegradable de
uso masivoy comercial (Fig. 2).

La aparicion de huevos en los ejemplares del
grupo control mantenidos aisladamente
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ocurrid a los 10,5 £ 1,21 dias de iniciadas las
experiencias. En las dos concentraciones
superiores de detergente, los huevos
aparecieron en un tiempo significativamente
menor (9,3 + 0,48 dias) (F=4,15; p=0,01). Por
otra parte, los huevos en ejemplares
agrupados ocurrieron a los 10 dias, siendo
similar en todos los organismos ensayados
(ANOVAF=1,60; p=0,19). El tiempo en que
se observaron huevos en los ejemplares
aislados del control fue similar aaquellos que
se encontraban agrupados (F=1,94; p=0,16).

Los ejemplares mantenidos individualmente
en el control tuvieron una totalidad de 262
huevos durante los 21 dias de ensayo,
mientras que aquellos expuestos a las
concentraciones de detergente fue de 235,
284y 407 correspondiendoa0,03,0,06y 0,10
mL:L™. La puesta de huevos fue mayor en la
concentracion superior. Mientras que en la
experiencia con ejemplares agrupados, el
incremento en el nimero de huevos fue
progresivo a la concentracién del detergente

(Fig. 3).

Desde el inicio de la experiencia hasta la
eclosion de los neonatos, el tiempo
transcurrido fue similar en los ejemplares
aislados (F=1,07; p=0,36). Sin embargo, en
los dafnidos mantenidos en grupos, la
primera puesta de neonatos ocurri a los 13
dias en el control como lo observado en la
dilucién menor de detergente, no ocurriendo
asi en los organismos expuestos a las
concentraciones mayores.

Durante 21 dias de experiencia los ejemplares
aislados del grupo control tuvieron cinco
puestas de huevos y eclosion de neonatos. El
numero de eventos reproductivos aumento en
aquellos claddceros expuestos a detergente.
Por otra parte el nimero de neonatos
liberados por camada fue mayor en esos
grupos (Fig. 4a).
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Por otra parte, en el ensayo con organismos
agrupados se observo doce eventos
reproductivos en los ejemplares del grupo
control, siendo similar a lo ocurrido en los
organismos expuestos a la concentracion
mayor de detergente. Sin embargo, en las dos
concentraciones menores presentaron una
disminucion del numero de camadas junto
con un mayor nimero de huevos por evento.
El ndmero de neonatos liberados al medio
aumento junto con el incremento de las
concentraciones del detergente (Fig. 4b). En
la experiencia realizada con individuos
aislados, los claddceros parentales expuestos
al detergente de las concentraciones
superiores presentaron un aumento en la
cantidad de neonatos liberados al medio, no
registrandose asi en los organismos del grupo
control (Kruskal-wallis: p<0,01) (Fig.5).

Las tallas de los neonatos (Tabla 2) en los
diferentes eventos reproductivos del grupo
control manteniendo los progenitores
aisladamente fueron similares, siendo solo el
19,9 % mayor en aquellos neonatos
eclosionados en la ultima camada producida.
Mientras que aquellos neonatos eclosionados
en los eventos reproductivos con distintas
concentraciones de detergente no fueron
diferentes dentro de cada grupo. Comparando
las medidas tomadas en los neonatos (ec, a, ¢
y Lt), el grupo control en general fue mayor
significativamente que aquellos expuestos a
las concentraciones de detergente (Tabla 2).

Por otra parte, los progenitores agrupados
produjeron neonatos de similar talla entre los
eventos reproductivos y las diferentes
condiciones (control y presencia de
detergente) (Tabla 2). Los neonatos tuvieron
similares tallas (ec, a, ¢ y Lt) cuando
provenian de progenitores mantenidos
aisladamente sin detergente y agrupados con
y sin xenobidtico (Tabla 2).
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c= Ancho de la cabeza
a= Basipodo de la antena
Lt= Largo total

Ec= Espina caudal

Ec

Figura 1. Diferentes medidas morfolégicas tomadas en
neonatos de Daphnia magna.
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Figura 2. Valor medio y desvio estandar de CL,a las 24 y 48
h de un formulado comercial de detergente exponiendo

neonatos de Daphnia magna.
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Figura 3. Ndmero de huevos producidos por Daphnia
magna en ejemplares aislados (barra negra) y agrupados
(barra blanca) expuestos a tres concentraciones de detergente
(control,A:0,03mL-L* B:0,06 mL-L* C:0,10mL-L™).
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Tabla 1. Valores de diferentes parametros medidos en el agua de cultivo utilizada en las experiencias con
D. magna. ND: no detectado, el valor entre paréntesis corresponde a la concentracion del limite de
deteccion del método empleado

Variables Valor hallado
pH 7.9
Conductividad 1200 pmhos cm™
Alcalinidad (CaCO3) 3434 mgL*
Carbonatos (CO3") ND (0,5) mg L™
Bicarbonatos (HCOs) 529,9 mg L
Dureza Total (CaCOs) 232,3mg/L*
Hierro Total (Fe) 0,07 mg L*
Sulfato (SO4") 1154 mg L™
Cloruro (CI") 958 mg L*
Nitratos (NO5) 6,9mg L*
Nitritos (NOy) ND (0,005) mg L™
Amonio (NH4") 0,47 mgL"
DQO 15,9 mg O,L*

Tabla 2. Tallas medias y desvios estandares de las diferentes medidas tomadas en neonatos del cladécero
Daphnia magna expuesto a distintas concentraciones de detergente en las experiencias con progenitores
aislados y agrupados.

Organismos individuales

Grupo Espina Caudal

ml-Lt (mm) Antena (mm) Cabeza (mm) Lago Total (mm)
Control 027+0,009 *  016+0,002 * 021+0008 *  063+0,018 °
A(0,03) 0,22+0,009 ®* 014+0005 ® 0,19+0005 °  056+0,016 °
B (0,06) 0,18+0,010 ¢  0,12+0,007 © 015+0010 ©  043+0,020 ©
C(0,10) 025+0008 * 015+0001 * 0,22+0008 * 057+0,006 °

Organismos agrupados

Grupo ESpm(?nCrﬁ)Udal Antena (mm) Cabeza (mm) Largo Total (mm)
Control 0,26 +0,003 ? 0,17 £0,004 2 0,24 +0,009 ? 0,64 +0,013 *
A(0,03) 0,25+0,010 *? 0,16 £0,010 ? 0,23+0,010 ? 0,63+0,022 *
B (0,06) 0,26 £0,002 *° 0,17+0,003 ? 0,25+ 0,003 ° 0,63 +0,006 *
C(0,10) 0,25 +0,004 * 0,16 £ 0,003 ? 0,23 +0,005 * 0,60 + 0,010 °

Letras diferentes muestran diferencias significativas (p<0,05).
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DISCUSION

Las sustancias quimicas, como los
detergentes, pueden provocar estrés en los
organismos acuaticos (Newnam & Unger
2003). En donde, determinadas condiciones
ejercen diversos efectos en la biota
provocando cambios en el crecimiento
(Hansen et al. 1997), comportamiento
reproductivo (Faba & Crotti 1979), y/o
produccion de progenie.

Entre estos, la toxicidad del detergente
anionico puede variar segun las marcas
comerciales, tipo de estructura y
ramificacion, o diferencias entre las especies
estudiadas. En este caso el cladécero D.
magna manifest6 una toxicidad 80% menor a
lo indicado por Braginsky et al. (1979) y
Pettersson et al. (2000) quienes trabajaron
con otras marcas de detergente y especies del
genero Daphnia.

Un objetivo comln que tienen estos
productos es el de tener la capacidad de actuar
sobre particulas organicas, desintegrando
éstas a formas mas simples. Esto podria
permitir que estas formas mas simples puedan
ser incorporadas por los organismos como
nutrientes. En este sentido, los lipidos
contenidos en la materia organica son la
primera fuente de energia empleada (Tessier
et al. 1983). Muyssen & Janssen (2001)
plantearon que bajo condiciones de estrés los
cladéceros podrian consumir estas
biomoléculas favoreciendo la obtencion de
mas energia lo que garantizaria asi una
exitosa supervivencia de la poblacion.
Algunos trabajos realizados en estos
crustaceos (Stearns 1976, Allen et al. 1995)
mencionan que adecuadas concentraciones
de alimento son fundamentales en la
supervivencia, crecimiento, metabolismo y
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reproduccion. Entanto, unadisminucion de la
calidad de este podria inducir un cambio en la
estrategia reproductiva, cantidad de huevos y
neonatos eclosionados vivos (Tessier &
Consolatti 1991). En relacion a esto, otros
trabajos (Cowgill et al. 1984, Mc. Kee &
Ebert 1996) han mencionado la importancia
de la ingesta de lipidos en dafnidos adultos
permitiendo, dentro del huevo, un correcto
desarrollo del embrion. Esto podriamos
referirlo a lo mencionado anteriormente en
relacion a la disponibilidad de nutrientes
debido a laaccidon del detergente, permitiendo
que las biomoléculas faciliten la mayor
produccion de huevos junto al incremento de
neonatos vivos del cladécero D. magna.
Sumando a su vez una mayor ocurrencia de
eventos reproductivos por hembra adulta.

Los cambios inducidos sobre la reproduccion
no solo se han observado con detergentes sino
también cuando estan expuestos a otras
sustancias xenobioticas. Stark y Vargas
(2003) comprobaron que Daphnia pulex De
Geer, 1877 en presencia de diazindn aumenta
el nimero de neonatos junto al incremento de
la concentracion del téxico. Experiencias
realizadas por Hanazato (1998) y Barry
(1999) observaron el mayor tamafio de los
eventos reproductivos en D. magna y
Daphnia longicephala Hebert 1977
expuestos a diferentes concentraciones de
carbaril. Sin embargo, otras experiencias
realizadas con  plaguicidas carbdmicos
mostraron reducciones significativas en el
total de neonatos por hembra (Hosmer et al.
1998).

El aumento en la generacion de descendencia
de cada progenitor podria estar influenciado
por el mayor contenido de lipidos (Tessier et
al. 1983). Como también podria estar
afectando el tamafio del huevo y del
cladocero recién eclosionado (Glazier 1992,
Gliwicz & Guisande 1992).
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En otro crustdceo, como el copépodo
harpaticoideo Tisbe holothuriae Humes, 1957
Faba & Crotti (1979) observaron efectos
similares provocados por un detergente
domestico afectando la reproduccion. Esto
fue asociado a la inhibicion de
guimioreceptores que permitirian detectar la
ocurrencia de algun tipo de superpoblacién.
De la misma manera, el detergente en los
dafnidos agrupados podria interactuar
inhibiendo los quimiorreceptores que
indicarian la densidad de las poblaciones. La
relacion con los parametros reproductivos
observados en los dos tratamientos demostrd
que los cladoceros al estar expuestos a
concentraciones de detergente domeéstico
incrementaban su fecundidad.

Los organismos mantenidos aisladamente
expuestos al xenobidtico mostraron que sus
descendientes sufrieron una disminucion de
las tallas corporales. Esto puede deberse a que
los progenitores se encontraban en situacién
de estrés variando el recurso energético para la
formacion de embriones.

Diversos trabajos realizados sobre el tamafio
en los neonatos demuestran que ellos se ven
influenciados por la talla del progenitor
(Wagler 1937, Hrbackova 1974).

En progenitores aislados y en presencia de
detergente, la descendencia fue de menor talla
que la del control. Este hecho podria
relacionarse también a algin mecanismo de
defensa. El progenitor sin el contacto de otros
cladoceros y en presencia de una sustancia
extrafia (detergente) podria promover una
descendencia de talla menor como una
estrategia para evitar ser comido por algun
depredador. Cuando los cladéceros estaban
agrupados las sefiales quimicas y fisicas (a
través de vibraciones) entre los organismos
podrian sefialar la inexistencia del depredador
produciendo descendencia similar a los
controles.
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Si bien esta especie no es regional, este trabajo
permite entender y evaluar ciertos riesgos
ecologicos que puede provocar el detergente,
a partir de los efectos sobre los organismos o
las comunidades. Estos productos
comerciales, como elementos abundantes en
los desagies de las ciudades, podrian
modificar los procesos reproductivos de la
fauna regional. La perturbacién de los
claddceros podra ser permanente o transitoria
dependiendo de la concentracion, frecuencia
de vertido y tiempo de vida del xenobidtico.
Espor ello que laresiliencia del ecosistema va
a depender de la capacidad de autodepuracion
del mismo y de las caracteristicas especificas
de sus integrantes (Newman & Unger 2003).
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