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ARTICULO DE INVESTIGACION

Comparacion ecotoxicologica al
Cloruro de Sodio en Hydra vulgaris e Hydra viridissima

July Andrea Barrera-Herrera” y Adriana Janneth Espinosa-Ramirez”™
DOI: 10.15446/rev.colomb.biote.v25n1.96258

RESUMEN

El aumento de la salinidad en los ecosistemas de agua dulce genera preocupacion sobre los efectos adversos que puede provocar
sobre las especies dulceacuicolas y el suelo. Las concentraciones 6ptimas de iones de sodio y calcio para que las especies del gé-
nero Hydra tengan condiciones fisiologicas adecuadas son relativamente bajas. Este trabajo se enfocé en comparar la sensibilidad
de H. vulgaris e H. viridissima frente al cloruro de sodio (NaCl). Las especies fueron mantenidas bajo condiciones de fotoperiodo,
iluminacién y temperatura controladas. Se obtuvieron las tasas de crecimiento y en ensayos de toxicidad aguda se calcularon las
CEs (Concentracion efectiva media) y CLso (Concentracién letal media) como indicadores de la sensibilidad al NaCl. H. vulgaris fue
mas sensible al NaCl dado que la Clsoge, fue de 1,0 g/l NaCl (entre 0,8 - 1,2 g/l como intervalo de confianza al 95%), mientras que
H. viridissima present6é una Clsygen promedio de 2,6 g/l (entre 2,0 - 3,3 g/l como intervalo de confianza al 95%). Se considera que
esta ultima fue mas tolerante al NaCl, probablemente por la relacion simbidtica con la microalga Chlorella vulgaris, ya que podria
generar un efecto protector. Se espera que comprender el comportamiento de estos biomodelos respecto al aumento de la salini-
zacion permita la evaluacion temprana de riesgos ecoldgicos en ecosistemas acudticos tropicales.

Palabras clave: Agua dulce, ecotoxicidad, hidrozoos, salinizacién, sensibilidad.
ABSTRACT

The increase in salinity in freshwater ecosystems raises concern about the adverse effects that it can cause in freshwater species and
the soil. The sodium and calcium ions optimum concentrations required for genus Hydra to have adequate physiological conditions
are relatively low. This research compared the H. vulgaris and H. viridissima sodium chloride (NaCl) sensitivity. The species were
propagated under photoperiod, lighting and temperature-controlled conditions. The growth rates were obtained and ECs,(mean
effective concentration)and LCs, (mean lethal concentration) were calculated by means of acute toxicity tests as indicators of sensi-
tivity to NaCl. For H. vulgaris the LCsoosnwas 1.0 g/l of NaCl with a 95% confidence interval between 0.8 - 1.2 g/l of NaCl, com-
pared to H. viridissima presented an average LCsoqe, Of 2.6 g/l of NaCl with a 95% confidence interval between 2.0 - 3.3 g/l of NaCl.
The H. viridissima was more tolerant, probably the symbiotic relationship with Chlorella vulgaris, can generate a protective effect.
Understanding the behavior of these species with respect to increased salinization can allow an early assessment of ecological risks
in tropical aquatic ecosystems.
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INTRODUCCION

La salinizacién es un problema ambiental global que
actia como una fuerza selectiva en los ecosistemas
acudticos de agua dulce (Kefford et al, 2016) por el es-
trés salino que afecta la supervivencia, el desarrollo, la
reproduccion, el comportamiento y la fisiologia de la
biota (Hassell et al, 2006; Santos et al, 2007; Rind et al.,
2017; Dornelas et al, 2020). Aunque en Colombia, se
tiene mayor seguimiento al exceso de sodio (sodizacién)
en suelos y la disminucién de productividad vegetal
(Flérez et al., 2018), es poco lo que se conoce sobre su
impacto en los sistemas acuaticos de agua dulce.

El cloruro (Cl-) es uno de los principales aniones inorgani-
cos del agua, se distribuye ampliamente en la naturaleza,
generalmente como sales de sodio (NaCl) y potasio (KCI),
formando aproximadamente el 0,05% de la litosfera (Pal
& Chakraborty, 2017). Su presencia en aguas dulces se
asocia a la erosion de las rocas y a la entrada de agua
subterranea salina (Schuler et al, 2019). Actividades an-
tropogénicas como descarga de aguas residuales domésti-
cas, practicas de riego inadecuadas, remocion de vegeta-
cion para la agricultura, la mineria, los residuos industria-
les y la aplicacion de fertilizantes contribuyen con la salini-
zacion del agua dulce (CaRedo-Arglelles et al, 2013,
2016), siendo un tensor adicional a los ya conocidos y
con impactos negativos sobre la biota acudtica. La toxici-
dad que puede ejercer el NaCl u otras sales en ecosiste-
mas acuaticos de agua dulce puede tener efectos en un
ndmero sustancial de especies. Por lo tanto, es necesario
proyectar investigaciones que evalden los efectos de sus-
tancias quimicas sobre diferentes biomodelos acuéticos
que permitan monitorear el impacto de la contaminacion
en sistemas acuaticos tropicales.

En ecotoxicologia acuatica el aseguramiento de la cali-
dad analitica de estos ensayos es un componente funda-
mental ya que evalida las condiciones de manejo, sensi-
bilidad de los organismos de experimentacién y cons-
truccién de cartas control con téxicos de referencia, con
metales como cromo, cadmio, cobre, zinc y/o compues-
tos organicos (Karntanut & Pascoe, 2002; Buratini et al.,
2004; Diaz- Baez et al., 2004). Se propone en este traba-
jo el uso de cloruro de sodio (NaCl) como una alternati-
va mas segura, pues su manipulacién posee bajos ries-
gos y evaltda la reproducibilidad de los ensayos bajo
condiciones de laboratorio (Santos et al., 2007; Barrera
et al, 2019). Por tanto, las pruebas ecotoxicolégicas
contribuyen con la evaluacién de riesgos ambientales y
en este caso predecir las consecuencias ecoldgicas del
estrés salino en los ecosistemas de agua dulce en las
regiones tropicales (Dornelas et al,, 2020).

Los hidrozoos son un grupo de cnidarios preferencial-
mente marinos con una amplia gama de estrategias de
ciclo de vida (Bouillon et al., 2006), aunque existen po-
cas especies de agua dulce, siendo el género Hydra el
mas conocido (Goffredo & Dubinsky, 2016). Las hidras
presentan principalmente, reproduccién asexual por
gemacion, lo que permite que en cortos periodos de
tiempo y en condiciones favorables se alcance una alta
densidad poblacional, se reporta que luego de alcanzar
una densidad representativa exhiben estrategias de re-
produccion sexual que les permite regular la poblacién,
incluso cuando la cantidad de alimento no se altera
(Kaliszewicz & Lipifska, 2013). Establecer las condicio-
nes Optimas de alimentacion para las hidras es clave
para realizar pruebas de ecotoxicidad posteriores, pues
una alimentacién inadecuada puede disminuir la toleran-
cia al estrés toxico (Tokolyi et al,, 2014) y/o generar so-
breestimacion en las evaluaciones ecotoxicoldgicas. Esto
evidencia que la tolerancia al estrés en poblaciones de
Hydra se modula dindmicamente en respuesta a senales
sociales (densidad), ambientales y nutricionales del en-
torno (Tokolyi et al,, 2014; 2016).

Hydra vulgaris Pallas 1766 (conocida también como H.
attenuata) (Anthoathecata: Hydridae) se ha utilizado pa-
ra evaluar la toxicidad de numerosos contaminantes
(MacKinley et al, 2019) como desreguladores endocri-
nos, nanomateriales, compuestos metdlicos, efluentes
industriales, agua potable y agua cruda (Blaise & Kusui,
1997; Trottier et al., 1997; Diaz et al., 2004; Quinn et al.,
2012; Murphy & Quinn, 2018; Espinosa, 2018; Barrera
et al, 2019; Auclair et al, 2020). Mientras que Hydra
viridissima Pallas 1766 es preferida en evaluaciones de
farmacos, nanomateriales y mezclas de contaminantes
(Tokolyi et al,, 2014; Prouse et al, 2015; Venancio et al.,
2020; Lee et al., 2020).

Este trabajo evalué la sensibilidad de H. vulgaris a la toxi-
cidad al NaCl comparativamente con H. viridissima, la
dltima posee una asociacion mutualista con el alga sim-
bionte Chlorella vulgaris Beijerinck 1890 (Kawaida et al,,
2013; Kobayakawa, 2017), con el propésito de identifi-
car respuestas diferenciadas a los estresores ambientales
a nivel de género (Lee et al, 2020). Se obtuvo informa-
cién sobre la tasa de crecimiento (como medida del
crecimiento de la poblacién) y las concentraciones: efec-
tiva media (CEsp) y letal media (CLsy) como respuesta a
concentraciones crecientes de NaCl con valoracién por
cambios morfolégicos de tentaculos y columnella.

MATERIALES Y METODOS

Aclimatacion y mantenimiento de biomodelos. Este
trabajo se desarroll6 en el laboratorio ECOTOX del gru-
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po de investigacion Unidad de Ecologia en Sistemas
Acudticos (UDESA) de la Universidad Pedagdgica y Tec-
nolégica de Colombia (UPTC sede Tunja), donde se
propagaron las cepas de las especies H. viridissima e H.
vulgaris bajo condiciones controladas: fotoperiodo
(16h:8h) e iluminacién (800 luxes), temperatura (20 £ 2°
C). Los cultivos se desarrollaron en agua potable embo-
tellada con las siguientes condiciones fisicas y quimicas;
dureza (45,6 mg/l CaCOs; n=3), alcalinidad (93,56 mg/I
CaCOs; n=3), pH (7,14 unidades; n= 3), oxigeno disuel-
to (4,5 mg/l; n=3). La alimentacién se realizé con nau-
plios de Artemia salina recién eclosionados, segin lo
sugerido por Blaise & Kusui (1997) y Diaz et al. (2004).

Tasa de crecimiento (K). Se separaron cinco individuos
adultos y diariamente se registr6 el nimero de yemas o
hidrantes obtenidos durante una semana con alimentacion
constante (Diaz et al, 2004). La tasa de crecimiento se cal-
culé al graficar el logaritmo natural del ndmero de organis-
mos obtenidos por cada dia de observacién, para asi deter-
minar la pendiente de la ecuacion de la recta que corres-
ponde a (K), y el tiempo de duplicacién de las poblaciones
(Td) mediante la ecuacion: (Blaise & Kusui, 1997).
o= ln2 _ 083
Td Td

Ensayos de sensibilidad con NaCl. En microplacas de
doce pozos, se evaluaron cinco concentraciones dife-
rentes de cloruro de sodio y un control negativo (agua
embotellada potable), cada ensayo se realizé por tripli-
cado y con un total de nueve individuos adultos sin ye-
ma por especie segun lo establecido por Blaise & Kusui
(1997), referenciado en Diaz et al., (2004). Se realizaron
ensayos preliminares teniendo en cuenta lo reportado
por Santos et al, (2007) para establecer las concentra-
ciones de NaCl a evaluar en cada especie. Para H. viri-
dissima el intervalo de las concentraciones estuvo entre
de 1,5 a 3,5 g/l de NaCl y para H. vulgaris de 0,3 a 1,5
g/l de NaCl, dada la sensibilidad diferenciada entre las
especies. El tiempo de exposicion fue de 96 h con ob-

servaciones diarias, sin alimentacién y sin renovacion de
la solucién acuosa segun Blaise & Kusui (1997). Los pun-
tos finales de las pruebas se reflejaron en alteraciones
morfolégicas subletales (bulbo-corto) y letales (tulipan-
desintegrado) en H. viridissima e H. vulgaris (Figura 4).

Tratamiento de datos. Se calculé la ClLs, y CEso con el
software Probit Analysis Program, version 1.5 desarrolla-
do por la US Environmental Protection Agency (USEPA)
y el software MedCalc version libre. Los valores de Cls
y CEsq se graficaron (dichos valores van en la ordenada y
el nimero del ensayo en la abscisa) con el fin de obte-
ner la carta control de sensibilidad. Se calculé el prome-
dio y dos veces la desviacion estandar para establecer
los limites superior e inferior de la misma (Diaz et al.,
2004). Ademas, se calculé el coeficiente de variacion de
los ensayos de sensibilidad con NaCl.

RESULTADOS Y DISCUSION

Tasas de crecimiento (K) y tiempo de duplicacion

Los resultados de tasas de crecimiento indicaron una
adecuado aumento poblacional para las dos especies
(Tabla 1) a las condiciones de cultivo en el laboratorio,
con tasas de crecimiento promedio (K) para H. vulgaris
de 0,30 (n=3) y para H. viridissima de 0,32 (n=6), lo que
sefalé que el manejo y alimentacién fueron adecuados
para el mantenimiento, estos valores refieren un creci-
miento normal y condiciones fisiol6gicas 6ptimas segun
Trottier et al. (1997) y Diaz et al. (2004), quienes indican
tasas para la especie de H. vulgaris entre 0,3 y 0,4 tal
como se registra en la Tabla 1. Se observa un leve au-
mento en la tasa de crecimiento de H. viridissima, que
puede ser favorecido por la endosimbiosis que presenta
esta especie, tal como lo reporta Ishikawa et al., (2016).
Se resalta que en este trabajo se da el primer reporte de
tasa de crecimiento para H. viridissima (se realizé una
evaluacion mas amplia n=6), especie candidata para
realizar ensayos de ecotoxicidad en las regiones tropica-
les. En la Figura 1 se observa que durante los primeros

Tabla 1. Tasas de crecimiento (K) y tiempo de duplicacién en el tiempo de observacién para H. viridissima e H. vulgaris.

Especie Variables Mes | Mes | Mes | Mes | Mes | Mes | Promedio Desv
1 2 3 4 5 6 estandar

H. Tasa de crecimiento (K) 0.31 | 0.30 | 0.34 | 0.31 0.31 0.34 0.32 0.02

viridissima | Tiempo de duplicacién (Td)* | 2.31 | 2.31 | 2.10 | 2.24 | 2.24 | 2.10 P07 0.10

H. vulgaris Tasa de crecimiento (K) 0.30 | 0.30 | 0.30 0.30 0.00

Tiempo de duplicacién (Td)* | 2.31 | 2.31 | 2.31 2.31 0.00

~k(Td, en dfas)

Ecotoxicidad en hidras
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Figura 1. Curvas de crecimiento poblacional: A) H. viridissima (n=6) y B) H. vulgaris (n=3) para diferen-

tes meses (M).

meses de aclimatacién en condiciones de laboratorio se
presentaron bajas tasas de crecimiento, pero con los
ajustes realizados en la alimentacién posteriormente se
lograron aumentar y estabilizar.

Las tasas de crecimiento y tiempos de duplicacion estima-
das (Tabla 1) se plantean como indicadores de adecuada
aclimatacion de los cultivos y en ensayos sub-crénicos y
crénicos con estas especies podrian ademdas ser valores
de referencia para comparar la afectacion a largo plazo
de variables poblacionales, por ejemplo, en la evaluacion
de impactos por farmacos, desreguladores endocrinos o
nanomateriales, lo que ampliaria las aplicaciones futuras
en ecotoxicologia con ambas especies de cnidarios.

Ensayos de sensibilidad con NaCl
Para H. viridissima se obtuvo una CLsyge, promedio de
2,6 g/l de NaCl con un intervalo de confianza del 95%

entre 2,0 - 3,3 g/l NaCl (Figura 2A). En contraste, H.
vulgaris presenté una Clspeende 1,0 g/l y un intervalo
entre 0,8 - 1,2 g/l de NaCl (Figura 2B). Los coeficientes
de variacion (CV) fueron de 11,9% y 9,5% respectiva-
mente. La CEsgoen promedio para H. viridissima fue de
2,0 g/ (1,4-2,5 g/l) de NaCl (Figura 3A) y para H. vulgaris
0,5 g/ (0,3-0,7 g/1) de NaCl (Figura 3B), en corchetes se
sefalan los intervalos de confianza del 95%. Se obtuvie-
ron CV de 13,8% y 16,3%, respectivamente, lo que indi-
ca que estan dentro de la variabilidad natural de las es-
pecies, los coeficientes de variacién por debajo del 25%
sefalan adecuada reproducibilidad de los ensayos, y
entrenamiento adecuado del observador (USEPA, 1990;
Diaz et al, 2004; Santos et al, 2007), factores clave en
la implementacion de ensayos de ecotoxicologia y con-
firma que las condiciones de experimentacion se cum-
plieron adecuadamente en esta investigacion.
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Figura 2. Carta control de sensibilidad al NaCl (Letalidad) para H. viridissima (A) y para H. vulgaris (B). CV: coeficiente de

variacién; DS: desviacién estdndar.

Fue evidente la diferencia de sensibilidad respecto al
NaCl entre las dos especies, siendo H. viridissima la mas
tolerante a esta sustancia. Se resalta que dentro de la
relacion endosimbidtica, C. vulgaris no solo proporciona-
ria beneficios como nutrientes, proteccion y energia a H.
viridissima, sino que también podria alteran la fisiologia y

bioquimica, modificando su desarrollo y metabolismo
quimico secundario, y por lo tanto, su tolerancia al es-
trés (Hamanda et al, 2018). Se ha demostrado que H.
viridissima a diferencia de H. vulgaris podia hacer frente
al estrés oxidativo que causa dafos, como la muerte
celular, se afirma que los genes relacionados con el es-

Ecotoxicidad en hidras
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Figura 3. Carta control de sensibilidad al NaCl (Subletalidad) para H. viridissima (A) y para H. vulgaris (B). CV: coeficiente de
variacién; DS: desviacién estdndar.
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H. viridissima

Normal Bulbo-Corto

Tulipan Desintegrado

H. vulgaris

Figura 4. Estados de alteracién morfoldgica de H. viridissima e H. vulgaris luego de la exposicién al cloruro de sodio (NaCl).

Toxicidad subletal (bulbos-cortos) y letal (tulipdn-desintegrado).

trés oxidativo desempefan un papel importante en la
evolucion de la endosimbiosis (Ishikawa et al.,, 2016).

La sensibilidad al cloruro de sodio para H. vulgaris estu-
vo por debajo de lo reportado por Santos et al., (2007)
para la misma especie con una Clspgende 2,57 g/l (2,1-
2,9 g/l) y una CEsooen 1,44 g/l (1,1 - 1,6 g/l), estas diferen-
cias se podrian explicar porque estos autores usaron
como medio de cultivo agua reconstituida (agua adicio-
nada con 147 mg/l CaCl,, 110 mg/l Tes Buffer, pH: 7,0
+/- 0,1), condiciones que pueden disminuir la toxicidad
de esta sustancia.

La USEPA (1988) informé que la concentracion ambiental
segura de cloruro para los organismos de agua dulce era
de 0,23 g/l, concentracién que coincide con los resulta-
dos obtenidos en esta investigacion, ya que H. viridissima
e H. vulgaris presentaron afectaciones subletales dentro
del rango de 0,3 a 2,5 g/l NaCl y concentraciones supe-
riores causaron la desintegracion de los organismos.

En Hydra los cambios en la osmolaridad media alteran
las contracciones corporales, que se disminuyen en me-
dios hiperténicos, lo cual evidencia cambios dependien-
tes de la osmolaridad en la actividad neuronal, la activi-
dad muscular y las contracciones corporales (Yamamoto
& Yuste, 2020). La superficie exterior del ectodermo de
Hydra estad cubierta por una estructura fibrosa denomi-
nada cuticula (menos rigida que en hidrozoos marinos)
que presenta proteinas PPOD (peroxidasas) especificas
para este género y que probablemente entraron en su
genoma por transferencia horizontal de genes de bacte-
rias, lo cual se pude relacionar con el momento en que
Hydra evolucioné y realizé la transiciéon al medio am-
biente dulceacuicola (Hoffmeister-Ullerich et al, 2002;
Bottger et al, 2012). Pequefias concentraciones de io-
nes de sodio ambiental en presencia de calcio son re-
queridas para el adecuado crecimiento y desarrollo de
Hydra, por ejemplo, la especie H. littoralis requiere apro-
ximadamente 0,0006 g/l de NaCl para permanecer en
condiciones 6ptimas (Lenhoff & Bovaird, 1960).

Ecotoxicidad en hidras



Sin embargo, durante el tiempo de exposicion a diferen-
tes concentraciones de NaCl, H. viridissima e H. vulgaris
mostraron afectaciones evidentes en las células de sus
tentaculos (Figura 4), lo cual permitié identificar de ma-
nera clara los efectos medidos. Dornelas et al,, (2020)
resalta que el incremento en la concentracion de sales
en ecosistemas de agua dulce genera toxicidad letal y
subletal en invertebrados acuéticos y puede tener conse-
cuencias negativas para las poblaciones, fenémeno po-
co explorado ya que los trabajos en el campo de la eco-
toxicologia en Colombia son aun incipientes a pesar de
la necesidad de documentar esta afectacion sobre la
biodiversidad acuatica y proteger los ecosistemas de
este tensor ambiental.

Las respuestas medidas se explicarian porque en general
los invertebrados de agua dulce mediante la osmorregu-
lacién equilibran las concentraciones ambientales de sal
y agua, proceso que se altera con el incremento de la
salinidad (Vander-Vorste et al., 2019), se genera un au-
mento potencial en los costos de energia y en conse-
cuencia provoca alteraciones en el desarrollo, reproduc-
cién y supervivencia de estos organismos (Hassell et al.,
2006; Santos et al., 2007; Rind et al, 2017; Folino-
Rorem & Renken, 2018; Dornelas et al., 2020).

Hydra posee una capacidad alta para regenerarse, lo
que permite su utilizaciéon en la evaluacion de compues-
tos teratogénicos y asi reconocer el impacto de los con-
taminantes en las células madre Lee et al, (2020). Sin
embargo, en la exposicién a corto plazo frente a la pre-
sencia de sustancias toxicas esta capacidad se pierde y
se puede evidenciar el dafo en el tejido de tentdculos y
columnella como aquellos que se evidencian en la Figu-
ra 2 (Quinn et al, 2009; Blaise et al,, 2018; McKinley et
al, 2019). Lee et al,, (2020) sugieren que las algas sim-
biontes protegen a la hidra de efectos toxicos, por ejem-
plo, del triclosan, condicién que se evidencié en este
caso donde se obtuvo una menor sensibilidad de H.
viridissima frente al NaCl, igualmente se podria especu-
lar que cada especie responde diferencialmente o bio-
transforma el cloruro y que este tiene diferentes meca-
nismos de accion entre las especies evaluadas.

Se evidencié la alta sensibilidad de ambas especies de
hidra comparadas con organismos modelos convencio-
nales en ecotoxicologia como Daphnia magna Straus
1820 o Daphnia pulex Leydig 1860 que reportan ClLsggh
entre los 3,0 g/l - 6,0 g/l de NaCl y para Ceriodaphnia
dubia Richard 1894 alrededor de 2,6 g/l de NaCl
(Cowgill & Milazzo, 1991), los dipteros de las especies
Culex sp. Linnaeus 1758 y Chironomus attenuatus Wal-
ker 1848 reportan concentraciones de 10,3 g/l y 6,6 g/l
de NaCl, respectivamente (Thornton & Sauer, 1972).

Adicionalmente, para sensores ictiologicos de intoxica-
cién aguda como Oncorhynchus mykiss Walbaum 1792
y Pimephales promelas Rafinesque 1820 muestran Cls,
osh de 11,1 g/l y 7,6 g/l de NaCl (Adelman et al., 1976).

Es importante conocer el comportamiento de los orga-
nismos dulceacuicolas frente a los tensores actuales y
que se pueden amplificar por los cambios ambientales
que enfrentan los ecosistemas acuaticos, por ejemplo, el
aumento de salinizacion y de esta forma iniciar una eta-
pa temprana de evaluacién de riesgos ecolégicos en
sistemas tropicales.

La toxicidad que puede ejercer el NaCl en ecosistemas
acuaticos de agua dulce podria influenciar un nimero sus-
tancial de especies, pulsos de salinidad pueden ser suficien-
tes para inducir cambios estructurales en las comunidades
o cambios en las relaciones troficas (Schuler et al., 2019).

CONCLUSIONES

Este trabajo reporté informacién basica de cultivo y acli-
matacion de dos especies del género Hydra en condicio-
nes de laboratorio, con estimacion de tasas de creci-
miento, tiempos de duplicacién, indicadores esenciales
para posterior aplicaciéon de pruebas para deteccién de
efectos toxicos subcrénicos y crénicos en estas espe-
cies. Igualmente se determiné que la sensibilidad letal y
subletal frente al NaCl en H. vulgaris fue mas alta que
para H. viridissima, probablemente porque la relacion
simbidtica con C. vulgaris podria generar un efecto pro-
tector en ésta dltima.

Se requiere proyectar investigaciones que evalden no
solo los efectos del NaCl, sino también de otros estreso-
res que operan simultineamente en el agua, y se moni-
toreé con mayor certidumbre el impacto sobre la funcio-
nalidad de los ecosistemas acuaticos tropicales.
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