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RESUMEN

Los cuerpos de agua de la Mesa Central de México tienen elevados niveles de
contaminacion. Algunos de los principales contaminantes son los nitritos y fosfatos que
resultan del uso del agua con fines domésticos, agricolas, ganaderos e industriales. En
estos cuerpos de agua habitan especies endémicas como los peces de la subfamilia
Goodeinae, los cuales representan un aporte importante a la biodiversidad de México y
del planeta. Debido a que la concentracion de nitritos y fosfatos es alta en los cuerpos
de agua de la mesa central, se evalud el efecto negativo de ambos iones en las crias de
los peces goodeidos S. multipunctata y G. atripinnis. Lo anterior con el objetivo de
establecer un intervalo preliminar de tolerancia para el grupo de peces goodeidos. Para
ambas especies e iones se determind CLsg, los efectos sub letales y sus efectos en las
modificaciones de peso, alteraciones a nivel de tejido branquial y conducta. Los
resultados confirmaron que S. multipunctata es una especie sensible (CLso-24 h 0.064
mg/L NO,, CLse-96 h 13.2 mg/L PO,*) en comparacién con G. atripinnis (CLso-96 h
2.03 mg/L NO, CLsp-96 h 3529.9 mg/L PO,%). Las alteraciones del tejido branquial
(hiperplasia, atrofia y fusion lamelar) y las alteraciones conductuales generaron efectos
mas conspicuos en las crias de S. multipuctata. En cuanto al efecto de los iones
evaluados, los nitritos afectaron en forma mas severa los parametros evaluados que los
fosfatos. A pesar de que S. multipunctata es una especie sensible y G. atripinnis una
especie tolerante, con la informacién generada en el presente estudio, no nos permite
determinar un intervalo preliminar de tolerancia para el grupo de los goodeidos. La
informacion generada es de gran utilidad ya que hasta el momento no se contaba con
datos de la diferente respuesta de las especies de goodeidos a contaminantes
comunes. Sin embargo, el grupo es muy diverso y existen especies aun mas sensibles
gue S. multipunctata. Por otro lado, es indispensable realizar estudios similares en
campo, donde se evallen las condiciones reales a la que los peces estan expuestos.
Conjuntamente, es indispensable evaluar los parametros considerados en la NOM-001-
ECOL-1996 para derivados de nitrégeno y fosforo. Igualmente, es preciso considerar el
saneamiento y recuperacion de los ecosistemas acuaticos particularmente donde

habitan los peces goodeidos.
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l.- INTRODUCCION

Los peces de México constituyen una de las faunas mas variadas del mundo, ya
gue en nuestro pais se pueden encontrar practicamente todos los tipos de ecosistemas
acuaticos del planeta. De las 27,999 especies de peces descritas (Nelson 2006),
México cuenta con el 7.6% de ellas (2122 especies) (Espinosa-Pérez 1993). Solo para
la Mesa Central de México se han registrado aproximadamente 100 especies nativas de
peces, de las cuales 70% son endémicas de la region; entre ellas se encuentra la
familia Goodeidae considerada como una de las mas representativas de la zona
(Dominguez 2008). Sin embargo, esta parte del pais es también de las mas pobladas y
contaminadas. Los asentamientos urbanos e industriales que aprovechan el recurso
hidrico para su desarrollo, descargan en su gran mayoria sus aguas residuales (sin
tratamiento) y provocan un grave impacto ambiental (Lépez et al. 2007). En
consecuencia las especies que alli habitan estan en un grave riesgo, que es producto
del confinamiento de los peces en fragmentos aislados debido a la destruccién del
habitat. Los principales factores causantes del dafio en los ecosistemas dulceacuicolas
incluyen: a) la sobreexplotacion y desecacion de los cuerpos de agua para abastecer la
creciente demanda de las zonas urbanas; b) la destruccién del habitat por obras
hidraulicas, almacenamiento y transporte del agua a las zonas urbanas; c) la
degradacion de los sistemas acuaticos y terrestres por diversas actividades
antropogénicas, incluyendo el vertido de las aguas residuales crudas a los cuerpos de
agua; d) la introduccion de especies exéticas con fines piscicolas (De La Vega 2003) y
accidentales y e) al incumplimiento de las normativas vigentes para la protecciéon de los
cuerpos de agua (Rueda et al. 2007). Todo esto contribuye a que el habitat de estas
especies tenga niveles de contaminacion muy elevados y que en consecuencia un gran
ndamero de especies, entre ellas de goodeidos, se encuentren en un estado critico de

conservacion (Dominguez 2008, Jelks et al. 2008).

Ante el desmedido aporte de contaminantes a los cuerpos de agua por diversas
fuentes, es importante conocer el dafio que éstos ocasionan a las especies de peces,
especialmente endémicas y nativas que se encuentran amenazadas. Debido a la

importancia cientifica y biolégica que representan los goodeidos y por su estado critico
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de conservacion, es importante establecer los niveles de tolerancia a contaminantes
comunes de cuerpos de agua, como lo son el nitrito y el fésforo, en especies sensibles
y tolerantes. Con esta informacion se podran establecer las condiciones minimas
necesarias de calidad del agua para garantizar su permanencia en el hébitat como
parte de la fauna silvestre o para su repoblacién a su habitat original. Adicionalmente,
se conoceran las condiciones mas adecuadas para su mantenimiento en condiciones

controladas.
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2.- ANTECEDENTES

El nitrogeno y el fosforo constituyen los dos elementos mas importantes para la
productividad primaria en los sistemas acuaticos. Sin embargo, como resultado de la
contaminacion organica, industrial y agricola estos elementos son aportados a los
cuerpos de agua en cantidades desmedidas. Ambos elementos se pueden encontrar en
diversas formas en los cuerpos de agua y en buena medida, de la concentracion de

ellos dependen las condiciones de calidad ambiental (FWR 2010).

En cuerpos de agua del Estado de Michoacéan en los que habitan o solian habitar
peces goodeidos, los registros de la presencia tanto de nitrégeno como de fésforo han

sido muy variables (Tabla 1).

Tabla 1.-Evaluacion de los niveles de nitritos y fésforo en ecosistemas acuaticos
del Estado de Michoacan.

AUTOR ANO LUGAR NO, mg/L NO3z; mg/L
Solérzano S. E 1994 La Piedad 0.42 0.72
Solérzano S. E 1994 Rio Angulo 0.32 0.51

DelalLanzaE. G 1995 Zirahuen 0.14 0.30
GOmez M. J 2003 La Mintzita 0.16 0.21
EscutiaL. Y 2005 Zacapu 0.34 0.63
Herrera R. M 2007 Cuitzeo ND 1.56
Cuevas et al. 2011 Lerma (La Piedad, 41 10.56

Mich)
PO,* total mg/L PO,” reactivo
mg/L
Min. Max. Min. Max.
Huacuz 1990-1991 Cuitzeo 0.78 2.74 0.32 1.90
Ledesma 1998-1999 La Mintzita 3.27 21.92 1.01 2.83
Herrera R. M 2007 Cuitzeo 0.39 14.98 NE NE
Pérez 2007-2008 P. Umécuaro 0.00 0.28 0.006 0.32
Hernandez 2008 P. La Sabaneta 0.04 0.16 0.01 0.02
Cuevas et al. 2011 Lerma (La Piedad, 0.10 30.91 NE NE
Mich)
Hernandez 2011 Los Espinos NE 1.21 NE 0.45
Tacambaro NE 0.85 NE 0.23
Teremendo NE 0.99 NE 0.19

NE:no especificado.

La Norma Oficial Mexicana 001-ECOL-1996, establece los limites maximos

permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales en aguas y bienes
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nacionales. Para la proteccion de la vida acuatica se marcan como limites permisibles
para nitrogeno total: 15 y 25 mg/L y para el fésforo total 5 y 10 mg/L en promedio
mensual y diario respectivamente. En ambos casos se considera el aporte de
contaminantes como entradas puntuales, en las que al entrar las aguas residuales (con
los valores maximos antes mencionados) a los cuerpos de agua, ocurriran diluciones de
los contaminantes y que la concentracion de éstos sera menor. Sin embargo, no se
consideran los aportes que entran por lixiviacion en diferentes y numerosos puntos de
los cauces (entradas no puntuales). No obstante, en las zonas agricolas el uso de
fertilizantes y plaguicidas es excesivo y si a esto se suman los problemas de
deforestacion que presentan la mayoria de las tierras y que ocasionan una excesiva
lixiviacién, se tendrd como consecuencia que las cantidades de nitritos y fosfatos que
ingresan por esta via son altas (Carpenter et al. 1998, Lassaletta 2004, Ramirez et al.
2009).

2.1.- Toxicidad de los nitritos en peces

El nitrito se encuentra de manera natural en cuerpos de agua, su concentracion
generalmente es menor a 0.005 mg/L, no obstante, bajo algunas circunstancias su
concentracion aumenta drasticamente (Lewis y Morris 1986). En altas concentraciones
esta forma es extremadamente tdxica para los organismos ya que su presencia causa
la formacién de metahemoglobina en la sangre de los peces. Este fendmeno es
resultado de una alteracion de la hemoglobina, que provoca la pérdida de la capacidad
de transportar el oxigeno en la sangre. Al disminuir la oxigenacion del pez, se producen
alteraciones fisiolégicas importantes como: acumulaciéon de nitritos en branquias,
higado, cerebro y musculo, reduccion en la tasa de crecimiento, alteracion del
comportamiento y en situaciones extremas, la muerte de los organismos (Lewis y Morris
1986, Kroupova et al. 2005).

La toxicidad de los nitritos ha sido documentada en peces con importancia en la
acuacultura, ya que éste tiende a acumularse en altas concentraciones en los cultivos
debido a las altas densidades de organismos confinados. Esto ocasiona distintas

afecciones a los peces y consecuentemente pérdidas econémicas (Welker et al. 2011).
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Una consecuencia directa de la exposicion prolongada a los nitritos, es la
alteraciéon del crecimiento en los peces. En el pez zebra danio (Danio rerio, Hamilton
1822) la exposicion prolongada a los nitritos causé disminucién del crecimiento
conforme aumento la concentracion del toxico; el efecto fue mas evidente al comparar

con peces libres del téxico (Voslarova et al. 2008).

En la exposicion a concentraciones crecientes de nitrito de sodio (0, 0.44, 0.88,
1.75, 3.5, 7, 14 y 28 mg/L) para el pez luciperca (Sander luciperca) se determind una
LCso 120 h-6.1 mg/L. Posteriormente, en la exposicion cronica, los peces expuestos
evidenciaron acumulacion del nitrito en plasma y muasculo y también formacion de
metahemoglobina, aunque esto ocurrié sélo en la concentracién de 3.5 mg/L (Wuertz et
al. 2013).

Algunos parametros quimicos presentes en los cuerpos de agua pueden influir
positiva 0 negativamente en la toxicidad de los nitritos. En la carpa plateada
(Barbonymus gonionotus, Bleeker, 1849) en exposicion al nitrito se obtuvo una CLso-96
h 7.91 mg/L a valores de pH 7.4-7.6. Sin embargo, concentraciones menores a 4 mg/L
de nitritos causaron 100% de mortalidad con pH 5 (Yusoff et al. 1998).

Los peces marinos son mas tolerantes a la toxicidad del nitrito comparados con
los peces dulceacuicolas, esta tolerancia se debe a la presencia de cloruro en el medio.
Las branquias captan nitrito pero en presencia de cloruro se da una competencia entre
estos iones, lo cual ayuda a mitigar el efecto téxico de los nitritos (Lewis y Morris 1986,
Jensen 2003).

El pez marino conocido comunmente como pez roca (Sebastes inermis, Cuvier,
1829) es una especie comercialmente importante en Japdén y por su tolerancia a las
condiciones ambientales adversas, es considerada una excelente opcion para
piscicultivo. Este organismo presentd una CLse-96 h a nitritos de 700 mg/L; durante la
exposicion al toxico los peces presentaron disminucion en el conteo de eritrocitos y
consecuentemente el contenido de hemoglobina en sangre disminuy0; lo anterior
estuvo directamente relacionado con la concentraciéon y el periodo de exposicion al

toxico. Ademas los peces mostraron otras alteraciones en branquias tales como: fusién
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lamelar e hiperplasia, necrosis de dermis y alteraciones en higado y rifién (In-Seok et al.
2007).

En la carpa comudn (Cyprinus carpio, Linnaeus, 1758) la exposicion a
concentraciones de nitritos que ocurren en el ambiente (1.45 mmol/L) causaron alta
mortalidad en los organismos expuestos (51%). Esta alta mortalidad se explico por el
incremento significativo de los niveles de metahemoglobina y la disminucion de
eritrocitos; asimismo se observo acumulacion del toxico en higado y musculo (Kroupova
et al. 2006).

2.2.- Toxicidad de los fosfatos en peces

A pesar de que el fésforo en sus diversas formas se encuentra en elevadas
concentraciones en los cuerpos de agua, son escasos los trabajos que documenten su
efecto en peces. No obstante, se han realizado estudios para conocer la toxicidad de
detergentes y plaguicidas, que entre sus componentes incluyen a los fosfatos.

En la carpa comun (Cyprinus carpio, Linnaeus 1758), la exposicion subletal al
detergente LAS (sulfonato de alquibenceno lineal) caus6 en el pez una disminucion en
el conteo de eritrocitos y consecuentemente una disminucién del contenido de
hemoglobina en sangre, estas alteraciones estuvieron relacionadas con el tiempo de
exposicion al detergente (Bielinska 1987). En tanto que en el bagre (Ictalurus sp.), el
mismo compuesto provoco modificaciones del comportamiento y en la morfologia de las
barbas, ademas de que causaron la formacién de hematomas y el desprendimiento de

capas superficiales de la piel (Zeni y Stagni 1992, Zeni et al. 2001).

De igual forma, la mezcla del herbicida Roundup (glifosato-N-fosfometilglicina) y
Cosmoflux han mostrado tener efectos adversos en el pez Cachama blanca (Piaractus
brachypomus, Cuvier 1818). Estas se manifiestan en hiperplasia de células
pavimentosas en epidermis, de lamelas primarias y secundarias, fusion de las mismas
y necrosis multifocal de tibulos renales de higado, asi como lesiones en estbmago y
cerebro. Estas afectaciones fueron mas severas conforme aumento la mezcla de
herbicidas (Ramirez et al. 2009).
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2.3.- Toxicidad y conducta

El comportamiento redne la manifestacion acumulada de procesos bioquimicos,
fisioloégicos y genéticos, que son esenciales para la vida, los cuales se expresan
mediante una secuencia de acciones que operan a traves del sistema nervioso (central
y periférico). Este permite que un organismo se adapte y responda a los estimulos que
recibe del medio con la finalidad de sobrevivir en un ambiente cambiante (Kane et al.
2005). De esta forma, el comportamiento relaciona numerosos niveles de organizacion
bioldgica, ya que conciernen a €l procesos fisioldgicos y ecoldgicos de un organismo.
Dado que el comportamiento no es un proceso aleatorio, sino una secuencia de
actividades estructuradas y predecibles que son disefladas para garantizar la aptitud y
supervivencia (éxito) de los individuos, las alteraciones conductuales son una
herramienta valiosa para discernir y evaluar los efectos de las exposiciones a

contaminantes ambientales (Scott y Sloman 2004, Kane et al. 2005, Hellou 2011).

En ambientes acuaticos, las concentraciones de los contaminantes ocurren a
bajas concentraciones y dado que éstas permanecen largo tiempo, los organismos que
alli habitan, sufren periodos de exposicion prolongados en contacto directo con los
contaminantes. Bajo estas circunstancias, los organismos pueden expresar alteraciones
distintas a la mortalidad. La exposicion prolongada puede tener impactos negativos en
el desarrollo, crecimiento y reproduccion de los organismos y que a largo plazo puede
afectar severamente a la especie y en consecuencia a toda la estructura de un

ecosistema.

La vida de los peces, como de todas las especies, esta asociada con numerosas
relaciones inter e intraespecificas que dependen del desempefio de un comportamiento
apropiado. Los criterios de valoracién del comportamiento pueden consistir de una gran
variedad de actividades (escape, equilibrio, excavacion, respuesta al miedo,
alimentacion, locomocion, cortejo, memoria, proteccion de crias, respiracion, toma de
riesgos) (Hellou 2011). Consecuentemente, la alteracion del comportamiento “normal”

de alguno de los criterios anteriores puede ser indicativo de la presencia de algun factor
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nocivo para las especies que alli habitan y con ello se pueden tomar medidas

apropiadas para garantizar la salud y conservacion de tal ecosistema.

Las alteraciones de conducta ocasionadas por contaminantes presentes en los
ecosistemas acuaticos y el efecto de los mismos en poblaciones de peces se han
comenzado a investigar recientemente. Hasta el momento, los estudios realizados son
escasos. En los trabajos en esta area se ha sefialado que las exposiciones crénicas a
contaminantes pueden ocasionar el decline de poblaciones y la extincion de especies
(Kane et al. 2005).

Un ejemplo de ello se observo en el pez goodeido Girardinchthys multiradiatus
(Meek, 1904), el cual cambio su comportamiento reproductivo por efecto del plaguicida
metilparation. G. multiradiatus es una especie con un marcado dimorfismo sexual, por lo
gue la calidad de los rasgos morfolégicos y de cortejo son indispensables para el éxito
de la especie. Los machos de esta especie presentan aletas grandes muy coloreadas y
un vistoso cortejo; estas caracteristicas permiten a las hembras seleccionar a los
machos. Sin embargo, en los peces expuestos a concentraciones sub letales del
plaguicida (0.008, 0.02 y 0.04 ug/g peso seco; CLsy 0.165 pg/g) se mostraron aletas
menos desarrolladas y coloraciones menos conspicuas. En consecuencia, el
comportamiento reproductivo fue menos enérgico (frecuencia y duracion de cortejo)
comparativamente con el grupo control. Este efecto se trasmiti6 a la segunda
generacion, ya que las alteraciones repercutieron en las generaciones posteriores
(Arellano y Macias 2009).

Otro ejemplo de modificaciones de la conducta por la exposicion prolongada a
contaminantes presentes en el ambiente se observo en la exposicion del pez beta
(Betta splendens, Regan 1910) a fitoestrégenos presentes en aguas urbanas (por 72
horas). Los peces expuestos mostraron una disminucion en la intensidad en agresividad
comparativamente con los peces del tratamiento libre del téxico (Clotfelter y Rodriguez
2005).
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2.4.- La Familia Goodeidae

Una de las zonas privilegiadas por la gran diversidad de especies que alberga es
la Mesa Central de México. En la zona se distribuye un grupo caracteristico: la familia
Goodeidae, la cual se divide en dos subfamilias: Empetrichthynae, que esta restringida
a la region este de Estados Unidos y la subfamilia Goodeinae exclusivamente
mexicana, compuesta por 19 géneros y 41 especies (Dominguez y Pérez 2007). No
obstante, la rigueza de especies endémicas en esta zona, la distribucién de los
goodeidos esta siendo afectada por diversas actividades humanas, lo cual se manifiesta
como una fuerte presion sobre los recursos naturales (De la Vega-Salazar 2005).
Diversos autores coinciden en que los goodeidos mexicanos se encuentran en riesgo
latente, ya que muchas de sus especies se encuentran en algun estatus de

conservacion (Tabla 2).

Tabla 2.- Estatus de conservacién de los goodeidos propuestos por distintos

autores.
Autor Extinto Peligro Peligro Vulnerable R. Sin
critico préximo riesgo
De la Vega- 2 8 11 7 4 2
Salazar 2005
NOM-059- 1 18 Amenazados P. especial

SEMARNAT 45 1*

2010
Jelks etal. 2008 4 Xpl 30 4 8

*Estatus de conservacion distinto al sefialado en el encabezado de tabla para NOM-059.

La severa explotacion de los recursos naturales en la mesa central de México por
la destacada actividad agricola, ganadera e industrial ha provocado que la mayoria de
sus cuerpos de agua figuren entre los mas contaminados. Esto ha provocado que
muchas especies de goodeidos hayan restringido sus areas de distribucién o incluso
desaparecido, en tanto que algunas especies persisten en cuerpos de agua con altos

niveles de contaminacion (De la Vega-Salazar 2005). Esto es un reflejo de los distintos
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niveles de tolerancia de las especies, ya que aun dentro del mismo grupo son las

especies con mayor sensibilidad las que se encuentran en mayor riesgo.

Entre los miembros de la sub familia Goodeinae se encuentra Skiffia
multipunctata (Pellegrin 1901), comunmente conocido como “tiro manchado”, el cual es
un pez de cuerpo alto y comprimido, con una longitud total promedio de cinco a siete
cm. Las hembras presentan una coloracion verde olivo en tonos brillantes, con un punto
negro sobre el margen de cada escama. En los machos la coloracion es uniforme en
tonos verde olivo, con las aletas dorsal y anal negras con el margen amarillo, asimismo
presentan manchas negras en cantidad, forma y tamafio variable, las cuales son de
gran importancia en la seleccion sexual por parte de las hembras (Arellano-Aguilar y
Macias 2008). S. multipunctata habita en aguas con poca corriente, en fondos de lodo,
arena y rocas, se distribuye en cuerpos de agua de la cuenca del Lerma-Santiago. Esta
especie es considerada una especie sensible a la alteracion del medio; no soporta
cambios ligeros en el ambiente (Huidobro 2000).

Otro de los representantes de los goodeidos es Goodea atripinnis (Jordan 1880)
conocida comunmente como “chehua”. A diferencia de la mayoria de los goodeidos
posee un cuerpo robusto, comprimido en su parte posterior, con una longitud total que
va de 13 a 15 cm. Esta especie habita en aguas poco profundas, templadas o
semicalidas, sobre fondos lodosos, cenagosos, pedregosos y ricos en vegetacion
acuatica sumergida, flotante y emergente. G. atripinnis es considerada una especie muy
tolerante a la degradacién ambiental, soporta altos niveles de sulfatos, nitratos, fosfatos,
aguas alcalinas y duras, lo que permite su amplia distribuciéon, siendo posible
encontrarla en cuerpos de agua con altos niveles de contaminacion como es el caso del
rio Lerma (Huidobro 2000, De la Vega Salazar 2005, Rueda-Jasso et al. 2011). El
contraste en la tolerancia de ambas especies es un factor determinante para su

distribucion y el estatus de conservaciéon actual (Tabla 3).
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Tabla 3.- Estatus de conservacion de S. multipunctata y G. atripinnis

Autor Afio Especie Estatus de

conservacion

De la Vega-Salazar 2005 S. multipunctata Vulnerable

Jelks et al 2008 S. multipunctata En peligro de extincién
NOM-059 SEMARNAT 2010 S. multipunctata Amenazada

De la Vega-Salazar 2005 G. atripinnis Sin riesgo

Jelks et al 2008 G. atripinnis No figura en la lista
NOM-059 SEMARNAT 2010 G. atripinnis No figura en la lista

2.4.1- Toxicidad en peces goodeidos

A pesar de la importancia biolégica (grupo modelo para estudiar la viviparidad),
adaptativa y evolutiva de los goodeidos (Dominguez-Dominguez et al. 2005) es un
grupo de peces poco estudiado, particularmente desde el punto de vista toxicologico.
Entre los pocos trabajos realizados bajo este enfoque, se compar6 el efecto de las
aguas pristinas (manantial EI Rincon) vs aguas contaminadas por la industria azucarera
(represa La Vega) en dos especies de peces goodeidos que habitan en ambos sitios:
Ameca splendens y Goodea atripinnis. Para ambas especies, las poblaciones de la
represa La Vega registraron niveles elevados de los biomarcadores de estrés oxidativo
(gamma glutamil transpeptidasa, acetilcolinesterasa, etoxiresorufina-O-deetilase vy
peroxidacion lipidica), aunque la especie mas sensible fue A. splendens (Tejera-Vera et
al. 2007).

En otro estudio de toxicidad en peces goodeidos se investigd el efecto del
plaguicida metil paration (ampliamente usado en la zona de distribuciébn de los
goodeidos). La exposicion a este tdxico provoco alta mortalidad (68%) a los peces
Girardinichthys multiradiatus. Entre los peces sobrevivientes se observd que fueron
significativamente mas pequefios y los machos vieron comprometido el éptimo
desarrollo de aletas y el patrén de coloracion, en comparacion con los peces libres del
toxico. Estos Ultimos mostraron mas actividad y mayor éxito en el cortejo en

comparacion con los machos expuestos al téxico. Las alteraciones provocadas por la
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exposicion al plaguicida afectaron la apariencia de los machos, lo que puede
comprometer la seleccion sexual y consecuentemente el bienestar de la poblacion

(Arellano-Aguilar y Macias 2008).

En G. atripinnis se investigo el efecto del plaguicida Yerbimat también muy usado
en zonas donde habitan peces goodeidos. Se determind una CLsp-96 h 38.95 mg/L. En
las exposiciones sub letales se registraron niveles elevados de peroxidacion lipidica en
branquias e higado, bajos niveles de la enzima catalasa en branquias y elevados en
higado, asimismo se evidenciaron alteraciones histolégicas en branquias e higado, las

cuales algunas fueron irreversibles (Ortiz-Ordofiez et al. 2011).

En el caso de las crias del pez goodeido S. multipunctata, éstas mostraron una
respuesta al toxico a partir de la concentracion 0.028 mg/L de nitritos a las 6 horas de
exposicién y una CLsg 0.064 mg/L a -24 horas de exposicidén. Las observaciones post
mortem revelaron que las crias presentaban la boca abierta y la forma del cuerpo
curvada hacia arriba, asi como la presencia de hematomas en la aleta dorsal, en la

region opercular y ventral del cuerpo (Villalva 2009).

En tanto que en la exposicion a los fosfatos, las crias presentaron alteraciones
en la conducta a las 12 horas de exposicién a partir de la concentracion 5.86 mg/L; la
CLso obtenida fue 13.18 mg/L-96 horas. Bajo el efecto de los fosfatos, las crias tratadas
con nitritos exhibieron hematomas en la region del pedunculo caudal, aleta dorsal y

anal, region opercular y gastrointestinal (De Los Santos 2010).

Al plantear el desarrollo de este trabajo se contaba con la determinacién de CLsg
para nitritos y fosfatos para S. multipunctata y con el efecto sub letal de los fosfatos,
incluyendo la histologia de las branquias. Para G. atripinnis no se tenian antecedentes

de respuesta a estos toxicos.

S. multipunctata y G. atripinnis son especies con grado de sensibilidad extremos,
la primera sensible y la segunda muy tolerante. En la mayoria de los cuerpos de agua
habitat de estas especies se tienen altas concentraciones de diversos contaminantes

(entre ellos nitritos y fosfatos). Por lo anterior, el presente trabajo propuso determinar
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CLso y el efecto sub letal para nitritos y fosfatos en crias de G. atripinnis y evaluar el
efecto sub letal de los nitritos en crias de S. multipunctata. Con esta informacion se
planteé complementar la informacion hasta entonces existente para S. multipunctata,
considerada como especie sensible y obtener los resultados de una especie tolerante
G. atripinnis. Esta informacion (limites de tolerancia a los fosfatos y nitritos para una
especie sensible y una tolerante) permitirA establecer un intervalo preliminar de

tolerancia a dichos contaminantes para el grupo de peces goodeidos.
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3.- PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Las crias de S. multipunctata y G. atripinnis presentaran respuesta diferentes a
nivel de supervivencia, afectaciones morfologicas y conductuales por efecto de los

nitritos y los fosfatos?

¢Considerando a S. multipunctata como especie sensible y G. atripinnis como

tolerante, es posible determinar un intervalo preliminar de tolerancia para el grupo?

3.1.- HIPOTESIS

Debido que los peces goodeidos S. multipunctata y de G. atripinnis presentan
distinto grado de sensibilidad a los nitritos y los fosfatos, esto se reflejar4 en términos

de mortalidad, dafio tisular (branquias) y conducta en pruebas de laboratorio.

4.- OBJETIVO GENERAL

Establecer el intervalo preliminar de tolerancia para las crias de los goodeidos S.
multipunctata y de G. atripinnis a los nitritos y fosfatos, a través de pruebas

toxicoldgicas y conductuales para ambos toxicos.

4.1.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

% Obtener la concentracion letal 50 (CLsp) para los fosfatos y nitritos en crias de G.

atripinnis.

« Determinar el efecto sub letal de los nitritos y fosfatos en crias de G. atripinnis, y
de los nitritos para S. multipunctata, evaluando las variaciones en peso Yy talla,

las modificaciones de conducta y las alteraciones de los tejidos (branquias).

% Comparar los datos obtenidos con los valores establecidos en la Norma Oficial
Mexicana NOM-001-ECOL-1996.
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5.- Materiales y métodos
Los experimentos se realizaron en el Laboratorio de Acuacultura, de la Facultad
de Biologia de la UMSNH, siguiendo los lineamientos establecidos por la OCDE (2008)

para pruebas de toxicidad.

5.1.- Obtencién de organismos

Las crias se obtuvieron a partir de los reproductores que forman parte del
programa “Conservacion, Preservacion y Manejo de Goodeidos Mexicanos”. El proceso
inicié con la seleccién de machos y hembras en éptimas condiciones de G. atripinnis y
S. multipunctata, los cuales se colocaron en acuarios de 90 L para iniciar la
reproduccion. Los organismos se alimentaron a saciedad con alimento vivo (pulga de
agua, Daphnia pulex, Linnaeus 1758) y con alimento inerte (hojuela Wardley, USA).
Una vez que se presentaron hembras gravidas, éstas se trasladaron a acuarios
especiales de maternidad, para tener un mejor seguimiento de los organismos. Cuando
las crias nacieron se colocaron en acuarios de siete litros y se anotd la fecha de
nacimiento. Lo anterior se realiz6 por separado para cada especie. Cuando se alcanz6
el nimero necesario de organismos para realizar los experimentos (para CLsp 150 crias
de cada especie y para efecto subletal 90 crias por especie), las crias se pesaron
(balanza analitica Ohaus Adventurer, China, precision 0.0001 g) y midieron (vernier
digital Fisher Scientific S/N 1366162) individualmente. Para la seleccion de los
organismos experimentales se descartaron pesos Yy longitudes extremas.
Posteriormente las crias se colocaron en acuarios con 6 L de volumen, procurando

mantener biomasas similares para cada acuario.

5.2.- Preparacién de la solucién madre

La solucién madre para los nitritos y fosfatos se prepararon a partir de nitrito de
sodio (NaNO,, grado analitico, pureza 97%, Sigma-Aldrich) y fosfato de sodio dibasico,
7- hidrato cristal (NaH,PO4.H,O, grado analitico, pureza 98.56%, Baker)
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respectivamente, utilizando en ambos casos agua desionizada como disolvente. Las
soluciones se agitaron hasta que los solutos quedaron completamente disueltos y
posteriormente se llevaron a aforo. Una vez preparada las soluciones madre, se
hicieron las diluciones correspondientes para alcanzar las concentraciones calculadas a

probar y posteriormente estas fueron agregadas a los acuarios.

5.3- Dosis letal 50 (CLsp)

Los experimentos se realizaron en un area aislada con iluminacion y temperatura
controlada, en un sistema estatico. Los experimentos se llevaron a cabo en agua
destilada para evitar la interferencia de los fosfatos y nitritos con otros iones. Las
concentraciones a probar en G. atripinnis en exposicidon a los nitritos y fosfatos fueron:
0.28, 0.54, 1.03, 1.9, 3.5, 6.5 12.03 y 1141.8, 1712.7, 2569.0 y 3853.6
respectivamente. En todas las pruebas CLsy se probé un tratamiento control sin téxico
(0.00 mg/L).

Los acuarios con las respectivas concentraciones a probar de ambos toxicos y el
grupo control se mantuvieron en bafio Maria para mantener constante la temperatura
22 £ 0.5 °C, el resto de las condiciones se establecié en los intervalos: pH 7.5 + 0.5,
oxigeno disuelto 8 £ 0.5 mg/L y aireacion moderada. El experimento se mantuvo en
iluminacién continua con lamparas de luz de dia de 60 Watts. El experimento tuvo una
duracion de 96 horas durante las cuales no se aliment6 a los organismos a fin de no
interferir con las condiciones preestablecidas. Para cada concentracion y el control se
tuvieron tres réplicas con diez organismos cada una, por lo que para cada
concentracion se usaron en total 30 crias (n=30), lo anterior de acuerdo a los criterios

establecidos para la realizacion de pruebas de toxicidad (OECD, 2008).

Una vez agregado el téxico, se registré la mortalidad, conducta, movimiento
opercular, forma y velocidad de nado de los organismos, a las 0.5, 1, 2, 3, 4, 6, 9,12,

24, 36, 48, 72 y 96 h. Cuando se presentaron organismos muertos, éstos se retiraron
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inmediatamente del acuario y posteriormente se observaron detalladamente en el

microscopio estereoscopico y se tomaron fotografias de ellos.

5.4.- Efecto sub letal

En el efecto sub letal para S. multipunctata las concentraciones de nitritos a
probar fueron: 0.008, 0.016 y el grupo control libre de toxico. Las concentraciones sub
letales de nitritos para Goodea atripinnis fueron 1.37, 1.79 y 0.00 mg/L y para los

fosfatos se probaron las concentraciones de 1160, 1435y 0.00 mg7L.

El efecto toxico sub letal es una prueba de mayor duracién en donde el método
de prueba es dindmico y por ser de larga duracion se utilizan concentraciones por
debajo de la CLso. El objetivo de la prueba es observar el efecto sub letal en los
organismos. Las condiciones en este experimento fueron iguales a las descritas para
CLso, con la variante de que los organismos se alimentaron con hojuela (Wardley, USA)
dos veces al dia, en una proporcion del12% de la biomasa de peces por acuario. Para

este experimento el sistema fue continuo y tuvo una duracion de 20 dias.

Para cada concentracion se usaron tres repeticiones cada una con diez crias
respectivamente (n=30 por concentracion). De igual forma que en el experimento de
CLso, se seleccionaron, midieron y pesaron las crias, posteriormente se colocaron en
los acuarios buscando mantener biomasas similares. Cada 72 horas en la exposicion a
los nitritos (y fosfatos) se seleccionaron tres peces de cada concentracion que fueron
pesados y medidos, posteriormente se fijaron en solucion Bouin y se colocaron en

viales de cristal con su respectiva etiqueta.

Los organismos fijados se incluyeron en parafina, posteriormente se realizaron
cortes coronales de dos micras, mismos que fueron tefiidos en hematoxilina-eosina. Los
cortes se observaron en microscopio compuesto (Olympus, SZ61, Japon) buscando
diferencias a nivel branquial entre los peces del grupo control y los expuestos a los

toxicos. Los cortes elegidos fueron fotografiados con camara digital (Lumera Infinity 1-
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5C, Canada) y el programa Infinity Analyze version 5.0.3. Finalmente se realiz6 una

descripcion de los cortes seleccionados.

5.5.- Experimento de comportamiento

En éste experimento se utilizaron las concentraciones sub letales, para S.
multipunctata: 0.00, 0.008 y 0.016 mg/ y 3.08, 5.86 y 0.00 mg/L para nitritos y fosfatos
respectivamente. Las concentraciones a utilizar para G. atripinnis en exposicion a los
nitritos y fosfatos fueron 0.00, 1.49 y 1.86 mg/L y 0.00, 1160 y 1435 mg/L

respectivamente.

El experimento se realizé en un area completamente aislada para evitar la
interferencia con los organismos. Se utilizaron 15 peces por tratamiento que fueron
colocados en acuarios de 70 cm altura, 30 cm largo y 20 cm ancho, los cuales se
llenaron con 30 litros de agua con la concentracion correspondiente del toxico a probar
0 sin toxico para el grupo control. Los acuarios se dividieron en superficie, parte media y
fondo con respecto a la columna de agua. Los peces se agruparon en biomasas
similares para cada tratamiento. Una vez que se colocaron en los acuarios, los peces
se alimentaron dos veces al dia (9 AM y 2 PM) al 12% de biomasa de peces por
acuario. Las condiciones fueron iguales que en el efecto sub letal con la variante de que
los organismos se mantuvieron en un fotoperiodo de 12 L/12 H. Para la obtencién de
datos de conducta se realizaron grabaciones con un sistema de circuito cerrado de
television. Las grabaciones se iniciaron cinco minutos previos a la adicion de alimento,
lo anterior con el objetivo de determinar la presencia de los peces en la columna de
agua y 15 minutos después de que el alimento fue incorporado, con ello se determiné la
respuesta de los peces al mismo. Este experimento tuvo una duracion de 15-25 dias

dependiendo de la especie.
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5.6.- Andlisis de datos

Para determinar la ClLsp y los intervalos maximos y minimos, de las
concentraciones se utilizé el analisis Probit (US EPA, version 1.5). Para presentar las
diferencias entre los tratamientos y el grupo control para la mortalidad y el peso se
realizaron gréficos de barras (paquete Excel Microsoft Office Ver. 2007). Para el
tratamiento de datos del efecto tdoxico sub letal, tales como las diferencias en tallas y
pesos de los organismos tratados con el toxico y el control se empled un analisis de
varianza (ANOVA) de una via (P<0.05) (JMP 6). El andlisis de datos sobre la conducta
de los peces con respecto a la presencia de los peces en la columna de agua se hizo
mediante una tabla de contingencia y se utilizé para ello el estadigrafo X. Con respecto
a la respuesta de los peces al alimento se hizo un analisis de varianza (ANOVA) de una
via (P<0.05) y cuando se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos se

procedio con una prueba de Tukey.
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6.- RESULTADOS
6.1.- Efecto toxico sub letal de los nitritos en crias de S. multipunctata
Mortalidad

En los resultados del efecto sub letal de los nitritos en las crias de S.
multipunctata, el primer registro de mortalidad se presentd en la concentracion
0.016 mg/L al dia nueve de exposicion y en la concentracion 0.008 mg/L al dia 12
(Figura 1). En el grupo control se registrd0 una supervivencia de 100%. En las
observaciones con microscopio estereoscopio de los organismos muertos, no
mostraron hematomas en el cuerpo, sin embargo las branquias se mostraron

edematizadas (Figura 2).

Las comparaciones entre los pesos de los peces del grupo control y los
expuestos al toxico (ANOVA de una via) no mostraron diferencias significativas

entre los tratamientos y el grupo control.

6.1.2.- Histologia branquial de crias de S. multipunctata
Grupo control

Las branquias correspondientes a los peces del grupo control no
presentaron cambios en el transcurso de la exposicion a los nitritos (Figura 3). Sus
componentes estaban normales, con las lamelas primarias y secundarias
separadas y claramente delimitadas, el eje cartilaginoso continuo y células cloro y
pilar en forma y namero acorde a las presentes en peces en estado de salud
Optimo.

Concentracion 0.008 mg/L

Las branquias de los peces expuestos a la concentracion 0.008 mg/L de

nitritos (Figura 4) mostraron cambios evidentes respecto a las branquias de los

peces del grupo control. A partir del dia 4 de exposicion se comenzaron a notar

ligeras alteraciones. Las lamelas secundarias tendieron a fusionarse, las células
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cloro y pilar se observaron deformadas; sin embargo el eje cartilaginoso para este
momento se presentd normal. Para el dia 20 de exposicion, las alteraciones fueron
conspicuas; el eje cartilaginoso dejé de ser continuo, es decir se evidencié en
segmentos aislados. Por su parte, las células cloro aumentaron en namero y
tamanfo, las células pilar se deformaron y las lamelas secundarias se mostraron

completamente fusionadas.
Concentracion 0.016 mg/L

Los cambios que evidenciaron en los peces del tratamiento 0.016 mg/L de
nitritos fueron muy similares a los observados en la concentracion 0.008 mg/L
(Figura 5), aunque las alteraciones se presentaron en menor tiempo de exposicion
comparativamente con la concentracion baja. A partir del dia 12, el eje
cartilaginoso se encontré6 de manera aislada, las células cloro y pilar aumentaron
considerablemente en tamafio y numero. Para el dia 16, los cambios fueron
notorios, estos incluyeron la pérdida de la estructura y funcién de la branquia, pues
para este momento (final del experimento) la morfologia de la branquia estaba

completamente alterada.

6.1.3.- Conducta de las crias de S. multipunctata expuestas a nitritos

En el experimento de conducta de S. multipunctata se registraron 315
minutos de grabacién (105 minutos por tratamiento). Con respecto a la respuesta
de los peces al alimento (nUmero de peces activos durante cinco minutos) se
grabaron y revisaron 315 minutos (105 minutos para cada tratamiento). En el
grupo control un 80-90%de los organismos exhibié una alimentacion activa que se
mantuvo durante los 15 dias de exposicién. En los tratamientos 0.008 y 0.016
mg/L durante los primeros dias de exposicion la respuesta de los peces fue igual a
los del grupo control, sin embargo a partir del dia siete comenzé a disminuir el

namero de peces activos en ambos tratamientos (Figura 6 A).
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Los resultados indicaron que no hubo diferencias entre los peces del grupo
control (A) y del tratamiento 0.008 mg/L (AB); no obstante, la concentracion 0.016
mg/L (B) fue significativamente diferente del grupo control (a: 0.005).

En relacion a la presencia de los peces en la columna de agua, durante los
primeros siete dias de exposicion, los organismos tanto del grupo control como de
los tratamientos no mostraron diferencias en su preferencia por la superficie,
medio y fondo. La mayoria de los peces se mantuvieron en la parte media de la
columna de agua. Para los peces del grupo control esta conducta fue constante a
lo largo de todo el periodo experimental. Para los peces expuestos a las
concentraciones 0.008 y 0.016 mg/L, después del dia siete de exposicién a los
nitritos se ubicaron en la parte superficial o en el fondo de la columna de agua
(Figura 6 B, Cy D).

El andlisis de los datos a través de la tabla de contingencia y de la prueba
X? hizo evidente que la presencia de los peces en la columna de agua fue
dependiente de la concentracion de téxico (X calculado=97.02, X? de tablas
=14.86, a: 0.005).
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Figura 1.-Porcentaje de mortalidad de las crias de S. multipunctata en
exposicion al nitrito de sodio en el efecto tdxico subletal.

Figura 2.- Aspecto de branquias en crias de S. multipunctata expuestos a

nitritos A) 0.00 mg/L, B) 0.016 mg/L por 9 dias; C y D) 0.008 mg/L a los 11y 13
dias respectivamente.

|
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Figura 3.- Fotomicrografias de cortes longitudinales de branquias
correspondientes al grupo control A y A;) inicio de exposicion (40 y 100X

respectivamente) y B) fin de exposicién (100X).
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;
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L ED
I

Figura 4.- Fotomicrografias de las branquias de los peces expuestos a la
concentracion 0.008 mg/L A) dia cuatro (100 X), B) 16 (100X) y D) 20 de

exposicion (100X) respectivamente.

Figura 5.- Fotomicrografias de las branquias de peces expuestos a la
concentracion 0.016 mg/L A) dia 12 (100X), B) 16 y B1) fusion de lamelas

secundarias (100X).
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Figura 6.- Conducta de las crias de S. multipunctata A) activas durante alimentacion, las letras denotan
diferencias significativas. Porcentaje de las crias de S. multipunctata en la columna de agua a los dias 1, 5, 10 y 15

de exposicion a los nitritos B) Control, C) 0.008 mg/L, D)0.016 mg/L.
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6.2.- Comportamiento de las crias de S. multipunctata en exposicion a los

fosfatos

Durante este experimento se registraron 1170 min de grabacion (390 min
por tratamiento). A lo largo de los primeros once dias de exposicion, el
comportamiento tanto de los peces del grupo control como de los expuestos al
toxico fue normal; para las crias libres del toxico este comportamiento se mantuvo

durante los 25 dias de experimentacion.

La respuesta de los peces al alimento fue activa para (>80%) el grupo
control durante todo el experimento. Por su parte, los peces expuestos al toxico
mostraron un comportamiento activo durante los 18 primeros dias de exposicion; a
partir de éste momento disminuy6 el nimero de peces alimentandose. Después de
veinte de exposicion el numero de peces que se alimentaron activamente fue
significativamente distinto entre los tratamientos (a: 0.005) (Figura 7 A) y los peces

mas afectados fueron los de la concentracion 5.86 mg/L.

Con respecto a la presencia en la columna de agua, a partir del dia doce,
las crias expuestas a la concentracion de 5.86 mg/L comenzaron a colocarse en la
superficie y en el fondo del acuario, un comportamiento similar exhibieron los
organismos de la concentracion 3.08 mg/L aunque comparativamente fueron
menos los organismos que mostraron tal comportamiento (Figura 7 B, C y D). El
anélisis estadistico (tabla de contingencia y prueba X?) reveld que la presencia de
los peces en la columna de agua fue dependiente de la concentracion del téxico,
(X? calculado: 34.32 y X? de tablas: 14. 9, a 0.005).
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Figura 7.- Conducta de las crias de S. multipunctata en exposicion a los fosfatos A) % de crias activas durante
alimentacion, las letras denotan diferencias significativas. Porcentaje de las crias de S. multipunctata en la columna
de agua a los dias 10, 16, 18 y 20 de exposicion a los fosfatos B) Control, C) 3.08 mg/L y D) 5.86 mg/L.
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6.3.- Efecto toxico letal (clsp) de los nitritos en crias de G. atripinnis
Mortalidad

La mortalidad que se registré durante el experimento se muestra en la figura 8.
Los primeros decesos ocurrieron en las concentraciones 6.5 y 12.03 mg/L en las tres
primeras horas de exposicion. En las concentraciones menores (0.28, 0.54, 1.03 mg/L)
se presentaron a las 48 horas. En el grupo control no se registré6 mortalidad. Mediante

el andlisis Probit se determind una CLso 2.03 mg/L-96 horas.

6.4.- Efecto toxico sub letal de los nitritos en crias de G. atripinnis
Mortalidad

Durante los 26 dias de exposicion a los nitritos en el grupo control no se registré
mortalidad, el primer registro se presentd en la concentracién 1.79 mg/L al dia diez de
exposicidn; por su parte en la concentracion 1.37 se presenté mortalidad hasta el dia 25

de exposicion al toxico (Figura 9).

En cuanto a la comparacion entre los pesos de los peces del grupo control
versus los organismos expuestos al toxico, se observo tendencia que favorecié al grupo

control, sin embargo no se presentaron diferencias significativas entre los tratamientos.

6.4.1.- Histologia branquial de las crias de G. atripinnis
Grupo Control

Los cortes histologicos de las crias de G. atripinnis del grupo control en
exposicion a los nitritos revelaron la ocurrencia de branquias sin alteraciones (Figura
10). En las lamelas secundarias se observo una completa independencia, un niumero
reducido de células cloro y pilar, asi como un epitelio branquial sin inflamacién evidente.
Este aspecto de la branquia y sus componentes fue constante durante todo el periodo

experimental.
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Concentracion 1.37 mg/L

Los cortes histolégicos de las crias expuestas a la concentracion de 1.37 mg/L
de nitritos evidenciaron organismos con alteraciones branquiales que se alternaron con
algunos con branquias similares a las correspondientes al grupo control (normales). Fue
hasta el dia 14 que se observo la presencia de aneurismas, los dias posteriores ya no
se observaron. Posteriormente al dia 18, 22 y 26 hubo una alternancia en las muestras
analizadas, ya que fue posible observar fusién de lamelas secundarias, aumento en el
numero de células cloro y pilar e inflamacién de epitelio, pero también branquias
normales (similares a las del grupo control). Esta presencia de organismos con
branquias alteradas y normales se observl hasta el final del periodo de exposicion
(Figura 11).

Concentracion 1.79 mg/L

Las crias de G. atripinnis expuestas a la concentracion de 1.79 mg/L de nitritos
evidenciaron branquias con lesiones entre las que se incluyeron: aneurismas,
incremento en el nimero y tamafio de las células cloro y pilar asi como una ligera
inflamacion del epitelio. Al dia 14 de exposicién se presentaron aneurismas, los cuales
conforme avanzaron los dias de exposicion desaparecieron y se presentaron lamelas
con aumento de células cloro y pilar, aunque también hubo presencia de lamelas

similares a las correspondientes al grupo control (Figura 12).

6.4.2.- Comportamiento de las crias de G. atripinnis en exposicidn a nitritos

Para este experimento se registraron en total 660 minutos de grabacién (220
minutos por tratamiento). Las crias de G. atripinnis del grupo control asi como las de la
concentracion baja (1.49 mg/L) manifestaron un comportamiento semejante. Con
respecto al numero de peces activos durante la alimentacion, tanto los peces del control
como los de la concentracién 1.49 mg/L no se vieron afectados, ya que el numero de
organismos activos fue constante durante todo el periodo experimental (>80%). En la

concentracion 1.86 mg/L, el nUmero de peces activos disminuy6 notablemente al dia 13
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de exposicion a los nitritos y fue significativamente distinto de los otros dos grupos
(P<0.05) (Figura 13 A).

En cuanto a la presencia de los peces en la columna de agua, los peces de del
grupo control asi como los de 1.49 mg/L se colocaron en la parte media (60-55%) y el
fondo (40-45) de la columna de agua y ningun organismo selecciond la superficie de la
columna de agua, este comportamiento fue constante durante todo el periodo
experimental. En la concentracion 1.86 mg/L, al dia tres de exposicion solo un pez optd
por la superficie de la columna de agua y mantuvo el comportamiento por dos dias. Sin
embargo, fue hasta el dia 10 que un mayor numero de organismos mostro tal
comportamiento y este se conservo hasta el final del experimento (Figura 13 B, C y D).
Con base al analisis realizado de los datos, se tuvo que la presencia de los peces en la
columna (1.86 mg/L) fue dependiente de la concentracién del téxico (valor x* tabla:
14.86 (a: 0.005) y valor ¥ calculado: 53.261).

e ———————
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Figura 8.- Porcentaje de mortalidad en crias de G. atripinnis durante la
exposicion letal a los nitritos (0 — 96 horas).
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Figura 9.- Porcentaje de mortalidad de las crias de G. atripinnis durante la
exposicion sub letal al nitrito de sodio.
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Figura 10.- Fotomicrografias de las branquias de las crias de G. atripinnis del
grupo control A) al dia 10 (100x) y B) dia 20 (100x) en las que se aprecian branquias sin
alteraciones.

Figura 11.- Fotomicrografias de branquias de crias de G. atripinnis
pertenecientes a la concentracion de 1.37 mg/L donde se muestra A) aneurisma al dia
diez de exposicion (100X), B) aspecto similar al control (100X) C) branquia con aumento
de células cloro y pilar y también D) ligera fusidon de lamelas secundarias.

Figura 12.- Fotomicrografias de las crias de G. atripinnis en la exposicién a la
concentracion 1.79 mg/L en donde se muestra A) la presencia de aneurismas (100x), B)
aspecto de branquia semejante a la de grupo control y C) fusion de lamelas
secundarias, incremento en el nimero de células cloro y pilar e inflamacion de epitelio
(100X).
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Figura 13.- Conducta de las crias de G. atripinnis en exposicion a los nitritos A) % de crias activas durante
alimentacion, las letras denotan diferencias significativas. Porcentaje de las crias de G. atripinnis en la columna de
agua a los dias 1, 5, 10 y 15 de exposicion a los nitritos B) Control, C) 1.49 mg/L y D) 1.86 mg/L.
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6.5.- Efecto toxico letal (CLsp) de los fosfatos en crias de G. atripinnis

Los porcentajes de mortalidad durante la exposicion de G. atripinnis a los
fosfatos se presentan en la figura 14. En el grupo control no se exhibié mortalidad y las
crias presentaron un comportamiento normal durante las 96 horas. Contrariamente, en
la concentracion 3853.6 mg/L se registré la primera mortalidad a las tres horas de
exposicion y en las concentraciones restantes las mortalidades se presentaron a partir
de las 24 horas de exposicion. A través del analisis Probit se obtuvo una CLso 96 h
3529.9 mgl/L.

6.6.- Efecto toxico sub letal de los fosfatos en crias de G. atripinnis
Mortalidad

En el experimento sub letal, durante el periodo de exposicion de las crias de G.
atripinnis a los fosfatos, el grupo control (0.00 mg/L de fosfatos) no presenté mortalidad.
En el grupo expuesto a la concentracion de 1160 mg/L, la primera mortalidad se
presentd al dia 12 y para la concentracion de 1435 mg/L esta ocurrié al dia tres de
exposicidon (Figura 15). Con respecto a las comparaciones de los pesos de los peces
entre tratamientos, no se encontraron diferencias significativas entre ellos luego de 20

dias de experimentacion.

6.6.1.- Histologia branquial de las crias de G. atripinnis en exposicién a fosfatos
Grupo control

Los cortes histolégicos de las crias de G. atripinnis expuestas a los fosfatos
presentaron constituyentes branquiales sin alteraciones durante todo el transcurso del
periodo experimental, aunque se pudo apreciar un ligero aumento en el nimero de

células cloro (Figura 16).

e ———————
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Concentraciones 1160y 1435 mg/L

Los cortes de las branquias de los peces pertenecientes a las concentraciones
de 1160 y 1435 mg/L presentaron constituyentes branquiales normales (Figura 17 A).
Sin embargo, estos se alternaron con proliferacion de células cloro y pilar, hinchazén
del epitelio branquial y fusion parcial de lamelas secundarias (Figura 17 B). Esta
alternancia entre branquias normales y afectadas por la presencia del toxico se
presentd durante todo el periodo experimental y fue similar para ambos tratamientos.

6.6.2.- Comportamiento de las crias de G. atripinnis en exposicion a fosfatos

En el transcurso de exposicion los peces del grupo control exhibieron un
comportamiento normal y constante desde el inicio hasta el final de experimento. El
porcentaje de peces expuestos a los fosfatos que se mantuvieron activos a la
alimentacion en los dos tratamientos fue superior al 80% (Figura 18 A), esto fue
constante durante todo el periodo de experimentacion y similar a los peces del grupo

control.

Con respecto a la presencia de los peces en la columna de agua, tanto los peces
de las concentraciones de 1160 y 1435 mg/L como los del grupo control se ubicaron

mayormente en la parte media y el fondo de la columna de agua (Figura 18 B, C y D).

Los resultados encontrados para S. multipunctata y G. atripinnis en exposicion a

nitritos y fosfatos se resumen en la tabla 4 A y B respectivamente.
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Figura 14.- Porcentaje de mortalidad en crias de G. atripinnis durante la
exposicion a los fosfatos.
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Figura 15.- Porcentaje de mortalidad de las crias de G. atripinnis durante la
exposicion al fosfato de sodio.
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Figura 16.- Fotomicrografias de cortes longitudinales de branquias de las crias
de G. atripinnis pertenecientes al grupo control.

Figura 17.- Fotomicrografias de cortes longitudinales de branquias de crias de G.
atripinnis expuestas a los fosfatos (1160 y 1435 mg/L) A) con sus componentes
branquiales sin alteraciones y similares a los pertenecientes al grupo control, B) y ligera
proliferacion de células, hinchazon de epitelio y fusion lamelar parcial.
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Figura 18.- Comportamiento de las crias de G. atripinnis en exposicion a los fosfatos A) % de crias activas
durante cinco minutos en alimentacién. Porcentaje de las crias de G. atripinnis en la columna de agua a los dias 5,
10, 15y 20 de exposicion a los fosfatos B) Control, C) 1160 mg/L y D) 1435 mg/L.
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Tabla 4 A.- Resumen de los efectos causados por nitritos en crias de S. multipunctata y G. atripinnis

EFECTOS
NO,’ Skiffia multipunctata Goodea atripinnis
LCso 0.064 mg/L 24 h 2.03mg/L 96 h

Experimento de conducta
(concentraciones usadas)

Presencia en superficie (%de peces)

Actividad en alimentacién (% de
peces activos)

Histologia branquial

Células cloro y pilar (% de peces
afectados)

Lamelas secundarias (Fusion)

Presencia de aneurismas

0.00, 0.008 y 0.016 mg/L

0.00 mg/L - 0%
0.008 mg/L - 26%
0.016 mg/L - 66%

0.00 mg/L > 85%
0.008 mg/L < 73%
0.016 mg/L < 30%

Aumento y deformacién (90%). Se
presentan al inicio de exposicion

En menor tiempo a mayor concentracion

Ausencia

0.00, 1.49 y 1.86 mg/L

0.00 - 0%
1.49 mg/L - 0%
1.86 mg/L - 40%

0.00, > 85%
1.49 mg/L > 85%
1.86 mg/L < 73%

Aumento y deformacién (50%) al final de
exposicion % restante de las crias similar
al grupo control
Al final del periodo de exposicion, solo
50% de organismos afectados

Presencia so6lo al inicio de exposicion
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Tabla 4 B.- Resumen de los efectos causados por fosfatos en crias de S. multipunctata y G. atripinnis

EFECTOS Skiffia multipunctata Goodea atripinnis
PO,*
LCs0-96 h 13.18 mg/L 3529.88 mg/L
CONDUCTA

(concentraciones usadas)

Presencia en superficie (%de peces)

Actividad en alimentacién (%de
peces activos)

HISTOLOGIA BRANQUIAL

Células cloro y células pilar (% de
peces afectados)

Lamelas secundarias (Fusion)

Presencia de aneurismas

(0.00, 3.08 y 5.86 mg/L)

0.00 mg/L (0%)
3.08 mg/L (13.33%)
5.86 mg/L (20%)

0.00 mg/L >85%
3.08 mg/L > 73%
5.86 mg/L > 60%

Aumento y deformacién (90%), se
presentan a mitad de exposicion

En menor tiempo a mayor
concentracion

Ausencia

(0.00, 1160 y 1435 mg/L)

0.00, 1160 y 1435 mg/L = 0%

0.00, 1160y 1435 > 85%

Ligera proliferacion de células en dos
concentraciones. También sin
alteraciones similar a control

Fusion parcial al final de exposicion

Ausencia

Facultad de Biologia

Marzo 2013

40



“Determinacién del efecto causado por nitritos y fosfatos en Skiffia multipunctata y Goodea atripinnis (Pisces Goodeidae)”

7.- DISCUSION

Las actividades humanas han afectado a todos los ecosistemas del planeta y sus
consecuencias ocurren con una alta frecuencia en periodos cortos y son de baja,
mediana y alta intensidad, por lo que en la mayoria de los casos no se permite la
recuperacion de los mismos. Los ecosistemas acuaticos no son la excepcion y también
se enfrentan a graves desequilibrios causados por el hombre. Una consecuencia directa
de las actividades humanas ha sido el aumento en las concentraciones de nitrdgeno y

fésforo en sus diversas formas.

Los nitritos, nitratos y los demas derivados del nitrogeno, tienen un efecto toxico
en diversas especies. Particularmente para peces existe amplia informacion con
respecto al efecto de estos en especies con importancia en la piscicultura (Jensen
1990, Kroupova et al. 2005, Evans et al. 2006). Sin embargo, con respecto a la
toxicidad de los fosfatos es escaso el conocimiento de su efecto, no obstante, existe
vasta informacion de las consecuencias negativas de detergentes y plaguicidas
organofosforados, que entre sus componentes incluyen a este ion, aunque la mayoria
de éstos se han enfocado en peces tolerantes (Zeni et al. 2001) y sélo algunos autores
han reportado el efecto en especies endémicas como los peces goodeidos (Arellano y
Macias 2008, Vega-Lo6pez et al. 2009).

7.1.- Skiffia multipunctata y Goodea atripinnis

La respuesta a contaminantes es distinta entre especies (Lewis y Morris 1986,
Bindon et al. 1994, Jensen 2003, Kroupova et al. 2005, Edwards et al. 2006, Schreck et
al. 2010). Esto es resultado de la susceptibilidad de cada especie e individuo, de los
mecanismos fisioldgicos propios, asi como de su capacidad de adecuacién a un
ambiente cambiante (Schreck et al. 2001). Los resultados encontrados en el presente
estudio explican el porque G. atripinnis es una de las especies de goodeidos con mayor
abundancia y amplitud de distribucién (De la Vega Salazar 2005) y del porque esta
especie no se encuentra actualmente en ninguna normativa para su proteccion. Cabe
mencionar que los sitios de muestreo de los progenitores son ambientes degradados

(en el bajo Lerma y el canal del lago de Zacapu). En contraparte, S. multipunctata
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actualmente es una especie bajo proteccién (De la Vega-Salazar 2005, Jelks et al.
2008, NOM-059 SEMARNAT 2010). Lo anterior refleja su susceptibilidad a los diversos
cambios (pérdida de hébitat y degradacion ambiental) que han generado la disminucién
de su area de distribucion. El sitio de origen de los progenitores (manantial de La Luz)
es un ambiente conservado. Lo anterior coincide con lo propuesto por Huidobro (2000),

quien propone a S. multipunctata como especie indicadora de buena calidad ambiental.

7.2.- Tejido branquial y conducta

Otro aspecto en el que se manifestd la distinta sensibilidad entre especies (S.
multipunctata y G. atripinnis) y respuesta a la toxicidad que ejercen los nitritos y
fosfatos, fue en las alteraciones al tejido branquial. En los peces, la branquia es un
organo multifuncional, ya que es indispensable para el intercambio gaseoso, la
regulacion ionica, regulacién acido base y la excrecion de desechos nitrogenados
(Jensen 2003, Evans 2005). El estado Optimo de éste O6rgano asi como de sus
componentes celulares es esencial para que dichas funciones se lleven a cabo
correctamente. Sin embargo, la branquia es un 6rgano altamente sensible a los agentes
contaminantes que se encuentren en el agua, ya que branquia-agua se encuentran en
contacto directo y permanente, lo que la convierte en un 6rgano blanco para muchos

toxicos.

Independientemente de la naturaleza del contaminante, la branquia reacciona de
un modo similar en cuanto a los efectos histologicos visibles. Entre estas alteraciones
se incluyen: hiperplasia con fusion lamelar, hipertrofia epitelial, telangiectasias, edemas,
necrosis generalizada y descamacion epitelial (Evans 1986, 2005, 2006). Cuando los
contaminantes alteran la morfologia de este 6rgano, ocurren perturbaciones fisiolégicas
que comprometen el adecuado funcionamiento del érgano y en consecuencia del
organismo y dependiendo del grado de afectacién pueden incluso poner en riesgo su
vida. Diversos autores han reportado alteraciones similares que diversos contaminantes
ejercen sobre la branquia. Para la carpa comun (Cyprinus carpio, Linnaeus 1758) en

exposicion a cadmio se reportaron deformaciones y edemas en lamelas primarias y
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secundarias asi como fusion, levantamiento y desprendimiento de células mucosas
(Ferrati 2010). Para la lisa (Mugil cephalus, Linnaeus 1758) se present6 hipertrofia,
hinchazon y proliferacion de células cloro, asi como desprendimiento de epitelio y fusion
de lamelas secundarias. Estas alteraciones fueron ocasionadas por la exposicion del
pez a aguas residuales procedentes de industrias de productos quimicos (Chezhian et
al. 2010).

En las crias de S. multipunctata, la alteracibon mas conspicua y constante fue la
proliferacion de células cloro, algo que no ocurrio en G. atripinnis. Dichas células
desempefian un papel clave en el equilibrio i6nico ya que toman del agua Ca*'y CI
buscando alcanzar un equilibrio osmético. Las células cloro son indispensables para el
optimo desempefio del intercambio gaseoso y en caso de existir presiones ambientales
ionoregulatorias incrementan su nimero y tamafio (Perry 1998). Cuando se presenta
una proliferacion de células cloro se ve comprometida la transferencia de gas en la
branquia, ya que esto ocasiona un incremento en el espesor de la barrera de difusion
sangre-agua (Perry 1998). Con ello se aumenta la superficie lamelar, lo que garantiza
una mayor area para ser irrigada por agua y aumentar la captacion de oxigeno ( Bindon
et al. 1994). Sin embargo, el aumento de la superficie lamelar afecta la eficiencia del
flujo de agua a través de la branquia, ya que se reduce el espacio entre lamelas

secundarias que es donde se realiza el intercambio gaseoso.

S. multipunctata presentd estas mismas alteraciones: proliferacion de células
cloro, posteriormente alteraciones morfologicas de las mismas y finalmente una
completa fusién branquial, resultado de la hiperplasia de las lamelas secundarias. En su
conjunto, estas alteraciones impidieron un eficiente intercambio gaseoso y se
evidenciaron con las alteraciones conductuales como la hiperventilacion, la cual se
considera una respuesta de mitigacion ante la captacion ineficiente de oxigeno (Perry
1998).

En las crias de G. atripinnis hubo gran diferencia en la respuesta entre
individuos, ya que algunos peces mostraron alteraciones histologicas tales como ligera

proliferacion de células cloro y fusion de lamelas secundarias. Los peces que mostraron
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este tipo de alteracion en las branquias pudieran ser los que manifestaron las
anormalidades conductuales en exposicién a los nitritos, sin embargo, con nuestros
resultados no es posible asegurar y relacionar tales efectos. No obstante, también se
observaron organismos sin alteraciones, en los cuales el tejido branquial fue similar al
presentado por peces del grupo control. Lo anterior puede explicarse por la variabilidad
intraespecifica (Aggergaard y Jensen 2001) ya que incluso peces del mismo acuario
expuestos a la misma concentracion de toxico mostraron diferente respuesta. Estas
diferencias en la respuesta se presentaron tanto en crias de S. multipunctata como G.

atripinnis, aunque en esta ultima las diferencias intraespecificas fueron mas marcadas.

La diferente respuesta expresada por individuos de la misma especie se ha
hecho también evidente en especies como la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
expuestas a nitritos (Aggergaard y Jensen 2001). Diversos autores (Stormer et al. 1996,
Aggergaard y Jensen 2001 y Schreck 2010) han expresado que las diferencias inter e
intraespecificas pueden deberse a: a) la capacidad de captacion que existe entre las
especies de peces e b) individuos de la misma especie, ¢) al nimero y tamafio que
alcanzan las células cloro durante la exposicibn y d) a los mecanismos de
desintoxicacion y eliminacién presentes en los organismos. Por ejemplo, el aumento de
las células cloro puede potenciar la captacibn de un contaminante. Otro aspecto
fisiol6égico importante es la conversidon bioquimica de contaminantes nocivos a formas
menos toxicas para los peces. Estas caracteristicas pueden ser las estrategias que
siguen las especies adaptadas a vivir en sitios degradados. Este es el caso de G.
atripinnis, que por su tolerancia y capacidad de adecuacion esta presente en sitios con
niveles elevados de contaminacion como la Presa La Vega (rio Ameca) (L6pez-Lopez y
Paulo-Maya 2001, Tejera-Vera et al. 2007).

Cuando los peces (como todos los organismos que necesitan oxigeno para vivir)
reciben un suministro insuficiente del gas para atender las funciones vitales esenciales,
se pueden manifestar diversas conductas para lograr la captacion del oxigeno y
garantizar asi su supervivencia (Kramer 1987). Entre las principales respuestas
mostradas por los peces para obtener el oxigeno se tienen: 1) cambios en la actividad

muscular, 2) busqueda de aire atmosférico (para peces capaces de respirar de esta
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forma) y 3) preferencia por la parte superficial de la columna de agua (Kramer 1987,
Heath 1995). De igual forma existen mecanismos enddégenos que tratan de mitigar el
problema de la captacion de oxigeno, entre ellos se encuentra la liberacién de
hormonas (cortisol, prolactina, catecolamidas, somatostanina, glucagén, entre otras)
que pueden modificar la estructura del epitelio branquial a través del incremento en el

namero, estado de diferenciacion y tamafio de las células cloro (Foskett 1983).

Durante el transcurso del periodo experimental en los tratamientos se tuvieron
condiciones adecuadas de oxigenacion (> 6 mg/L), lo que nos hace inferir que los
peces, particularmente las crias de S. multipunctata, no podian incorporar el gas aun
cuando estaba disponible en los acuarios y que las alteraciones histolégicas ya
sefaladas fueron las responsables de la falla en la captacion. Otro aspecto relevante es
el efecto toxico de los nitritos por su capacidad para formar metahemoglobina. Una vez
que los nitritos han sido incorporados a los eritrocitos tienen la capacidad de oxidar al
hierro y con ello la hemoglobina es convertida a metahemoglobina, lo que impide el
transporte eficiente de oxigeno en sangre (Galaviz et al. 2010). Aunque en el presente
trabajo no se evaluaron los niveles de metahemoglobina se deduce que estos fueron
elevados y que probablemente también se vio superada la produccién normal de la
enzima metahemoglobin reductasa, la cual convierte metahemoglobina a hemoglobina
(Lewis y Morris 1986, Jensen 2003). Esto también pudo agudizar las alteraciones

conductuales presentadas por los organismos expuestos.

El efecto de los niveles de metahemoglobina han sido evaluados en el salmén
(Oncornynchus tshawytscha, Walbaum 1792) y se ha demostrado que altos niveles de
metahemoglobina disminuyen la actividad de nado. Lo anterior debido a que la tasa de
consumo de oxigeno aumenta con la velocidad del nado, ya que la potencia necesaria
para la natacion es dada por la musculatura propulsora, que es alimentada por el

oxigeno (Brauner et al. 1993).

Los cambios evidentes en la alteracion de conducta se correspondieron con las
alteraciones a nivel branquial en las crias de S. multipunctata (cortes histolégicos) y G.

atripinnis. Si bien, en todos los parametros evaluados S. multipunctata fue la especie
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mas afectada y los nitritos ocasionaron el efecto toOxico mas severo en comparacion con
los fosfatos. Esta correlacion entre los cambios en la conducta y las afectaciones a nivel
de la branquia fue lo suficientemente evidente y constante que podria permitir en el
futuro utilizar los cambios conductuales como un indicador de una afectacion fisiolégica.
Para ello es esencial conocer el comportamiento del organismo en Optimo estado de
salud, asi como su respuesta fisiologica y conductual ante diversos contaminantes. Lo
anterior facilitaria que a través de la deteccion de alteraciones de la conducta se
identificaran indirectamente los cambios ambientales. Lo que situaria al comportamiento

como una herramienta util para identificar la exposicion a contaminantes.

La toxicidad y agresividad de los derivados del nitrégeno (amonio, nitritos y
nitratos principalmente) se han hecho evidentes en numerosos trabajos (Lewis y Morris
1986, Jensen 1990, 2003, Svobodoba et al. 2005, Camargo et al. 2005). Sin embargo,
el efecto que los derivados del fésforo ejercen en organismos acuaticos es escaso. Su
papel es generalmente asociado a sus efectos secundarios relacionados a la
eutroficacion. En la misma linea, los plaguicidas organofosforados, que entre sus
componentes incluye al fésforo, ejercen un papel toxico muy conocido y entre estos
destacan: inhibicién de la enzima acetilcolinesterasa en el sistema nervioso (Quy et al.
1997, Fulton y Key 2001), alteracién de dimorfismo sexual y del comportamiento en la
reproduccion (Arellano-Aguilar y Macias-Garcia 2008). Adicionalmente, estos
contaminantes tienen capacidad de bioconcentrarse en la cadena tréfica (De la Vega-
Salazar et al. 1997, Favari et al. 2002).

Fisiologicamente, el fosfato desempefia un papel vital en la generacion de
energia ya que es constituyente indispensable del ATP, la molécula que da la energia
necesaria para todas las reacciones quimicas. Una forma rapida para compensar ante
bajos niveles de oxigeno (anemia e hipoxia) es mediante ajustes a nivel de ATP y GTP,
lo que causa que se provea de oxigeno a los tejidos (Val 2000). Sin embargo, los
mecanismos involucrados en estos ajustes son aun desconocidos.

En los peces expuestos a los fosfatos, las alteraciones fueron minimas cuando
se compararon con el efecto que ejercieron los nitritos. Aun cuando los resultados

arrojados en el presente estudio comprueban que su efecto no es severo es de vital
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importancia seguir investigando su papel fisiolégico y conocer sus efectos negativos ya
que es un contaminante comun a los ecosistemas acuéticos donde habitan los peces

goodeidos.

7.3.- Especiacion quimica: complejidad del nitrégeno

El ciclo del nitrégeno es de vital importancia en todos los ecosistemas ya que en
gran medida de la presencia de éste en las cantidades y especies quimicas adecuadas
depende su bienestar. Sin embargo es un ciclo complejo, en que el elemento tiene una
variedad de especies quimicas con distintos estados de oxidacién (desde -3 hasta +5)
(NOs’, NO2, NHs, NH;", N»O, Ny, nitrdgenos organicos disuelto-péptidos, purinas,
aminas, aminodacidos). La conversion entre sus formas es susceptible a ligeras
variaciones, ademas de que las reacciones se llevan a cabo en tiempos cortos
(Schlesinger 2008).

En el presente trabajo, el nitrito de sodio fue la sal empleada para realizar la
solucién a probar en la toxicidad del nitrito. Debido a las particularidades que presenta
el nitrdgeno en los sistemas acuaticos se hizo la modelacién considerando los
pardmetros evaluados en los acuarios experimentales. Como resultado se obtuvo una
serie de especies quimicas derivadas del nitrégeno, que estuvieron en el orden de
magnitud siguiente: NH, > HNO, > NO3 > NO;". Si bien el nitrito no aparecié en mayor
concentracion, sino que fue el ion en menor concentracion en la modelacion realizada,
esto no es indicativo de que los efectos negativos ejercidos en los organismos no sean
a causa de éste. Por su inestabilidad se puede entender que no se encuentre en todo
momento en el sistema o que si ocurre sea a hiveles minimos, sin embargo, el ion tiene
una documentada toxicidad a concentraciones bajas. Ademas se ha reportado que es el
responsable de desencadenar una serie de alteraciones fisioldgicas en el organismo
que lo pueden llevar a la muerte. Conjuntamente, en diversos trabajos se ha
documentado la acumulacion del ion en muasculo e higado del pez lucioperca (Sander

lucioperca Linnaeus 1758) (Wuertz et al. 2013). En nuestro trabajo no se cuantifico la
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acumulacion del ion en el organismo, lo que no nos permite descartar la presencia del

ion dentro del pez y que consecuentemente pudiese mermar la concentracion estimada.

Por estas caracteristicas propias del ciclo del nitrégeno en los sistemas
acuaticos, es preciso hacer un seguimiento puntual de las interacciones que se dan en
el sistema para entender y representar claramente lo que ocurre. Comparativamente, el
ciclo del fosforo es sencillo y la Unica especie quimica en que se encuentra disponible

en las aguas naturales es el PO,*(Conzonno 2009).

Los efectos negativos (mortalidad, histologia branquial y conducta) en los peces
estudiados ocurrieron en las concentraciones mayores de nitrito de sodio en menores
tiempos de exposicion. Esta respuesta dosis dependiente por la adicion de nitrito de
sodio y la ausencia de alteraciones en los peces del grupo control, nos permite suponer
qgue fueron los nitritos los causantes de los efectos anteriormente mencionados. Cabe
resaltar que los efectos fueron evaluados en un sistema experimental bajo condiciones
controladas donde la Unica variable entre tratamientos fue la dosis agregada de nitrito y
fosfato de sodio respectivamente. Consecuentemente los resultados de la presente
investigacion deben ser tomados con reserva al comparar lo que podria ocurrir en

campo a los organismos expuestos.

En los sistemas acudticos naturales existe una compleja interaccion entre
factores bioticos y abiéticos. Particularmente para el nitrégeno es imposible separar sus
efectos de otras entradas de contaminantes o estresores (Rabalais 2002). Actualmente
la mayoria de los cuerpos de agua presentan: problemas de acidificacion, eutroficacion,
metales pesados etc., solo por citar algunos. (Vitousek et al. 1997). Estos al combinarse
con los derivados del nitrdgeno podrian causar efectos sinérgicos o antagénicos. Por lo
anterior es indispensable estudiar las interacciones de distintos contaminantes en
campo gue son las situaciones reales a las que estan expuestos los organismos. Sin
embargo se debe resaltar la complejidad de tales estudios pues existen numerosas

variables ambientales que repercutiran en la integridad de los ecosistemas.
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Tanto el nitrogeno y el fosforo son elementos de vital importancia en los
ecosistemas acuaticos. Para ambos compuestos sus niveles son variables en el tiempo,
debido a las condiciones ambientales cambiantes, aunque son los valores elevados los

gue comprometen la supervivencia de las especies expuestas a ellos.

7.4.- Normativa nacional e internacional para los compuestos nitrogenados y

fosforo

En comparacion con los estandares de calidad de agua establecidos para la
proteccion de la vida acuatica de otros paises, los limites propuestos por la Norma
Oficial Mexicana 001 (que establece los limites maximos permisibles de contaminantes
en las descargas de aguas residuales en aguas y bienes nacionales) son valores
elevados para nitrogeno y fosforo total. En lo respectivo al nitrogeno, la Norma Oficial
Mexicana establece sus valores considerando al nitrdgeno total (suma de nitrégeno
organico, NO;', NO3), en tanto que en la Normativa Canadiense los valores son para
amonio (NH3) y nitrato (NO3), ademas de que no considera al amonio total (NHz y NHy)
como un valor fijo. Esto es debido a que en la dindmica del ciclo del nitrégeno existe el
impacto de factores tales como pH y temperatura, los cuales son importantes en su
proceso y van a influir en las especies quimicas presentes y su concentracion. En la
normativa de la Unién Europea los parametros considerados son nitritos, amonio y
amoniaco. Por su parte, Australia y Nueva Zelanda consideran al nitrégeno inorganico y
Gran Bretafla basa sus normas en relacion a NHz y NH4. Estados Unidos ademas
considera al NO;" y la Norma de la Republica de Chile establece al NH, y NO, (Tabla 5).

Con respecto al fésforo, la NOM considera al fosforo total como el parametro a
evaluar para garantizar la proteccion de vida acuatica. Los paises que en sus
estandares de calidad de agua establecen valores para este nutriente son Australia y
Nueva Zelanda (Tabla 6). Las normativas de los paises restantes no establecen valores
para el fosforo, sino que consideran los estados troficos de los cuerpos de agua (Tabla
7). Por ejemplo en los lineamientos de calidad de agua para la proteccion de vida
acuatica de Canada, actualmente no existen valores de calidad de agua para el fésforo,

dicha normativa sefala que cada provincia puede tener sus lineamientos y objetivos. Lo
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anterior debido a que el fosforo no es considerado toxico para los organismos
acuaticos, pero se considera que se deben mantener los estados tréficos de los
cuerpos de agua (para cada cuerpo de agua en particular). Asimismo cuando los
niveles son excedidos se realizan pruebas adicionales y se busca recuperar la calidad
del cuerpo de agua. Lo anterior aplica para Estados Unidos, Gran Bretafia y la Unién
Europea.

En comparacién con las normas de los paises antes mencionados, se hace
evidente que México es uno de los paises con los valores mas elevados en cuanto a los
parametros considerados en la calidad del agua para la proteccion de la vida acuatica.
En el caso especifico del nitrdgeno es deseable que en la NOM considere otras
especies quimicas debido a la complejidad que presenta éste elemento en el medio,
ademas de que la toxicidad de derivados del nitrégeno (amonio, nitrito y nitrato

principalmente) esta ampliamente probada en peces.

En lo que respecta al fosforo, la NOM considera al fosforo total para la proteccion
de la vida acudtica, dicho criterio parece ser deseable en comparacién con las
normativas de otros paises, ya que éste ion no presenta riesgo de toxicidad, sus efectos
negativos son secundarios y se encuentra asociado a la eutroficacién. No obstante, es
ideal mantener el estado tréfico de referencia de los cuerpos de agua, lo que conlleva a
la necesidad de que se disminuyan los aportes de fosforo procedentes de entradas
puntuales. Otro aspecto de gran relevancia es que son las entradas difusas las que
hacen el mayor aporte tanto de nitrégeno y fésforo a los ecosistemas acuaticos y dichos

aportes no son considerados en la normativa vigente.

Bajo este enfoque, cabe mencionar que la dinamica de los dos elementos es
compleja en los ecosistemas acuaticos, ademas de dificil de evaluar por las distintas
reacciones en que se ven envueltos, principalmente el nitrégeno. Otro aspecto de
importancia en cuanto a la comparacién con las normativas de Canada, Estados
Unidos, Gran Bretafia y los paises pertenecientes a la Unién Europea es que ellos,

ademas de los andlisis fisico-quimicos que realizan a los cuerpos de agua
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conjuntamente evaltan indices de integridad bidtica (entre otros estudios) lo que da una

mayor aproximacion de la salud de los ecosistemas acuaticos.

Al considerar el panorama de la mayoria de los cuerpos de agua de México, es
necesario que se replanteen los parametros y sus valores de tolerancia, principalmente
para los derivados del ciclo del nitrdgeno. Sin embargo, es importante conocer mas
ampliamente los niveles de tolerancia de diversas especies nativas y endémicas (como
los peces goodeidos) ya que con esta informacién se podrian establecer limites que
protejan a la fauna silvestre de los diferentes cuerpos de agua.

En particular dentro del grupo de los goodeidos existen especies tolerantes, caso
claro es G. atripinnis, que mostré una gran capacidad de adecuacion en las pruebas
realizadas y que sobrevive a pesar de las alteraciones ambientales. Por otro lado,
también existen especies sensibles a la degradacién ambiental como S. multipunctata,

la cual ve comprometida su supervivencia bajo condiciones adversas.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion no nos permiten establecer
un intervalo preliminar de tolerancia para el grupo de los goodeidos. Sin embargo, la
informacion generada es de gran utilidad ya que hasta ahora no se contaba con datos
respecto a la distinta sensibilidad de las especies del grupo. No obstante, el manejo en
laboratorio nos muestra que dentro de los goodeidos existen especies aun mas
sensibles que S. multipuctata, por lo que es importante ampliar la informacion con
estudios similares en otras especies de goodeidos. En tanto se amplia la informacién
referente a los niveles de tolerancia de mas especies del grupo, los valores obtenidos
como limites para S. multipuctata para ambos contaminantes puede ser utilizados como

valores de referencia de la calidad de agua para especies sensibles de goodeidos.

Por otro lado, los goodeidos son peces viviparos que producen reducidos
nameros de crias (entre 15 a 30 crias), lo cual es una limitante para la realizacion de los
estudios de toxicidad. Asimismo, para algunas especies una vez nacidas las crias es
dificil su manipulacion ya que existe el riesgo latente de mortalidad por estrés y/o
manejo. Sin embargo, son estas especies sensibles las que enfrentan estatus de

conservacion de mayor riesgo.
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Tabla 5.- Comparacion de normas y sus respectivos parametros considerados
para la proteccion de la vida acuatica.

Norma por Parametro Conc. (mg/L)
Pais
Australia y N. inorganico (NO;3™ + <0.10
Nueva NH;s)
Zelanda
Canada NH3 0.019
Corta Larga
NO; exposicion exposicion
13-3 550-125
Estados A. A. ciprinicolas
Unidos salmonicolas
NH4 </ =0.04 (1) </ =0.2 (1)
</=1q </=1p
NH; <=0.005 ) </ =0.005
</ =0.025 </ =0.025 (y
NOy </=0.01 </ =0.03
Gran Bretaia
NH, 1 >1
NH; </ =0.025 </=0.025
Meéxico N. total Promedio Promedio
diario mensual
25 15
Republicade Parametro Clase de Clase 1 Clase 2 Clase 3
Chile excepcion
NH; (mg/l) <=0.5 1 2.5
NO, <=0.05 >=0.06 >=0.06 >=0.06
(mg/L)
Unién A. A. ciprinicolas
Europea salmonicolas
NOy <0.001 <0.03
NH3 <0.025 <0.025
NH, <1@ <1@

(u: valor guia
(. valor imperativo

Clase de excepcion: adecuada para la conservacion de las comunidades acuaticas

Clase 1: muy buena calidad para la proteccién y conservacion de las comunidades acuaticas
Clase 2: agua adecuada para el desarrollo de la acuacultura, de la pesca deportiva y recreativa
Clase 3: regular calidad: para bebida de animales y para riego restringido
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Tabla 6.- Valores considerados con respecto al fésforo por pais.

Norma por pais Parametro Conc. (mg/L)
Australia
Nueva Zelanda PO,* 0.015 — 0.030
México Fésforo total 10 (PM), 15 (PD)

Tabla 7.- Niveles troficos y sus respectivos valores considerados para Canada y

La Unién Europea.

Estatus trofico Conc. (mg/L)
Ultra oligotrofico <0.004
Oligotrofico 0.004 - 0.010
Mesotrofico 0.010 - 0.020
Meso eutrofico 0.020 - 0.035
Eutrdfico 0.035-0.100
Hipertrofico >0.100
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8.- Conclusiones

« Las CLsp obtenidas para S. multipunctata fueron 0.064 mg/L-24 h NO,, 13.18
mg/L 96 h PO,%. Para G. atripinnis 2.03 mg/L-96 h NO, "y 3529.9 mg/L-96 h PO,

respectivamente.

% Las concentraciones sub letales de nitritos y fosfatos causaron mortalidad,
alteraciones histolégicas y conductuales en las crias de la especie sensible (Skiffia

multipunctata).

% Las concentraciones utilizadas en la presente investigacion y que causaron
efectos (mortalidad, alteraciones histolégicas y conductuales) en las especies bajo
estudio se encuentran por debajo de las propuestas por la Norma Oficial

Mexicana-001-ECOL-1996 para garantizar la proteccidon de fauna silvestre.

e —————
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9.- Recomendaciones
¢ Es prioritario disminuir los aportes de nitritos y fosfatos a los cuerpos de agua.

+ Para garantizar la conservacion y permanencia de especies endémicas y nativas
(como los peces goodeidos) se recomienda usar la informacion generada para S.

multipunctata.

% Considerar limites de tolerancia para otras especies quimicas en la Norma Oficial
Mexicana 001- ECOL-1996 e idealmente indices de integridad biotica.

 Adecuar los limites de tolerancia establecidas en la Norma Oficial Mexicana 001-
ECOL-1996 para el nitrégeno considerando especies endémicas y nativas, dando

prioridad a las especies sensibles.

e —————
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