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RESUMEN

Se evaluo la posibilidad de utilizar a los peces mosquito Gambusia affinis y
espada Xiphophorus helleri (ambas especies de agua dulce) como biomonitores en
estudios in situ o ex situ de ecosistemas acuéticos con grave perturbacion antropogénica.
Se utilizé el fungicida Benlate® por su amplia utilizacién, y el conocimiento que se
tiene de la capacidad que posee de inducir dafio (10xicos y genotoxicos) en especies para
las que originalmente no se disefid. Se utilizaron diferentes concentraciones (1-500
mg/L.), en siete experimentos estdticos. Se determiné el porcentaje de sobrevivencia en
los tratamientos, y el daiio citotoxico y genotoxico producido. La citotoxicidad
(necrosis) se estimd analizando muestras de sangre periférica. El dafio genotdxico se
determiné analizando la frecuencia de micronicleos en eritrocitos. Ambos estudios se
realizaron con sangre periférica; para el andlisis se utiliz6 microscopio dptico.

El andlisis de los resultados reveld diferencias interespecificas en los niveles de
respuesta presentados por ambas especies. Los peces mosquito Gambusia affinis fueron
mas sencibles a Benlate®, ya que se produjo mayor mortalidad que en el pez espada
Xiphophorus helleri en las diferentes concentraciones utilizadas. A nivel intraespecifico
también se encontraron diferencias, ya que hubo un marcado contraste entre los niveles
de sobreviviencia de los peces mosquito nacidos en cautiverio y los peces mosquito
silvestres; los nacidos en cautiverio presentaron mayor sobrevivencia., El indice de
citotoxicidad, expresado en frecuencia de células necréticas, no fue significativo en
ninguno de los experimentos efectuados; en cambio en el indice de dafio genotdxico
(microndcleos) en eritrocitos periféricos del pez espada, revelé una relacion dosis-
respuesta positiva. En los peces mosquito no hubo diferencias significativas con respecto
a los controles en la produccion de micronicleos, aunque las concentraciones analizadas
fueron menores que las de los peces espada. El daiio observado no se correlaciond con
ningtin de los pardmetro fisicoquimicos analizados; éstos tendieron a permanecer mas o
menos constantes desde el inicio hasta el final de los experimentos efectuados.
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INTRODUCCION

Los ecosistemas pristinos tienden a desaparecer en nuestro planeta. La contami-
nacion, la sobreexplotacion de los recursos, y el aumento de la poblacion se han senala-
do como las principales causas de este fendomeno. Las consecuencias de €stos desequili-
brios son manifiestas, y alcanzan una proporcion global: calentamiento progresivo del
planeta, fenomeno principalmente asociado al consumo de hidrocarburos y la perdida de
biodiversidad. Ambos problemas se han presentado, en buena medida, como consecuen-
cia del aumento progresivo de la poblacion, ya que de forma siempre creciente el hom-
bre ha ido requiriendo de espacios mayores para obtener la energia, vivienda, crianza de
animales y cultivos. Aunado a los problemas antes citados. el hombre moderno se en-
frenta a enfermedades "nuevas", 0 poco conocidas; lo paradojico del caso es que algunos
conocedores han sefialado como una de las causas mas probables de este fenomeno los
desajustes ecologicos observados.

Probablemente de todos los factores de desequilibrio conocidos, los relacionados
con la produccion de los alimentos son los que mas controversias han generado, desta-

cando principalmente el caso de los pesticidas, ya que bajo los actuales esquemas de
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produccion de alimentos €5 dificil presindir de ellos, aunque se desee. Es paraddjico que
por una parte los pesticidas han contribuido a la solucion de problemas basicos (alimen-
tacion y control de algunas enfermedades infecciosas), pero por otra parte son responsa-
bles de algunos de los desquilibrios ecologicos mas importantes, con consecuencias para
la salud humana y de otros organismos.

Auque el uso de plaguicidas no es reciente, el auge mayor ocurrio durante la se-
gunda guerra mundial. Entonces los pesticidas se consideraron como un apoyo a los
problemas de alimentacion y algunos problemas de salud, sobre todo en aquellas enfer-
medades que se sabia requerian de vectores para su propagacion, en donde si se elimina
el vector se controlaba la enfermedad, como ejemplo se tienen a la fiebre amarilla, la
enfermedad del suefio y la peste. Aunque esta apreciacion no carece de razon, durante
los afios sesentas la confianza en los pesticidas decrecio enormemente, sobre todo en los
Estados Unidos, al hacerse publicas algunas denuncias sobre los efectos negativos de los
pesticidas, especialmente aquellas que mencionaban que algunos pesticidas eran capaces
de alterar las cadenas alimenticias; posteriomente fueron caracterizados los efectos a un
nivel intraespecifico € individual, observandose que incluso dentro de un mismo orga-
nismo podian presentarse efectos distintos como alteraciones en el ciclo de vida y en la
repoduccion.

Al igual que toda sustancia quimica, los pesticidas estan sujetos a las leyes fisi-
coquimicas que rigen al restos de las sustancias, por lo que no escapan a modificaciones
ambientales (pH, temperatura, dureza, degradacion microbiana, etc.); algunos de éstos

fenomenos influyen directamente en la toxicicidad y permanencia de un pesticida, sien-
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do capaces de reducir o aumentar su toxicidad, haciendolos mas 0 menos biodisponibles.
De la biodisponiblidad de un pesticida depende que eéste sea capaz de causar perjuicios
en los ecosistemas. Muchos de los primeros pesticidas, y sus metabolitos, eran altamente
refractarios a los factores fisicoquimicos implicados en la degradacion natural. Uno de
los primeros efectos negativos observados fue el de la resistencia progresiva a los pesti-
cidas, ya que cada vez se requeria de mayores dosis para eliminar los organismos inde-
seados. Otro fenémeno interesante descubierto fue el de la bioamplificacion, es decir, el
aumento progresivo de las concentraciones de un pesticida a lo "largo" de una cadena
alimenticia. Hoy se considera que muchos de éstos efectos negativos observados se hu-
bieran evitado si se hubieran realizado las pruebas necesarias a corto, mediano y largo
plazo, antes de introducir al mercado a algunos pesticidas, para, con esa informacion,
determinar con un margen razonable de seguridad las condiciones bioticas y abioticas
que determinan que una sustancia benéfica se convierta en perjudicial.

Pese al conocimiento de los efectos colaterales a la utilizacion de pesticidas, aun
no es posible eliminar su uso bajo los actuales esquemas de produccion masiva de ali-
mentos, sobre todo en aquellos agrosistemas en donde se cultivan plantas exéticas que
no tienen la resistencia a las plagas locales, por lo que ponen €n peligros su productivi-
dad; lo mismo suscede en algunas regiones en donde ain siguen siendo un problema
algunas enfermedades infecciosas graves. Debido a esta situacion, y las voces que se han
levantado en contra del uso abusivo de los pesticidas, los fabricantes trabajan constan-
temente en la introduccion de nuevos productos "mejorados,” la mejora generalmente

consiste en el disefio de compuesos con una mayor especificidad, es decir que solamente



climinen a las plagas, y presentan un menor tiempo de bioactividad (biodegradables o
altamente labiles a los factores ambientales), es decir que permanezcan el menor tiempo
posible en el ambiente.

Una herramienta fundamental para generar un mayor conocimiento de los pesti-
cidas se basa en la utilizacion de bioindicadores, que son 0rganismos de los que se
cuenta con amplios conocimientos biolégicos y tienen relevancia ecologica. Con ello, el
investigador es capaz de sacar inferencias, con cierto margen de seguridad del compor-
tamiento de la sustancia estudiada; cabe mencionar que los resultados obtenidos no son
directamente extrapolables a otras especies, sin embargo el valor de dichos organismos
radica en el hecho de qué pueden ser utilizados como puntos de referencia para estable-
cer comparaciones y generar bases de datos en donde se describen los niveles criticos de
toxicidad que afectan la viabilidad, sobreviviencia, y efectos a nivel intraespecificos e
interespecificos.

En nuestro pais en general, y en Baja California en particular, se utilizan muchos
pesticidas. No todos son considerados como peligrosos para la salud, sin embargo, cabe
mencionar que casi todos se venden con poca o ninguna restriccion, lo que implica cierto
riesgo para quienes lo manejan o para los sitios en donde se les aplica. El fungicida
Benlate® es un buen ejemplo de lo anterior, ya que se vende sin restriccion; el problema
es que algunas investigaciones llevadas acabo con este fungicida, lo asocian con la pro-
duccion de cancer en humanos expuestos, asi como de animales de laboratorio.

Considerando la problematica que ofrecen los pesticidas en general, se decidio

investigar la potencialidad de ser utilizados como bioindicadores dos especies de peces



1o nativos de Baja Caifornia: el pez mosquito Gambusia affinis y el pez espada Xipho-
phorus helleri sometidos a diferentes concentraciones del fungicida Benlate®, para de-
terminar los niveles de sobrevivencia que ofrecian ambas especies, asi como determinar

algunos de los probables efectos genotoxicos en eritrocitos de estos peces.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los pesticidas han contribuido mucho a palear el problema de la produccion de
alimentos, sin embafgo, desde hace afios que se ha comenzado a ver en ellos una arma
de dos filos: por un lado ayudan y por el otro perjudican. En este sentido, se han abierto
dos frentes de lucha: los que favorecen su uso mencionan que generalmente cuando se
ha incurrido en dafios sobre el medio es por el mal uso, pero que bien utilizados resultan
inocuos para el medio ambiente, ¥ la contraparte aduce que la mayoria de los pesticidas
carecen de vida corta y especificidad.

Respecto al primer argumento cabe mencionar que muchos de los pesticidas que se
utilizan actualmente han sido ndisefiados" para tener un efecto directo sobre las especies
"problema” y perdurar durante un corto tiempo en el medio ambiente. Para los detracto-
res, no es mucho lo que se ha avanzado con los pesticidas ya que muchos de ellos —sino
es que todos- son capaces de provocar algin tipo de dafio en organismos para los que no
estaban, inicialmente, destinados.

El fungicida Belate® es considerado por sus fabricantes como altamente es-
pecifico; sin embargo, algunas investigaciones lo han sefialado como dafino para otros

organismos eucariotes diferentes a los hongos. El caso de Benlate® remarca la impor-



tancia que tiene el conocimiento del mayor nimero de aspectos relacionados con los
peligros potenciales del uso generalizado de un pesticida cualquiera, por ejemplo los
casos de exposicion prolongada, aun en dosis muy pequefias. En este sentido son de
mucha utilidad de especies bioindicadoras ya que, al ser conocido en ellas los niveles de

respuesta, permiten determinar si los niveles encontrados en algin sitio representan al-

gun riesgo.



HIPOTESIS
Hipotesis General
e H,=El fungicida Benlate® no produce ningun efecto en la sobrevivencia, ni en
los eritrocitos, de los peces mosquito Gambusia affinis y espada Xiphophorus
helleri.
e H, = El fungicida Benlate® si tiene efectos negativos en la sobrevivencia y en
los eritrocitos de los peces mosquito Gambusia affinis y espada Xiphophorus he-

lleri.

Hipétesis particulares:
1. Pruebas de toxicidad aguda
e H,= Los peces mosquito Gambusia affinis y espada Xiphophorus helleri pre-
sentan una respuesta toxicologica semejante al fungicida Benlate®.
e H,= Los peces mosquito Gambusia affinis y espada Xiphophorus helleri pre-

sentan una respuesta diferente ante el fungicida Benlate®.

2. Efectos del fungicida Benlate® en los eritrocitos de ambas especies.
e H,= El fungicida Benlate® no produce ningun efecto citotoxico en los eritroci-
tos de los peces mosquito Gambusia affinis y espada Xiphophorus helleri .
e H,=El fungicida Benlate® si es capaz de producir efecto(s) citotoxicos cuantifi-

cables en los eritrocitos de ambas especies.



OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la utilidad de los peces mosquito Gambusia affinis y espada Xipho-

phorus helleri como biomonitores de pesticidas.

Objetivos particulares:
|. Determinar la concentracion letal CLS0 del fungicida Benlate® en los peces
mosquito Gambusia affinis y espada Xiphophorus helleri.
2. Someter a diferentes dosis subletales a ambas especies para estimar los probables
efectos genotoxicos 0 citotoxicos que el fungicida Benlate® puede provocar en
los eritrocitos del pez mosquito Gambusia affinis y del pez espada Xiphophorus

helleri.



Importancia del estudio

Algunos estudios llevados acabo con el fungicida Benlate® en especies para las que
orginalmente no se disefio, han puesto de manifiesto que su uso conlleva problemas de
salud y, en casos extremos, al cancer y la muerte. Sin embargo, en otros estudios, espe-
cialmente los que ha llevado acabo la compaiiia Dupont, fabricante de Benlate®, lo con-
sidera como uno de los pesticidas de uso mas seguro. Por ejemplo mencionan que Ben-
late® unicamente es capaz de provocar dafios graves si es aplicado en concentraciones
mas alla de las recomendadas por el fabricante.

Aunque Benlate® no es de aplicacion acuatica, no €s raro, al igual que otros pes-
ticidas, que llegue a los cuerpos de agua gracias a fenomenos de escurrimento y drenaje;
esto representa un riesgo para la salud de los ecosistemas acuaticos ya que muchos pes-
ticidas mantienen su bioactividad mucho tiempo después de su aplicacion. Aunque el
presente trabajo no se llevé acabo in situ, se considero conveniente conocer de antemano
las concentraciones a las que Benlate® es capaz de producir efectos letales y subletales
en los eritrocitos de los peces mosquito Gambusia affinis y espada Xiphophorus helleri
en condiciones de laboratorio.

Las dos especies utilizadas en el presente trabajo son introducidas en Baja Cali-
fornia, por lo que la presente investigacion no afecto de manera directa a ninguna espe-
cies nativa; por el contrario, consideramos que la extraccion de los peces para esta in-
vestigacion probablemente contribuyd, en alguna medida, a mitigar cualquier efecto

negativo que probablemente provocan estas dos especies.



ANTECEDENTES

BIOMONITOREO

El biomonitoreo fue definido originalmente como la medicion de fluidos, células,
tejidos u otras variables para establecer la presencia y magnitud de los efectos de un es-
tresante. Una definicion mas moderna incluye la caracterizacion de las respuestas a nivel
de individuo, poblacion, o comunidad (Adams 1990).

El biomonitoreo no es nuevo, ya desde la antigtiedad, los mineros colgaban jau-
las con aves en el interior de las minas para detectar los gases toxicos (Root 1990). Ac-
tualmente, el biomonitoreo es diferente, ya que se ha constituido en una area multidisci-
plinaria (Lower y Kendall 1990), que requiere conocer de antemano dos cosas: si los re-
sultados del biomonitoreo serviran para diagnostico o para para estimar riesgos (Basten
1998).

A nivel de ecosistema, el biomonitoreo tiene dos premisas basicas: 1) conocer los
efecto del estrés agudo, el cual se caracteriza por un sibito inicio, con rapido incremento
en intensidad, pero de corta duracion; 2) conocer el efecto del estrés cronico, el cual

consiste en una perturbacion de baja intensidad, pero de gran duracion, o bien con

10



11
eventos repetidos en el tiempo (Kotelevsev ef al. 1994).

A nivel de organismo la premisa basica del biomonitoreo es que los organismos
son sujetos susceptibles al sometimiento de condiciones controladas, 0 conocidas, de tal
manera que cualquier cambio en la fisiologia o comportamiento es posible registrarla.
(Balwin et al. 1994).

Para conocer los efectos sobre los individuos, €s necesario hacer uso de bioensa-
yos, durante una parte o todo del ciclo de vida del organismo, dependiendo de lo anterior
se puede dar respuesta a dos cuestiones basicas: efectos letales (generalmente en pruebas
a corto plazo) y efectos cronicos, los cudles generalmente comprenden gran parte 0 todo
el ciclo de vida del organismo. El problema con muchos organismo utilizados para expe-
rimentos toxicologicos es que presentan ciclos de vida muy largos.

Las caracteristicas ha evaluar van desde moléculas (proteinas, ADN), cambios en
la fisiologia, histologia, comportamiento, hasta el analisis de los caracteres de ornato. Un
ejemplo de lo anterior, es la prueba de imposex (en inglés), la cual consiste en estudiar 1a
superposicion de Grganos o estructuras sexuales en ambos sexos; los gastropodos como
Ilyanass obsoleta han sido utilizados para estudiar el efecto de las pinturas anticorrosi-
vas, especialmente el TBT (tributyltin), que es uno de sus componentes (Curtis e/ al
1998).

Los estudios de bioacumulacion analizan los niveles de concentracion de sustan-
cias xenobioticas en los organismos. Son especialmente utiles los organismos filtradores,
como el ostion que han sido utilizados para estudiar a los pesticidas solubles en agua,

como el DDT, ya que son capaces de concentrar en sus tejidos hasta 70,000 veces mas la
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cantidad de pesticidas presentes cn el agua. La pulga de agua es aun mas eficiente ya
que llega a concentrar hasta 100,000 veces mas pesticidas que ocurren en muy bajas

concentraciones (0.5 ppb) (Pimentel 1971).

Caracterizacion de un organismo biomonitor

Lower y Kendall (1990) establecen que todo organismo candidato al biomonito-

reo debera tener las siguientes caracteristicas:

1. Amplia distibucion geografica. Las especies cosmopolitas permiten la rapida
comparacion entre sitios distantes.

2. Importancia ecologica. La especie debera ocupar un sitio prominente dentro
de la estructura de su comunidad; cualquier alteracion en el ecosistema podra
ser reflejada por el.

3. Poco movilidad. Se prefiere a organismos sésiles, 0 con movimientos restrin-
gidos; se excluye de preferencia cualquier organismo migratorio.

4. Amplio conocimiento del espectro de respuesta que puede presentar el orga-
pismo ante estimulos ambientales, de tal manera que cualquier alteracion de
éstos parametros pueden ser medidos y analizados.

5. Desde el punto de vista taxonomico debera ser facil de indentificar.

La utilizacion de organismos superiores ofrece mas ventajas que el analisis de los
organismos inferiores, ya que permite la deteccion de posibles efectos a nivel molecular,

celular, organo, sobrevivencia, etc.; los resultados deben permitir una inferencia en los
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cambios en la historia de vida del organismo, lo que a su vez permite en cierta medida

la prediccion de las probables consecuencias a nivel del ecosistema en donde éstos orga-
nismos norm_almente habitan (Klekowski ef al 1994).

Algunos analisis comprenden la utilizacion de técnicas refinadas como la auto-
rradiografia, la electroforesis y la inmunoquimica (Bradley 1990). A nivel molecular,
una de las pruebas mas utilizada es la prueba de Ames, la cudl utiliza cepas mutantes de
Salmonella. Es una prueba rapida y confiable ya que es capaz de detectar muchos muta-
genos, sin embargb; requiere de muchos controles y de una buena interpretacion, incluso
arroja resultados positivos con muchas sustancias consideradas inocuas (Ames et al
1973). Un enfoque opuesto €s el propuesto por Hill (1995), quien argumenta que los ca-
racteres de ornato que presentan algunos organismos, como las aves y peces, pueden ser
utilizados como bioindicadores, ya que dichas caracteristicas tienden a ser simétricas en
los individuos sanos, por lo que cualquier asimetria detectada puede ser correlacionadas
con el estrés ambiental.

En general, las investigacion no solo pretenden identificar a las sustancias que
afectan el material genético, sino que tratan de cualificar y cuantificar los efectos. Las
direcciones que se han dado a éstos estudios abarcan desde la caracterizacion de los po-
sibles efectos (teratogénesis, carcinogénesis, etc.), hasta la cuantificion para la elabora-
cion de predicciones aplicando ol analisis estadistico para estimar los riesgos (Malling

1972).
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Los peces como biomonitores

Los peces son organismos ampliamente utilizados como biomonitores. Con la
informacion generada ha sido posible, en ocasiones, extrapolar el dafno observado en
ellos con alteraciones de la salud humana (Powers 1989). Sin embargo, para extrapolar
adecuadamente, se debe de contar con puntos de referencia y criterios de normalidad.
Por ejemplo, en el caso de los peces, una incidencia de aberraciones cromosomicas y de
malformaciones embrionarias menor al 10% es considerada normal (Klumpp e/ al.
1995). Entre las ospecies de peces mas utilizadas en pruebas toxicologicas se encuentra
Fundulus grandis (Courtney e/ al. 1984), y el guppy Poecilia reticulata, quien ademas
presenta la ventaja de tener alta fecundidad, crecimiento rapido, tamafio pequefio y bajo
costo de mantenimiento (Zimmerer 1984). La trucha es otro organismo que es muy
utilizado en pruebas toxicologicas. En Baja California existe la especie Oncorhynchus
mykiss (Rankin ef al. 1994), desgraciadamente solamente se distribuye en la region
montafiosa, lo que dificulta su captura y transporte hasta los laboratorios en donde se
practican esta clase de estudios.

Desde el punto de vista operacional, una de la principales ventajas en la
utilizacién de los peces en estudios de biomonitoreo, es que su respuesta s semejante a
la de del resto de los vertebrados, en especial a la de los mamiferos. Este es el caso de
los hepatocitos, el citocromo P-450 hepatico, la produccion de peroxisomas y el dafio
oxidativo del higado cuando se enfrentan a sustancias genotoxicas (Al-Sabti y Metcalfe
1995). Sin embargo, debe mencionarse que la experimentacion con otros organismos es

importante pues permite preveer los posibles efectos de los contaminantes a nivel de
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ecosistema; es decir, que Sus resultados pueden ser aplicados, por ejemplo,

permitiendo la formulacion de hipotesis acerca del comportamiento del contaminante a
nivel de ecosistema; esta es la esencia del biomonitoreo (Markert 1997).

Por otra parte, en el aspecto funcional, los estudios de genotoxicidad con péces son
destacados por la importancia que tienen dentro de la estuctura trofica de los ecosistemas
acuaticos, ademas a la mayoria de los peces s€ les puede extraer sangre sin afectar su
viabilidad, y practicar cultivos in vitro (Wolfe et al. 1969), esto los hace ideales para
estudiar los efectos antes y después del estimulo (Blaxhall 1983 (B)). Otra ventaja es que
los medios de cultivo suelen ser los mismo que los empleados con peces homeotermos,
aunque con algunas especies marinas es necesario elevar el contenido de NaCl. La
temperatura tampoco representa un problema debido a que las células presentan un buen
crecimiento a temperatura ambiente, aunque en ocasiones se obtienen mejores resultados
cuando son expuestos los cultivos a los mismos rangos de temperatura a los encontrados
por los peces en condiciones naturales. En resumen, iniciar y mantener un cultivo de
células de peces, es mas sencillo que hacerlo con mamiferos, por lo que estas células son
atiles para conocer fenomenos biolégicos e incluso utilizarlo como material educativo
(Nicholson 1972). En estudios in vivo los estudios de bioacumulacion son importantes, por
ejemplo en la deteccion de PCBs que s¢ acumulan en el tejido epitelial, por ser el primer
sitio de contacto con esta sustancia, 0 en las gonadas, que es el sitio por donde se acumula
una parte importante del PCB, que solo es liberado al producirse la eyaculacion; ambos
tejidos pueden ser utilizados para identificar fenomenos de toxicidad especifica y de

destoxificacion (Denizeau e/ al. 1984).
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Segun Al-Sabti y Metcalfe (1995), las principales lineas de investigacion con peces somn.

e Rompimiento de ADN por compuestos aromaticos en tejido hepatico.

e Analisis de rompimiento de una sola hebra de ADN (alkaline unwinding ADN
assay).

e Anilisis de la produccion de ADN.

e Electroforesis de una sola célula en microgel, técnica disefiada originalmente
para determinar la respuesta de células de mamiferos, también ha demostrado
presentar buenos resultados en los peces.

e Sin embargo, algunas técnicas practicadas con éxito in vivo en los mamiferos
como las técnicas de metafase (intercambio de cromatidas hermanas Y
aberraciones cromosomicas) han sido dificiles de implementar en los peces,
debido al alto niumero cromosomico que presentan la mayoria de las especies
disponibles, y lo pequefio de éstos cromosomas; aquellas especies que tienen

cariotipos convenientes, como Umbra Sp, son dificiles de adquirir.
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TABLA L. Otras lineas de investigacion con peces

Comportamiento Fisiologia_
o  Quimiotaxis (evitar). e Frecuencia de ventilacion.

e Reotaxis positiva (facultad de ® Volumen de ventilacion o amplitud.
nadar contra la corriente).

o Movilidad. e Toser (frecuencia).

e Posicién y nado (locomocion). o Impulsos eléctricos.

e Deteccion de muerte.
Modificado de Balwin y Kramer (1994)

En suma, los estudios con peces se han centrado en la deteccion y cuantificacion
de los efectos, a nivel genético (mutaciones puntuales y cromosomicas), teratogenesis y
carcinogenesis; también se incluyen modelos matematicos (Malling 1972).

Cabe mencionar que la utilizacion de otros organismos, ademas de los peces, s
muy importante ya que permiten hacer una mejor estimacion de los efectos en los distintos
niveles de los ecosistemas. También, a mayor conocimiento del ecosistema, mejor sera el
poder de prediccion; en esto radica la importancia de la experimentacion toxicologica in

Vitro e in vivo.

LOS PESTICIDAS

La palabra pesticida es un nombre genérico aplicado a un grupo de compuestos
quimicos sintetizados por el hombre, destinados al combate de ciertos organismos que
ponen en peligro la produccion de alimentos, daiian a la salud de forma directa, 0 son

vectores de otros Organismos transmisores de enfermedades. Existen grandes clasifica-



18
ciones, y estas se originan dependiendo de la clase de organimos a los que afecta de

modo directo (Eblen y Eblen 1994).

La utilizacion de pesticidas "naturales” no es nueva, algunos de los mas antiguos
registros datan de 1,000 a.C., época en que se utilizaba el arsénico para controlar a los
insectos. Sin embargo, no fue sino hasta 1898 cuando son sintetizados en laboratorio los
primeros pesticidas, no siendo implementado su uso masivo sino hasta la década de los
treintas y durante la Segunda Guerra Mundial (Younos y Weigmann 1988).

Actualmente se tienen un registro de unos 25,000 pesticidas, los cuales incorporan
mas de 600 productos activos. El 65% son herbicidas, de 20-25% son insecticidas, y el
restante fungicidas (Eblen y Eblen 1994). En México el auge en la utilizacion de los
pesticidas inici6 en 1958, fecha en que el gobierno otorgo las primeras concesiones para su

fabricacion (Restrepo 1992).

Ventajas del uso de pesticidas

El balance hecho a los pesticidas, sefiala que no todo en ellos es negativo. En los
Estados Unidos su empleo ha reducido el esfuerzo laboral en un 75% e incrementado la
produccion agricola en un 280% (Eblen y Eblen 1994). A su vez, la Organizacion
Mundial de la Salud, ha estimado que gracias al uso del DDT, cerca de 1,000 millones
de personas han salvado su vida al no ser afectados por la malaria (Murty 1986). A nivel
mundial el 80% de los plaguicidas se aplica a ciertos cultivos de importancia alimentaria

[maiz (44%), soya (25%) y algodon (9%)]. Sin embargo, ain con la ayuda de los
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pesticidas, la perdida de cosechas contina alcanzando a nivel mundial un promedio

del 30% (Eblen y Eblen 1994).

Efectos indeseables de los pesticidas

Uno de los metabolitos del DDT, el DDE, ha sido sefialado como causa del adel-
gazamiento de la cascara de los huevos de gaviota, aguila y halcon por arriba del 20%,
dobla el tiempo de ovulacion en pinzones y provocar malformaciones en las crias de al-
gunos patos (Pime.n'tel 1971). Otro problema con los pesticidas es que destruyen algunos
de los enemigos naturales de la plagas, como es el caso de la catarinita (ladybird).
Ademas, los efectos en las especies naturales pueden ser indirectas, debido a que el
habitat se modifica, por ejemplo algunos pesticidas cambian la calidad del alimento uti-
lizado por organismos que no son el objetivo del control (Pimentel 1971). El destino de
los pesticidas en el medio acuatico es variado: puede ser volatizado, disolverse, perma-
necer suspendidos en forma cristalina, ser absorbidos a ciertas materiales, ser deposita-

das en el sedimento, 0 acumularse en los seres vivos (Younos y Weigmann 1988).

Ventas

En nuestro pais las ventas de los pesticidas estén distribuidas de la siguientes
forma: insecticidas (51%); herbicidas (31%); fungicidas (15%), y el restante 3% otros
agroquimicos. Hasta 1992 las ventas habfan aumentado en un 15% anual, alcanzando en

el mercado un valor de 80 millones de dolares anuales (Restrepo 1992).



Situacion en Baja California

En Baja California, especialmente en Sus regiones agricolas, se aplican grandes
cantidades de pesticidas; esto requiere de una amplia investigacion para identificar los
efectos en los ecosistemas de la region, asi como la determinacion de los posibles efec-
tos en la salud humana (Dukelberg ef al. 1994). En la region occidental de Baja Califor-
nia se han realizado diversos estudios sobre contaminacion, sobre todo en sedimentos
marinos, pero han sido pocos los estudios efectuados con organismos; en esta area des-
tacan los trabajos efectuados con el mejillon Mytilus californiensis utilizados para esti-
mar y contrastar los efectos toxicos y genotoxicos de las aguas costeras contaminadas y

de sitios de referencia (Chavez 1992, Marquez 1993).



CLASES DE EXPOSICION

Exposicion aguda (EA). El organismo de prueba es puesto en contacto con la
sustancia una sola vez. Frecuentemente los resultados son inmediatos, pero en
otras ocasiones se presentan efectos parecidos a las exposiciones cronicas. Re-
specto a la expectativa de vida del organismo, estas pruebas son rapidas (Rand y

Petrochelli 1985)

Exposiciones ~cronicas (EC). Los organismos son expuestos a bajas
concentraciones de una sustancia liberada de manera continua o con cierta
frecuencia durante largos periodos (semanas, meses, aiios). Esta clase de exposicion

puede inducir efectos rapidos, similares a los observados en la EA., ademas de otros

efectos de lento desarrollo.

o Exposicién suberonica. Se experimenta durante los periodos criticos de desarrollo

(huevo, embrion, larva) del organismo.
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TABLA IL Tiempo y frecuencia de las exposiciones

Tipo de exposicion Periédo de exposicién Frecuencia de exposicién
Aguda < 24 horas Simple o repetida

Subaguda <1 mes Repetida

Suberonica : 1-3 meses Repetida

Cronica > 3 meses Repetida

(modificado de Dougherty, 1998)

TABLA III. Procesos que enfrentan los Ee_sticidas en ¢l medio ambiente

Procesos fisicos Procesos quimicos Procesos biolégicos
Dilucién lonizacion acuitica Trasformaciones biologicas
Mezclas Hidrolisis Bioacumulacion

Oxidacton quimica

Fotolisis

Modificado de Younos y Weigmann (1988).
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L.OS FUNGICIDAS

La introduccion en 1870 de la enfermedad de la uva procedente de Estados Uni-
dos downy mildew (en inglés) en Francia, inici6 una amplia investigacion en busca de un
fungicida eficiente. En 1882 Millardet descubrio que las hojas tratadas con una mezcla
de sulfato de cobre resistian a la enfermedad (Agrios 1997).

Por otra parte, los compuestos a base de mercurio fueron introducidos en 1913,
pero fueron retirados en la decada de los sesentas por los efectos adversos que provoca-
ban en los ecosistemas. En 1934 se introdujeron nuevos fungicidas, como Tiram, for-
mulados a partir de los ditiocarbamatos, le siguieron Ferbam, Zineb, y Meneb. En 1965
se introdujo Carboxin, el primer fungicida sistémico, cuya principal caracteristica es la
intervencion directa en procesos metabolicos (Deacon 1984), le siguio el benzimidazol
Benomyl (Agrios, 1997). A pesar de la alta eficiencia reportada en primera instancia pa-
ra los fungicidas sistémicos, actualmente se han detectado lineas resistentes a ellos; la

resistencia ha sido atribuida a un gen estructural que codifica para la a-tubulina (Deacon

1984).

Benlate®

El fungicida Benlate®, también conocido como Tersan 1991, Benomyl®, y otros
nombres es, segun sus fabricantes, un fungicida seguro de amplio espectro (Agrios,
1997). Benlate® interfiere con los procesos nucleares. Una vez aplicado, la planta lo

transforma a metil benzimidazol-2-yl-carbamato (carbendazin) y este compuesto inhibe
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la polimerizacion de los microtiibulos del uso acromatico de los hongos, de ahi el

nombre de sistémicos (Deacon 1984). Uno de los primeros estudios con Benlate® fue el
efectuado en ratas por Sherman ef al. (1975), no encontraron ningun dafio asociado con
la reproduccion, teratogenesis, y mutagénesis en ratas. Sin embargo, en otro estudio
efectuado poco antes por Styles ef al. (1974) reportaron alteraciones celulares (ver
TABLA IV).

Uno de los principales motivos de preocupacion por el fungicida Benlate®, que
es un benzimidazol, es que tiende a sustituir a las purinas, que son importantes compo-
nentes del ADN (Rankin ef al. 1977) y que interrumpe la polimerizacion de los microti-
bulos. Es importante sefialar que la toxicidad que un compuesto quimico infringe sobre
una especie, no necesariamente lo hace sobre otra; este es el caso de los peces, en quie-

nes Benlate® induce una respuesta toxica diferente (ver TABLA V).



Tabla 1V

25

Descripcion Técnica del Fungicida Benlate®

Nombres comerctales:

Nombre quimico:

Fomula condensada
Metabolito primario en
mamiferos y productos de
degradacion en el ambiente
Usor

Categona toxicologica:
Tipo:

Incompatibilidad:

Persistencia:

Benomyl, Benlate® 50, Tersan® 1991, Fungicida 1991, Fundazol.
Acido carbinico,[1-(butilamino)carbonil|- 1H-Benzimidazol-2-1} -
_metil ester; Sinonimo: Metil-1-(butil carbamil)-2-
benzimidazolcarbamato,

CraH1sN4Os

Carbendazin

Fungicida agricola

v

Sistémico del grupo de los benzimidazoles
No debe mezclarse con aceites

Poco pesistente

Efectos advessos en ¢l ambiente: Toxico para los peces

Ffectos adversos en la salud:

Precauciones:

Tratamiento en caso de
ntoxicacion:

Presentacion:
Forma de aplicacion:

Analisis

Distribucion de la mezcla

Ventas mundiales

Ligeramente peligroso, penetra al Organismo Por ingestion,
inhalacién y a través de la piel

Las generales para la mayosia de los plaguicidas.

Sintomatico.

Grinulos dispessables.

Se aplica sobre el follaje.

Extraccion con solvente orginico, pusificacion de la extraccion con
un procedimiento liquido-liquido, y convercion del residuo a
cacbendazin. Niveles residuales son analizados con HPLC o con

nmunoensayo.

Material téenico, 99%; polvo humectante, 50%; metil-2-2
benzimidasol =carbamato, 99% (MCB metolite)

US $290 Millones. Corresponde al 50% de la ventas de los




Uso en el mundo

Reacciones adversas

Contaminacion (tratamiento):

Implicaciones en el embarazo

Uso en México

benzimidazoles.
Registrado su uso en mis de 50 paises paga mis de 70 cultivos.
Cardiacas: edemi

Dematologica: dermatitis, eczemi, fotosencibilizacion,
hipe(pigmenmcién, eritema dermal.

Ocular: conjuntivitis.
Respiratoria: tos.

Onal: lavado; ocular: ietgar con solucion salina abundante dermal:
Javar con agua y jabon; remover toda la ropa.

Terapia de soporte: esteroides para tratar la dermatitis cutinea.
Teratogénico en roedores (dosis > 100 mg/Kg/dia).

Autorizado (Restrepo 1992)




TABLA V. Sumario de Toxcicidad Aguda de Benlate®

Organismo de Peso Temp DL50 Organismo de ~ Peso Temp DL50
prueba (gr) (°C) 1C 95% prueba (gr) (°C) IC 95%
I (ng/L) [ (74  H—
Trucha arcoiris 1.2 12 170 D. puiex 1, 16 680
(120-230) -
Ifathead Minnow 0.9 22 2,220 G. lacustris M 21 78
(1,590-3,049) (54-113)
Bagre 1.2 22 29 Pteronarcys YC, 15 <18
(22-37)
Bluegill 0.9 22 850 Cutthroat trout 1.0 13 9
(550-1,300) (8-10)
‘I'rucha arcotris 1.0 12 310 Trucha arcoiris 1.0 13 18
(250-390) (15-20)
Fathead minnow 0.5 22 1,900 Goldfish 1.0 18 348
(1,430-2,530) (261-466)
Bagre 1.2 22 28 Fathead minnow 1.0 18 125
(21-34) (96-164)
Bluegill 0.6 22 . 1,200 Bagre 1.1 18 105
(990-1,590) (85-129)
‘T'rucha arcoiris 0.2 12 370 Bluegill 1.5 18 67
(268-510) (51-96)
Bagre 0.8 22 16 Largemouth bass 0.8 18 41
(11-23) (36-47)

T'ormado de Usited States Department of the lnterfor Fish and Wildlife Serical Resource Publication 137. Washinton, D.C. 1980.

27
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LOS CITOTOXICOS

La primera evidencia de produccion de cancer por agentes ambientales data de
1775, cuando Percivall Pott encontro que el oficio de desollinador se correlacionaba con el
cancer de escroto (Friedberg ef al. 1994). En los afios cuarentas s¢ encontro que si dos
sustancias se aplicaban por separado sobre la piel de un conejo, no sucedia nada, en cambio
la aplicacion conjunta de ellas era capaz de producir tumores cancerosos. Hoy se sabe que
esto es el resultado de un efecto sinérgico entre ambas sustancia, una actia como iniciador
y la segunda como promotor de tumores; hoy se sabe que son sustancias carcinogeénicas, y
actuan produciendo efectos especificos sobre el ADN. También son conocidos los
promutagneos, que son sustancias que unicamente dentro de un sistema biologico son
capaces de inducir la formacion de tumores; el pesticida Aloclor induce mutaciones en
procariotes y eucariotes s6lo después de que ha sido activado por el metabolismo de ciertas
plantas (Dunkelberg 1994). Las aberraciones cromosomicas abundan en las celulas
tumorales, La célula humana posee normalmente 23 cromosomas, sin embargo, las células
tumorales estan caracterizadas por presentar aneuploidias y translocaciones. Como regla
cada tumor presenta su propio conjunto de anomalias, sin embargo algunas anomalias
recurren en todos los tumores, cOmo el llamado cromosoma Filadelfia, que se produce por
una fusion de los cromosomas 9y 22, que es caracteristico de cierta clase de leucemia y el
linfoma de Burkitt (Lodish et al. 2000).

Las sustancias carcinogenas se han encontrado en el aire, el agua, lugares de
trabajo, medicinas y en los alimentos (Prescott y Flexer, 1982); muchas de ellas son

generadas como subproductos de una combustion incompleta de compuestos organicos
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(carbén, petroleo, tabaco) (Morrison 1987). Por ejemplo el benzo[a]pireno es un

subproducto de la combustion que se acumula en las parrillas para asar y en el hollin de las
chimeneas. En el higado el benzo[a]pireno se convierte en epoxi diol que induce
;nulaciones, las que a su vez promueven un crecimiento descontrolado de cietas clases de
células hepaticas (Carey 1999). Quimicamente, los carcinégenos son sustancias
electrofilicas que sufren ataques nucleofilicos por los nucledtidos presentes en las bases del
ADN (Morrison 1987). Sin embargo, actualmente no se tienen evidencias completas de que
la frecuencia de las enfermedades genéticas se haya elevada como resultado de la
exposicion a firmacos o sustancias ambientales (Cortinas de Nava et al. 1984).

Actualmente la investigacion se centra en los oncogenes, pero no se descarta que
ciertas sustancias quimicas presentes en el medio ambiente contribuyan también a la

carcinogénesis, llegando a actuar de forma sinérgica con los oncogenes.

Formacién de los micronicleos
I. Durante la anafase, una cromatida céntrica y un fragmento cromosémico se retrazan
del resto de los cromosomas, los cudles se mueven hacia los polos del uso. El
micronticleo (MN) se origina cuando el fragmento queda fuera del niicleo (Al-Sabti
1991).
2. El elemento retrazado podria quedar dentro de la célula hija, pero el MN tendrd un
tamaiio, en mamiferos, que alcanza de 1/5 a 1/20 del didmetro del nticleo principal.

En peces en MN puede ser mucho menor debido a que los cromosomas de los

peces son més pequefios, por o que un micronticleo puede tener un tamaiio de 1/10
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a 1730 del tamaiio del nucleo principal. La presencia del MN depende de la

cinética de division celular del tejido estudiado; este a su vez depende de la clase de
tejido, la condicion del pez, y el ambiente (temperatura). Por lo anterior no es
posible establecer un tiempo de cosecha preciso. Sin embargo, si se agrega
citocalasina-B a los cultivos, las células son bloquadas en su citocinesis, sin impedir
la division de los nicleos, de esta manera Se observa una célula binucleada y, si lo
presenta, un MN.

3. No todos los MN se orignan por agentes clastogénicos, por ejemplo pueden
originarse por una no disyuncion provocada por una exposicion a un toxico del
uso. Sin embargo, el mecanismo por medio del cual se generan los MN en los
peceS no esta totalmente claro, asi como tampoco la interaccion entre el toxico y
las poblaciones de células. Es probable que muchas de las sustancia que
producen los MN no son clastogenas, y que el microntcleos sea el producto de
una inactivacion de las fibras del uso. En los peces, las células mas estudiadas son
los eritrocitos, ya que son células abundantes, faciles de distinguir y poseen nucleo;

se prefiere contar los eritrocitos periféricos.
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Principios de la técnica

1. Mientras que durante la anafase los elementos céntricos quedan dentro del nacleo,
los acéntricos tienden a quedar fuera del nticleo, dando origen a nucleos anormales.
Durante la telofase; el fragmento acéntrico quedara incluido en la célula hija en
forma de MN. Si las fibras del uso se ven afectadas también sera generado un MN,
aunque tienden a ser mas grandes que los fragmentos acéntricos.

2. Los MN pueden ser localizados en las siguientes células de la médula osea.
mielocitos, mieloblastos y eritroblastos, en las células con poco citoplasma es facil
confundir a los MN con los bordes rugosos del nucleo, por lo que no son
recomendables para esta clase de estudios.

3. En los eritrocitos de los mamiferos los microntcleos son faciles de localizar, ya que
por alguna razon desconocida mientras que el nucleo principel es expulsado los MN
perduran.

4. En los mamiferos, los eritrocitos jovenes (< 24 horas), se tifien de color rojo,
mientras que los eritrocitos maduros se tifien de azul. Exceptuando a los eritrocitos,
la morfologia de otras células no revelan si ha ocurrido mitosis durante el periodo
de prueba.

5. Tipicamente las células con MN presentan solo uno, aunque no @s raro encontrar
dos o mas. La forma de los MN es redonda, o de almendra; si los cuerpos
encontrados difieren de la anterior descripcion deberan  ser clasificados esos

encuentros de otra manera.
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6 Durante un experimento, la tasa mayor de produccion de MN ocurre entre el
primer y quinto dia. Sin embargo, lo anterior dependera de la especie
(homeotermos, poiquilotermos) y de algunas variables ambientales (temperatura),
En estudios con peces por ejemplo, éstos deberan ser sacrificados a diferentes
intervalos de tiempo, hasta no lograr un procedimiento estandar con ellos. En
pruebas in vitro, s€ debe esperar unos 5-6 dias para cultivar los eritrocitos, en
contraste con los mamiferos que tardan 72 horas (Schmid 1975).

7. Para obsefvar los MN se puede utilizar naranja de acridina, citocalasina-B,
reactivo de Shiff, Giemsa.

8. Para evaluar el poder clastogénico de una sustancia, se deben contar por lo menos
1,000 células de cada individuo (Lovell ef al. 1989); Al-Sabti y Metcalfe (1995)
sugieren contar hasta 4,000 células para detectar el efecto de los clastogenos
débiles. Para células bloqueadas con citocalasina-B es suficiente contar 500 celulas.
También existen técnicas automatizadas como la citometria de flujo, la cual permite
contar hasta 50,000 células rapidamente. A pesar de estos estandares bien
establecidos, no es extrafio encontrar €n la literatura que distintos laboratorios
hagan identificaciones y clasificaciones diferentes; de ahi la importancia de
establecer procedimientos estandar (Schmid 1976).

9 La clase de célula por estudiar debera presentar una tasa de division celular alta y
ciclo de division bien conocido. En los seres humanos lo anterior no reviste

problemas porque €s bien conocido el ciclo celular, pero en otros, como los



teleostos. se sabe poco, basicamente por la

metabolismo.

Ventajas de la técnica de microntcleos

naturaleza poiquiloterma de su

1. Esun método mas sencillo, pero menos preciso, que el analisis cromosomico.

2 Al-Sabti y Metcalfe (1995) sefialan que la técnica de MN, comparada con la

cromosomica, presenta la siguientes ventajas:

a La frecuencia de aberraciones en las cromatidas es baja, tipicamente menor de

0.5%. Sin embargo, en cultivos de células

es posible aumentar esta cantidad,

debido a factores poco controlados durante el cultivo.

b. Los micronucleos que S€ originan espontaneamente en los eritrocitos

policromaticos es del orden de 3 o/oo y se mantiene constante.

¢. La prueba responde bien a bajas concentraciones con sustancias que

normalmente provocan rompimientos CromosoOmicos.



ANALISIS ESTADISTICO Y MATEMATICO
El anilisis probit

De todos los métodos disponibles para calcular la ED50 (effective dosis 30), la
técnica probit es la mas utilizada en toxicologia y farmacologia (Abel y- Axiak 1991).
Otros métodos como el de Sperman-Kirber producen los mismos resultados, pero tienen
el inconveniente que debe tenerse registro del 0 y del 100% de la mortalidad en los dife-
rentes tratamientos para efectuar los calculos; con la técnica probit basta una respuesta
del 20-80% para efectuarlos (Wardlaw 1985). Sin embargo, el principal inconveniente
con esta técnica es que los calculos resultan largos y tediosos cuando son aplicados
completamente, pero se dispone actualmente de programas de computo que los hacen de
forma automatizada, permitiendo calcular la ED30 y los limites de confianza (Wardlaw
1985). El método original fue desarrollado por Gaddum (1933) y Bliss (1934-1935)
(Finney 1952), pero resultaba muy elaborado para implementarlo con sencillez; una
sustancial modificacion fue hecha por Lithfield y Wilcoxon en 1949, al sustituir los
calculos matematicos por una rapida solucion grafica, que tiene como unico

inconveniente la subjetividad de los resultados (Newman 1995).

La idea basica de la técnica probit se basa en las siguientes premisas (Goldstein 1962):
| Para datos biolégicos la transformacion lagaritmica es mejor (Mead y Cur-

now 1983).

5 Ante los toxicos los sistemas biologicos presentan una respuesta gradual.

-
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. Si es graficado el logaritmo de la dosis en el eje Xy la respuesta en el eje

Y. se obtiene una curva sigmoide, que para la mayor parte de la respuesta
tiene forma lineal. Esto significa que en "grandes” rangos de la respuesta se
tendra una "incremento" lineal.

. Con fines estadisticos la curva log dosis-respuesta tiene una distribucién de
frecuencia acumulativa normal.

. Cuando la respuesta que se esta midiendo es cuantitativa, en el sentido de qué
responde ‘0 no, el punto medio de la curva serd el equivalente a la CMS50
(concentracion mediana efectiva para el 50%, EDso, en inglés).

. Las dos caracteristicas principales de toda curva dosis-respuesta son su posi-
cion con respecto al eje X, y su pendiente. Por lo tanto, si dos sustancias
tienen el mismo efecto, pero solo difieren en potencia, las pendientes de sus
curvas deberan ser iguales. Por el contrario, pendientes distintas implicaran
mecanismos de accion diferentes.

. El eje Y se mide en desviaciones normales equivalentes (DNE), cuyo valor
cero corresponde al 50% de los individuos, una unidad por encima (+) o por
debajo (-) corresponde a un desviacion estandar (aproximadamente un 34%).
Asi, una DNE de | corresponderd al (50% + 34%) = 84% de los individuos,
en tanto que una DNE de -1 correspondera al (50% - 34%) = 16%.

. La modificacién hecha por Bliss a los DNE resulté en la escala probit. Esta
consistio en agregar +5 a la DNE para eliminar los nimeros negativos (Bliss

1957), asi mientras la DNE iba desde -3 a +3, con el +5 agregado la escala
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probit presenta un rango de 2 a 8. El punto 5 en la escala probit

corresponde a la respuesta del 50%, un probit de 6 corresponde a la respuesta
del 84%, mientras que un probit de 4 corresponde a la respuesta del 16% de
los individuos, un probit 3 al 3% (aproximadamente), etc.

9, La principal ventaja del método es que provee la CL50 y los limites de con-

fianza rapidamente.

Es importante sefialar que la técnica probit no establece niveles de seguridad,
simplemente es util para, por ejemplo, comparar la respuesta toxica de sustancias dis-
tintas, o en una sustancia aplicada en concentraciones diferentes sobre una especies, 0

entre especies distintas.

Interpolacion

La determinacion grafica de la CLS0 se efectua por la técnica de interpolacion
manual. El punto 5 de la ordenada (eje Y) en escala probit corresponde a un 50% de
mortalidad, a partir de este punto s¢ tiende una recta perpendicular a la ordenada hasta
intersectar la recta. En el punto de interseccion de la recta se tiende otra recta paralela a
la ordenada, hasta intersectar la abscisa (eje X). El punto de interseccion con la abscisa
corresponde a la dosis (transformada a log), capaz de provocar la muerte del 50% de los

organismos (CL50) (Newman 1995, 1998),



Cileulo de los intervalos de confianza con la Ecuacion de Litchfield y Wilcoxon

La principal ventaja del método de Lithfield y Wilcoxon (L-W) es que permite
calcular los intervalos de confianza al 95% de la CL50 (Goldstein 1962) de forma rapida
y sin tantos calculos matematicos. Usualmente se utiliza papel semilogaritmico y se gra-
fican los datos preeliminares de toxicidad, pero sin contar las mortalidades 0 y 100%
(Newman 1995), enseguida se tiende una linea preliminar a través de los puntos, en es-
pecial entre los puntos 40 y 60%. Utilizando la linea se extrae la concentracion corres-
pondiente a 16%, 50% y 84%; éstos porcentajes equivalen a 4, 5 y 6 unidades probit

respectivamente, éstos valores corresponden a la CL16, CL50 y CL84 (Newman 1998).

CL84 4 CL50
§-CL50 CL16
2
Para calcular el intervalo de confianza menor se resta S de la CL50; para calular

el intervalo de confianza superior se suma S a la CL30, quedando asi establecidos los

intervalos de confianza al 95% (Newman 1995).



MATERIAL Y METODOS

La eleccion de las especies para el presente trabajo se hizo con base en dos crite-
rios: 1) no poner en riesgo ninguna especie nativa (ambas especies son introducidas), ¥
2) que ambas cumplieran con los criterios internacionales establecidos para las especies
de peces biomonitoras. El pez espada Xiphophorus helleri es exotico, y se presenta uni-
camente en los Arroyos San Ignacio y San Pedro; el pez mosquito Gambusia affinis, se

localiza en B.C. unicamente en el Noroeste y la region del Cabo (Ruiz-Campos ef al (en

prensa))

TABLA VI. Comparacion de un pez biomonitor ideal contra las especies utilizadas
en este trabajo:

Pez biomonitor ideal G. aftinis X. helleri
1. Amplia distnibucion geogrifica St No
2. Especie abundante Si No
3. Ecologicamente importante St St
4. Facil de transportar Si St
3. Cultivo sencillo Si St
6. Adaptable a condiciones de laboratono Si St
7. Ciclo de vida corto St St
8. Madurez suxual temprana St Si
9. Abundante progenic S Si

Modificado de Courtney 1984
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COLECTA DE LOS PECES
Pez espada Xiphophorus helleri

Los peces espada Xiphophorus helleri fueron colectados en el Arroyo San lgna-
cio, B.C.S. Para capturlos se utilizaron cinco trampas sardineras (tipo Minowiramp, en
inglés) a las que se les afadié un cebo consistente en pequefios trozos de tortilla de
harina (Alaniz 1995). Las trampas fueron colocadas en la parte mas baja del arroyo, asi
como en el canal que lo rodea, ambas con profundidades entre los 30-90 cm; las trampas
permanecieron en el agua de 2-12 horas. Se colectaron aproximadamente 400 peces. Los
peces capturados fueron depositados en un recipiente para agua marca IGLOQ de 10
galones de capacidad. Desde el momento en que los peces fueron retirados del cuerpo de
agua hasta su llagada al laboratorio se les suministro aereacion constante. Para oxigenar
el agua se utilizaron dos bombas portatiles marca PENN-PLAX Silent Air B10, que fun-

cionan con dos baterias de 1.5 voltios.

Pez mosquito Gambusia affinis

Los peces mosquito Gambusia affinis fueron colectados en el arroyo La Mision.
o arroyo de Guadalupe, localizado a 35 Km al norte de Ensenada y a 65 Km al sur de
Tijuana en el estado de Baja California (Cabrera 1997). La captura se realizo en la re-
gion norte del arroyo, caracterizada por la presencia de sitios poco profundos, con poca
circulacion de agua y charcas con una gran cantidad de materia organica en descomposi-

cion. En éstos sitios la abundancia de los peces mosquito fue =99%. Tambien se efectu-
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aron muestreos prospectivos en zonas abiertas. profundas y con poca vegetacion. pero
no se encontraron peces mosquito. La colecta se realizo durante la primavera y el otofio.
Para capturar a los peces se utilizo un chinchorro sardinero (3.5 mm de luz), el
cual fue arrastrado por distancias de 5-20 m por diferentes charcas y canales con profun-
dad de 30 a 100 cm. Los peces capturados presentaron mortalidad >20% debido a que
durante el arrastre se levanto una gran cantidad de lodo, lo que propicié eventos de an-
oxia. Inmediatamente después de la captura los peces fueron lavados y transferidos a un
deposito con agua limpia y con bombas de aereacion portatiles. Los peces sobrevivientes
fueron transportados a las instalaciones del bioterio de la Facultad de Ciencias de la
U.AB.C.. transcurriendo aproximadamente 1 hora entre el momento de la captura y la
depositacion de los peces en el estanque principal. Se capturaron aproximadamente 800

peces,

Mantenimiento en el laboratorio

Los peces capturados permanecieron en las instalaciones del bioterio y en el la-
boratorio de Genética de la la Facultad de Ciencias. U.A.B.C. hasta su utilizacion en los
diferentes experimentos. Los peces fueron colocados en estanques de fibra de vidrio de
200 litros de capacidad, los cuales fueron lavadas y desinfectadas previamente con cloro
diluido en agua, después se les acondiciono el filtro biologico, el cual se dejo “madurar”
durante 15 dias previos a la introduccion de los peces capturados. La aereacion en el
bioterio se efectuo con ayuda de dos bombas de aire estacionarias automaticas; en el

laboratorio se utilizaron 6 bombas eléctricas portatiles Challenger [
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Durante las primeras 72 horas posteriores a la colocacion de los peces en las pe-
ceras, no les fue suministrado ninguna clase de alimento. Esto se hizo con el fin de
eliminar a los individuos mas débiles. enfermos o heridos durante la captura y el trans-
porte. La alimentacion consistio en hojuelas TETRA® especialmente formuladas para
peces tropicales; el alimento se les proporciond dos veces al dia, la cantidad emplada fue
aquella que podian consumir dentro de los primero < 5 minutos despues de que era
anadido. Los peces que morian eran retirados en cuanto se les detectaba y ocasional-
mente se sacrificaron a los peces que mostraban un marcado deterioro fisico. En ninguna
de las dos especies utilizadas se registraron mortalidades de > 10%; cualquiera que haya
sido la causa de estas muertes, no parecio afectar la viabilidad del resto, ya que vivieron

en el estanque durante semanas sin ningan sintoma aparente de enfermedad.

Pruebas toxicolgicas: Determinacion de la CLS0
Las pruebas de determinacion de la concentracion letal (CL50) se llevaron acabo
utilizando acuarios, bombas de aereacion, peces y diversas concentraciones del fungici-

da Benlate®,

Procedimiento:
1. En cada tratamiento se utilizaron 10 peces, asi como en su respectiva réplica.
Cada uno de los experimento tuvo un disefio diferente, por lo que la cantidad
de peces empleada fue diferente en cada uno. Los peces fueron extraidos al

azar del acuario principal, poniendo suavemente en movimiento ¢l agua para
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que los peces no se mantuvieran agregados. Los peces fueron capturados en
distintas partes de acuario, asi como en diferentes profundidades. Para la
captura se utilizo una red de acuario convencional. La captura se hizo en
periodos de dos minutos aproximadamente para no estresar a los peces. pro-
cediendo a reiniciar el proceso después de algunos minutos. No se hizo dis-
tincion de sexo o tamaio del pez para utilizarlos en los experimentos.

Cada pez extraido de la manera descrita, fue asignado al azar a cada uno de
los diferentes tratamientos. Para la asignacion se utilizd una calculadora
cientifica de bolsillo CASIO FX-115W, la cual es capaz de producir numeros
al azar entre 000 y 999, éstos numeros fueron divididos entre la cantidad de
acuarios a utilizar; por ejemplo en un experimento se utilizaron 14 peceras,
por lo que un nimero aproximado de 71 (999/14=71), de esta forma el primer
acurio le fue asignado el intervalo de: 000-071, al segundo 072-143, etc. Una
vez rotulados los acuarios con sus respectivos intervalos de numeracion, cada
pez extraido se asigno a los diferentes tratamientos segun el nimero arrojado
por la calculadora en ese momento, cuando alguno de los acuarios, por azar,
completaba la cantidad de peces asignados, y en caso de qué algun pez recien
extraido cayera dentro del intervalo de este, simplemente se volvia a pedir un
nuevo numero al azar a la calculadora. La asignacion de los peces de la forma
anteriormente descrita, se hizo con el fin de evitar cualquier sesgo en la
asignacion de los peces a los diferentes tratamientos (Gelber ¢ al 1985). A su

vez. cuando todos los peces estuvieron distribuidos en las diferentes peceras.
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estas fueron sorteadas para asignarlas al azar a un determinado tratamiento.
En cada uno de los experimentos se repitio el mismo procedimiento. menos
en los acuarios destinados a contener a los controles.

Los acuarios empleados para los experimentos contaron en todo momen16
con aereacién continua, la manguera utilizada conto con piedra para dis-
minuir el volumen de las burbujas y mejorar la aereacion; no se suministro
ninguna clase de alimento durante los experimentos.

Al inicio y al final de cada experimento se registraron algunos parametros
fisicoquimicos (oxigeno disuelto, porcentaje de saturacion de oxigeno,
dureza, conductividad eléctrica , pH, y temperatura). La medicion de los
parametros se realizo dentro de la primera hora después de iniciado el ex-
perimento, para ellos se tomo una muestra de unos 2 L aproximadamente, La
lectura de los parametros se hizo de forma automatica, para ello se utilizo el
analizador portatil Hidrolab Scout 2. Previamente los sensores del analizador
fueron lavados con agua destilada y desionizada. Para determinar los
parametros fisicoquimicos se cuido en tomar las muestras en orden ascen-
dente de concentracion de pesticida (0 hasta el mas alto). Una vez medidos
los parametros, la muestra fue devuelta al acuario del cual se tomo.

La observacion y registro del comportamiento v sobrevivencia de los peces se
hizo en los siguientes tiempos: 0.5, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48. 72, 96 horas, y des-

pues diariamente (Sprage 1990; Abel v Axiacl991)
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6 Los individuos muertos eran retirados en cuanto se les detectaba. Para la ex-
traccion se utilizo una red diferente para cada tratamiento; tambien se registro
el tiempo en que se detectaba a los peces muertos,

7. En algunos experinﬁentos (ver el protocolo de cada uno) a los peces sobre-
vivientes se les coloco en baiios de recuperacion que contenia agua limpia y
oxigeno; no se les suministro ninguna clase de alimento, solo se registro el
comportamiento y la sobrevivencia que presentaron.

S Una vez concluido el experimento, se procedio a laver con abundante agua y
jabon cada acuario, asi como llenarlos de agua y dejarlos asi durante dos dias.
Trascurridos dicho tiempo eran de nuevo vaciados y vueltos a lavar; este
proceso se repitio tres veces en cada experimento para eliminar la mayor

cantidad posible de trazas del pesticida.



Estudios genotdxicos ¥ citotoxicos

Los peces que sobrevieron al experimento 5 con el pez mosquito Gambusia affi-
nis fueron sacrificados para obtener una muestra de sangre. con la sangre s¢ preparara-
ron laminillas para estudiar los eritrocitos, mientras que el experimento 7, que fue reali-

zado con los peces espada, se diseio para estudios genotoxicos.

Obtencion de la sangre

Para obtener la sangre se practico una insicion con un bisituri en la region dorso-
craneal (nuca) de los peces, tras lo cual fueron colocados boca abajo para que fluyera
una mayor cantidad de sangre por la herida, procediendo después a colectarla en un
portaobjeto nuevo, el cual previamente fue lavado con agua jabonosa, y enjuagado con
alcohol diluido en agua destilada (50:50). Con la sangre asi obtenida, se realizo un frotis
por pez, que se dejo secar sobre una plancha metalica calentada a 45 °C para acelerar el
proceso de secado. Después se procedio a tefiir la laminlla con el colorante de Giemsa
(1mL solucién madre : 1mL de buffer de Sorensen : 18 mL de agua destilada), durante
10-12 minutos. Los mejores tiempo de tincion fueron establecidos previamente con Otros
peces en pruebas piloto. E] analisis microscopico se hizo con el método ciego, para lo
cual a cada laminilla preparada se le aplico una clave gue cubria las caracteristicas del
tratamiento al que estuvo sujeto el pez del cual procedia esa sangre. Esta marca fue re-
movida unicamente cuando finalizo el analisis microscopico y se procedio al analisis
estadistico de los datos. Para el analisis microscapico se utilizo un microscopio optico

Bausch & Lomb. La evaluacion de las laminillas se efectuo con un aumento de 1.000 X.
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En cada una de las laminillas preparadas fueron analizados 1.000 eritrocitos de

sangre periferica.

Anilisis de los resultadosS

El anilisis de los resultados se hizo utilizando el programa PRIMER (McGraw-
Hill, 1987) para dos. La interpolacion de las graficas para el calculo de la CL50 se hizo
con el programa SIGMA PLOT v. 5, los calculos se hicieron con Excel 97 y calculadora

de bolsillo.



‘'ABLA VII. Experimentos llevados acabo (forma y proposito)

Exp.

(2

0O

Propésito

Tratamientos

Contrastar ¢l cfecto producido por Benlate® en el pez
mosquito, ¢n las mismas concentraciones utilizadas en un
trabajo previo (Silva 1997).

Probar ¢n los peces mosquito 5 concentraciones de Ben-
late®, que aumentan en progresion geométrica.

Probar en los peces mosquito 5 concentraciones de Ben-
late®, todas, menos una, no utilizadas en ¢l experimento 2
(¢fectos subletales).

lixperimento con tres de las utilizadas en ¢l experimento 3
(repeticidn con dosis subletales).

Repeticion ded experimento 4 con dos de las concentracio-
nes.

lixperimento con ¢l pez espada con cuatro de las concen-
traciones utilizadas en ¢l experimento 2 con el pez mos-
GuIto.

lxpermento con espada con seis concentraciones distintas
de Benlate® para anlists de genotoxicidad y citotoxicidad

Cuatro tratamiento y un control
con una réplica ¢/u.

-

Cinco tratamiento y un control,
cada uno con una réeplica

Seis tratamicnto y un control,
cada uno con una réplica

.

I'res tratamicntos y un control,
cada uno con su réplica

Dos tratamicnto y un control,
cada uno con su réplica

Cinco tratamicntos y un control,
cada uno con una réplica

Scis tratamiento y un control,
cada uno con una réphca.

Concentracion

‘de Benlate®

1.6, 2.6, A0y 500
mg/1.

32,63, 125, 250 ¥
500 mg/ L.

_ 2

=

4,8, 16y 32
mg/1.

2, 4y 8 mg/l

4y 8 mg/L

16, 32, 63, 125 y
250 mg/1.

1 2

N e

4,8, 16y 32
mg/1.
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RESULTADOS

ASPECTOS ETOLOGICOS Y FISIOLOGICOS DE LOS PECES
Comportamiento -

Aunque no se llevd acabo ningtn registro pormenorizado, se observo que los pe-
ces sometidos a los diferentes tratamientos con el fungicida Benlate® presentaron un
marcado descenso en el movimiento natatorio con respecto a los controles; este com-
portamiento motriz se observo poco después de ser introducidos en los tratamientos. Los
peces en los controles no disminuyeron su movilidad normal durante todo el experi-

mento, excepto en aquellos peces que posteriormente murieron (Fig. 1).

Brianquias

Las branquias de los peces tratados mostraron un rapido congestionamiento, con
el consecuente enrojecimiento de los filamentos; incluso parte del opérculo presento un
enrojecimiento notable con respecto a los controles. El movimiento que presentaron los
operculos fue notablemente mayor que el de los controles, sin embargo, éste movimiento
decayo marcadamente en los dias subsecuentes hasta llegar a constituir solamente un

ligero movimiento en lapsos relativamente prolongados.

48
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Figura No. 1. Grafica del comportamiento de locomocién experimentado por los peces
mosquito Gambusia affinis expuestos a 6 diferentes concentraciones del fungicida Ben-
late® durante el experimento 2.



Comportamiento de las hembras y los alevines

Invariablemente. todas las hembras sometidas a algun tratamiento. por minimo
que fuera, tendieron a presentar partos en un tiempo menor a los 30 minutos a partir del
momento en que fueron introducidas en los acuarios: los alevines presentaron un nado
acelarado en el momento de nacer, acudian a la superficie abriendo su boca, asi perman-
erieron algunos minutos; despues disminuyeron considerablemente su movimiento, hasta
quedar postrados sobre en fondo del acuario. La mayoria murio en pocas horas, aunque
se llegaron a registrar alevines sobrevivientes en los tratamientos menores, por lo menos
24 horas, sin embargo no se registro sobrevivencia posterior porque los juveniles se per-
dian en el recambio diario del agua. En una ocasion fueron colocados 5 alevines en un

frascon con agua limpia, pero murieron dentro de las siguientes 72 horas.

Comportamiento de los machos

Todos los machos del pez espada Xiphophorus helleri, y un poco menos los del
pez mosquito Gambusia affinis, son territorialistas, sin embargo, se observo que en los
peces sometidos a los diferentes tratamientos este comportamiento desaparecio, presen-
tandose incluso el caso de agregacion de varios individuos en ciertas regiones del
acuario. El libido de los peces tratados se redujo a cero, no asi en algunos de los machos

de los controles. en los cuales se observaron avances normales con las hembras.
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Condicion de los peces

En los experimentos con duracion de una semana. se observo un marcado des-
censo en la condicion de los peces, presentandose un rapido adelgazamiento, sobre todo
en los machos; este fenomeno se¢ resistro tanto para los peces experimentales, como en
los controles de ambas especies estudiadas; la evaluacion fue visual y se hizo al con-
trastar a los peces de los experimentos con los peces que permanecieron en el acuario

reservorio para futuros experimentos.

PARAMETROS FISICOQUIMICOS

Los parametros fisicoquimicos evaluados en cada experimento fueron seis: tem-
peratura, pH, salinidad, porcentaje de saturacion de oxigeno, oxigeno disuelto (p.p-m.), ¥
conductividad eléctrica. Como se establecio en la seccion de material y métodos, estos
parametros fueron cuantificados al inicio y al final del experimento (Fig. 2).

En general, los parametros evaluados no mostraron en ninguno de los experi-
mentos realizados se observaron variaciones marcadas entre el inicio y el final de los
experimentos, con la excepcion de el porcentaje de saturacion del oxigeno y del oxigeno

disuelto en los cuales ocurrieron las mayores variaciones.
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Figura 2. Pardmetros fisicoquimicos al inicio y al final del primer experimento con el
pez mosquito Gambusia affinis..
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Experimento 1. Peces mosquito Gumbusia affinis aclimatados durante cuatro gen-
eraciones en acuarios de la Facultad de Ciencias sometidos al fungicida Benlate®

En el primer experimento con el pez mosquito Gambusia affinis se registro una
mortalidad muy similar en los tratamientos con la concentracion mas baja de Benlate®,
incluyendo el control (Fig. 3).

En el experimento fue notable la muerte de un 30% de los controles, cifra que in-
cluso rebaso al porcentaje alcanzado por los peces sometidos a la segunda dosis mayor
(40 mg/L); también se registro un comportamiento paralelo en el indice de mortalidad
alcanzados por ar;xbos tratamientos, excepto durante el Gltimo dia, cuando los controles
rebasaron en un 10% la mortalidad de los peces sometidos a la concentracion de 40
mg/L. Ambos tratamientos presentaron un comportamiento similar durante todo el ex-
perimento, excepto durante el altimo dia, cuando los controles superaron la mortalidad
presentado por los peces sometidos a 40 mg/L..

En los tratamientos de 1.6, 2.6 y 40 mg/L, no se presentaron eventos de mortali-
dad masiva en el trascurso de los dias; [lama la atencion de que la mortalidad menor
(10%) ocurrio en el segundo tratamiento mayor (40 mg/L). En cambio, en los peces
sometidos a la mayor concentracion (500 mg/L) no se registrd ningin sobreviviente mas
alla de 96 horas; fue notable el hecho de qué durante los primeros dos dias, la mortali-
dad. con respecto al resto de los tratamientos, fue relativamente igual, sin embargo, al

inicio del tercer dia murio el 100% de los sobrevivientes.



54

‘ \ \vz':—-v
3 1 R
@ 60 - \ *
o
§ \ -~
F \
= 40 \
Uo) i
_ \
20 ; f‘é".::;'u \
v 2.56 mg/L \
v 40 mg/L
| ®m 500mglL \
0 ——r—r—

0 1 2 3 4 5 6 7
Tiempo (dias)
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Para establecer si existian diferencias estadisticamente significativas entre el con-
trol y los tres tratamientos menores se practico un analisis de varianza (ANOVA) de una
via. Como requisito para la practica de esta prueba se establece que las varianzas deben
ser homogéneas, por lo que se practico la prueba de Barttlet para comprobarlo (sobre-
vivencia individual en horas / tratamiento), encontrandose que no existian diferencias
estadisticamente significativas en las varianzas del control y los tres tratamientos mas
bajos: Xei=2.509 (3 gl. al 0.05; X’psp=7.815). EIl ANOVA practicado revelo, con un
nivel de signiflc;;\cia del 0.05, que no habia diferencias significativas: Fea(3, 40)=0.22,
p=0.879, entre el control y los tres tratamientos mas bajos.

Tanto los controles como los peces sometidos a 40 mg/L presentaron una media
de sobrevivencia similar (156 horas), pero los controles presentan un intervalo de confi-
anza mayor. La sobrevivencia media de los peces expuestos a 500 mg/L fue de 84 horas
aproximadamente. El intervalo de confianza (I1.C.) para esta dosis fue el mas bajo de
todos los tratamientos; contrario a los peces sometidos a la dosis de 2.6 mg/L, los cudles
presentaron el 1.C. mas amplio (Fig. 4).

El analisis probit de todos los tratamientos, revelo qué las dos dosis menores (1.6
y 2.6 mg/L), presentan un comportamiento paralelo, para los porcentajes de sobrevivien-
cia; en cambio la concentracion de 40 mg/L, tendid a presentar un comportamiento mas

agudo en funcion del tiempo (Fig 5).
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Figura 5. Lineas probit y porcentajes de sobrevivencia de los peces mosquito Gambusia
affinis sometido a cuatro diferentes concentraciones del fungicida Benlate®.
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Experimento 2. Efecto del fungicida Benlate® en la sobrevivencia de peces mos-
quito Gambusia affinis silvestres del Arroyo La Mision

Durante el segundo experimento destacaron dos aspectos: la muerte masiva, en
menos de 14 horas, de los peces sometidos a la concentracion mayor, y el aumento
secuencial en la mortalidad presentada en los distintos tratamientos; el control no pre-
sent6 mortalidad (Fig. 6).

En los tratamientos de 250 y 500 mg/L, se observo una diferencia marcada en el
indice de mortalidad. En el tratamiento de 500 mg/L la mortalidad observada en los pe-
ces fue tres mas rapida que la mortalidad de los peces sometidos a la concentracion de
250 mg/L.

En los peces expuestos a las tres concentracion menores (32, 63 y 125 mg/L), no
se registro ningun sobreviviente después de las 72 horas. Los peces sometidos a la con-
centracion menor (32 mg/L), tuvieron sobrevivencia hasta del 50% durante 48 horas,
pero murio el 50% restante en las siguientes 24 horas.

En los controles no se registrd ningiin cambio notable durante todo el experi-
mento. Al finalizar el experimento los peces fueron colocados durante otra semana en un
acuario con agua limpia, aereacion y alimento; no se registré mortalidad, por lo que
fueron reintroducidos con los peces reservorios para ser utilizados en experimentos pos-

teriores.
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Figura 6. La grafica muestra la mortalidad ocurrida durante el segundo experimento con
el pez mosquito, sometido a diferentes concentraciones del fungicida Benlate®.
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El analisis de la sobrevivencia (horas) individual/tratamiento (Fig. 7). indica que
tres de los tratamientos tienen intervalos de confianza semejantes entre si (13-18 horas.
aproximadamente). aunque la media para la sobrevivencia fue diferente para estas tres
concentraciones, tendiendo a ser menos en las mavores concentraciones. Para establecer
si existian diferencias estadisticamente significativas se practico una analisis de varianza
de una via, pero antes se aplico la prueba de Bartlett para establecer si las varianzas de
los tratamientos eran iguales (X £;=0.306, al 0.05; Xep=5.991); el ANOVA practicado
(3, 30) Far4.39; Fep=3.32, al 0.05 con 2 g1, revelo que si habia diferencias estadisti-
camente significativas entre los tratamientos.

La cuarta concentracion (250 mg/L) difirio de las tres concentraciones mas bajas
al presentar intervalos menores; aunque no COmo en la concentracion mayor y en los
controles en donde no hubo intervalos.

La grafica probit de todos los tratamientos, revela un comportamiento paralelo en
la toxicidad de las tres dosis menores, aunque la CL50 fue mas rapida a mayor concen-

tracion (Fig. 9).
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Figura 7. La grafica muestra la media y los intervalos de confianza al 95% de cada
tratamiento del experimento 2 con Gambusia.
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Figura 8. Calculo de CL50 por interpolacién de la grafica probit. La linea intermitente
paralela al eje X corresponde a una mortalidad del 50%; observe que la linea punteada
sobre la recta inicia aproximadamente en el punto 5 de la escala probit. El punto de in-
terseccion fue aproximadamente de 1.778, (antilog igual 59.97 mg/L de Benlate®).
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Figura 9. Graficas probit para todos los tratamientos del segundo experimento. El nu-
mero que aparece a la izquierda de las rectas corresponde a la concentracion de Benla-
te® utilizada; la recta perpendicular a los ejes Y corresponde a la CL50; observe que los
valores probit 5 y los de 50% de mortalidad son paralelos.
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Determinacion de la CLS0
La determinacion de la CL50 se hizo de dos formas: grafica v matematica. Para

el caleulo de la CL30 grafica se utilizaron tres de los datos, ni los controles ni los
tratamientos fueron tomados en cuenta porque en uno no hubo muertes v en el otro se
registro el 100% de mortalidad. Los tinicos tratamientos que fueron utilizados fueron los
de 32, 63 y 125 mg/L. La figura 8 muestra la determinacion grafica de la CL50 por la
técnica probit. La interpolacion dio una CL50 igual a 1.778, sacando el antilogaritmo es
igual a 59.97 mg/L).

TABLA VIIL Cilculo de los limites de confianza por el método de Litchfield-
Wilcoxon

Benlate® (gr/L) Log de [Benlate®] Porcentaje de Proporcion de Probit
muertes/total muertes (tedrico)

32 1.505 50% 0.5 5.0000

64 1.806 80% 0.8 5.8416

125 2.096 90% 0.9 6.2816

Interpolando la grafica probit del experimento 2 con el pez mosquito Gambusia affinis

se obtuvieron los valores para LC16, LC50 y LC84:
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CL16 = 10"%=29.17
CL50 = 107" = 59.97
CL84 = 10> = 166.72
S = (LC84/LC50 + LCS0/LC16) /2
= [(2.221/1.778) + (1.778/1.410)] / 2
= (1.249 + 1,260) /2
=1.2541

N' =20+20+20=60

fiow =TI

= 1254271190 — 1 084

1.C.S=LC50* Acso =59.97 x 1.084 = 65.0

LC.I=LC50/ficso =59.97 + 1.084 =55.32

La interpolacién grafica arrojé una CL50 de 58.97 mg/L, mientras que el cilculo
de los intervalos de confianza de la CL50, por el método de Lithfield-Wilcoxon, fue de
65.0 mg/L de Benlate® para el intervalo de confianza superior (L.C.S.) y de 55.32 mg/L,

para el intervalo de confianza inferior.
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Experimento 3. Peces mosquito Gambusia affinis sometidos a Benlate® con el
nroposito de evaluar micronucleos

Se evaluaron durante tres dias seis diferentes concentraciones (1. 2, 4.8, 16 v32
mg/L) del fungicida Benlate®; despues de trascurridos los tres dias, los sobrevivientes
fueron colocados en acuarios con agua limpia; los acuarios utilizados para este fin
fueron los mismos que antes contuvieron al pesticida, pero fueron lavados en dos oca-
siones con agua y jabon antes de reintroducir a los peces sobrevivientes.

A partir del tercer dia los individuos de los controles comenzaron a morir, alcan-
zando una mortali&ad del 50% al finalizar el experimento, superando a la presentada por
los peces sometidos a la dosis mas baja (1 mg/L), los cuales alcanzaron una sobreviven-
cia del 80% (Fig. 10).

Los peces sometidos a la segunda dosis (2 mg/L), presentaron un compor-
tamiento semejante a los controles, debido a que las mortalidades registradas ocurrieron
hasta el tercer dia, después de ahi se incremento de 10 a 40% en un lapso de 4 dias de
recuperacion.

Los peces sometidos a la dosis de 4 mg/L, presentaron tendencias a la mortalidad
muy semejante con el tratamiento de 2 mg/L. la unica diferencia en ambos fue que en la
concentracion de 4 mg/L. las muertes sucedieron mas rapido; lo mismo sucedio con los

peces sometidos a la 8 mg/L (Fig. 11).
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Figura 10, Curvas de toxicidad del pez mosquito Gambusia affinis sometido al fungi-
cida Benlate®. La flecha sefiala el inicio del periodo de recuperacion.



En los peces sometidos a las dos concentraciones mavores: 16 me/L v 32 my/L.
no hubo sobrevivientes mas alla del tercer dia. la unica diferencia que se presentd en
ambas concentraciones, fue lo agudo que resulto la concentracion de 32 mg/ L. va que se
presentaron mortalidad diaria de un 40%.

En promedio los niveles de sobrevivencia observados en los peces sometidos a
tratamiento, tendio a presentar mayor variabilidad en los peces sometidos a las dosis
mayores, Cabe destacar que los controles presentaron un nivel de sobrevivencia parecido
en los niveles de confianza (95%) que presentaban la tercera y cuarta dosis (4 y 8 mg/L).

Para evaluar si existian diferencias estadisticamente significativa entre los
tratamientos, se aplico una prueba de varianza de una via (ANOVA), pero previamente
se utilizo la pruecba de Barttlet para establecer si las varianzas eran homogeneas
(X’=9.424, con 6 g1, al 0.05 de significancia). El ANOVA practicado (F=30.72, con 6
g . al 0.05; p=0.000), revelo que si existian diferencias estadisticamente significativas
entre los tratamientos. Una vez establecido lo anterior, se procedio a aplicar la prueba de
Dunnett (Glantz 1990; Zar 1996) para establecer cuales tratamientos diferian del control

(ver TABLA IX)
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Figura 11. Intervalos de confianza al 95% de todos los tratamientos del experimento 3.
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TABLA IN. Resultados de la prueba de Dunnett

Contraste T cal T esp. (2=0.05 sig.) Significancia
Cuvs. 1 0.946 229 No sig.
Cvs. 2 0.157 2.29 No sig:
Cvs. 4 1.420 2.29 No sig.
Cvs. 8 . 299 2:29 Alta sig.
Cvs. 16 6.150 2.29 Alta sig:

C vs. 32 7.570 2.29 Alra sig.

El contraste del control con los diferentes tratamientos, arrojo diferencias signifi-
cativas para los tres tratamientos mayores (8, 16 y 32 mg/L), mientras que el analisis
reveld que no existian diferencias significativas entre el control v los tres tratamientos
menores (1,2 y 4 mg/L).

La comparacion de las lineas probit para cada tratamiento (Fig. 12), revelo que
los tratamientos presentaron un comportamiento casi paralelo; unicamente difirieron
entre si en el tiempo en el que ocurrieron las muertes de los peces sometidos a €sOS
tratamientos, presentandose esta de forma mas rapida en los peces sometidos a mayor
concentracion de Benlate®. Fue notable que la tendencia a la mortalidad no fue revertida

cuando los peces fueron colocados en los acuarios de recuparacion a las 72 horas de ini-

ciado el experimento.
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Figura 12. Lineas probit del experimento 3 con los peces mosquito Gambusia affinis

sometidos a diferentes concentraciones del fungicida Benlate®



Experimento 4. Gambusia affinis sometido 2 Benlate®

En el cuarto experimento se investigaron tres diferentes dosis del fungicida Ben-
late®: 2. 4 y 8 mg/L.. Los peces estuvieron sometidos al fungicida durante 72 horas (3
dias), tras los cuales los peces fueron colocados en bafos de recuperacion durante otros
tres dias.

En los controles se llegd a registrar hasta un 50% de mortalidad, cifra incluso
mayor que las registradas para la concentracion mas baja de Benlate® (4 mg/L), los
cuales alcanzaron un 60% de mortalidad. Los peces sometidos a 6 mg/LL presentaron
sobreviviencia menor que aquella de los controles (40%). pero el comportamiento de la
curva de sobrevivencia en ambos fue muy semejante. Los peces sometidos a la mayor
concentracion (8 mg/L), presentaron un comportamieto similar durante todo el experi-
mento, incluso la tendencia a la mortalidad no disminuyo al ser los peces transferidos a
los bafios de recuperacion; ninguno de los peces sometidos a esta concentracion sobre-
vivio (Fig. 13).

Para establecer si existen diferencias estadisticamente significativas entre el con-
trol y los tres tratamientos, se procedio a practicar un ANOVA de una via, evaluando
previamente la homogeneidad de las varianzas utilizando la prueba de Barttlet
Fey=11.26, 3 ul: Xeg=7.815). Al determinarse lo inviable de aplicar el ANOVA
paramétrico, se procedio a utilizar la contraparte no paramétrica, la prueba de Kruskal-
W allis (H=3.370, con 3 gl N ep=1815), el cual revelo que no habia diferencias

estadisticamente entre los diferentes tratamientos
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Para el control y los tratamientos de 4 y 8 mg/L, el tiempo de sobrevivencia media
fue similar; el tratamiento mas bajo tuvo una media ligeramente superior; la media tuvo
una diferencia de 12 horas aproximadamente (Fig. 14).

Las lineas probit para los el control y las concentraciones de 4 y 8 mg/L (Fig: 15),
revelan un comportamiento muy semejante durante los primeros dias del experimento,
pero esta situacion se modifico al finalizar el experimento, poco después de iniciado el
periodo de recuperacion, cuando el mayor tratamiento comenz a presentar mayores

mortalidades, reduciendo asi la CL50
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Figura 13. Curvas de toxicidad del cuarto experimento con el pez mosquito Gambusia
affinis sometido al fungicida Benlate®; observe la flecha sobre el eje X que indica el
inicio del periodo de recuperacion.
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Figura 14, Intervalos de confianza (95%) del experimento 4 con el pez mosquito Gam-
busia affinis sometido a tres diferentes concentraciones de Benlate®.
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Figura 15. Lineas probit de sobrevivencia de los diferentes tratamientos y el control del
experimento 4.
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Experimento 5. Peces mosquito Gambusia affinis sometido a Benlate® (repeticion
de las exposiciones a concentraciones bajas)

En el quinto experimento se utilizaron dos de las concentraciones utilizadas en el
cuarto experimento: 4 y 8 mg/L (Fig. 16). La mortalidad observada en los peces someti-
dos a los dos tratamientos principi6 después de qué los especimenes fueron colocados en
los acuarios con agua limpia. No se detectd muerte en los controles.

En la figura. 16 se aprecia un comportamiento paralelo en la mortalidad de los
peces tratados hasta el quinto dia, pero a partir de ese dia, la muerte de los peces someti-
dosala concentra::ién méyor, sobrepaso a la muerte de los peces sometidos a 4 mg/L.

Para determinar si las diferencias entre los dos tratamientos que presentaron
mortalidad (4 y 8 mg/L), en el tiempo de sobrevivencia individual eran estadisticamente
significativas se practico la prueba de Mann-Whitney (7=510; p=0.00), encontrandose
que si existian diferentecias significativas. Lo anterior tambien fue evidente en el tamafio
de los intervalios de confianza para la sobreviviencia individual en horas (Fig. 17); el
tratamiento de 4 mg/L posee un intervalo de confianza de 9.3 horas aproximadamente,

mientras que los peces sometidos a la dosis mayor presentaron un intervalo de confianza

mayor, siendo aproximadamente de 14 horas.
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Figura 16, Curvas de toxicidad del experimento 5. Observe que el eje X comienza en el
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Experimento 6. Toxicidad del fungicida Benlate® en peces espada Xiphophorus
helleri colectados en San Ignacio, B.C.S.

Se efectud un experimento de toxicidad con el pez espada Xiphophorus helleri
durante diez dias, seis de los cuales (142 horas) los peces fueron sometidos a diferentes
concentraciones del fungicida Benlate®, permaneciendo el tiempo restante en acuarios
de recuperacion (Fig. 18).

La mayor mortalidad de individuos se present en las dos concentraciones may-
ores, 125 y 250 mg/L, ningin pez sometido a la concentracion mayor sobrevivié mas
alla de 96 horas. Los peces expuestos a 125 mg/L presentaron una sobrevivencia ligera-
mente superior (20%); en cambio a 63 mg/L se alcanzd un nivel de sobrevivencia del
40%. En los tratamientos restantes, asi como el control, no presentaron casos de mortali-
dad (Fig. 18).

El tiempo de sobrevivencia media fue menor para los peces tratados con la con-
centracion mas alta; tienen también los intervalos de confianza més pequefios. En cam-

bio, los peces expuestos a 63 y 125 mg/L presentaron intervalos de confianza similares

(Fig. 19)

Cilculo de la CL50
El célculo de la CL50 por interpolacion grafica a las 96 horas, fue igual a 2.252,

calculando el antilogaritmo (Newman 1995) equivale a una concentracién de 178.8

mg/L (Fig. 20).
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Figura 18. Gréfica de toxicidad del fungicida Benlate® en los peces espada Xiphopho-
rus helleri, sometidos a diferentes concentraciones del fungicida Benlate®. Observe que
los datos para la concentracion de 16 y 32 mg, asi como la del control estén traslapadas.
La flecha sobre el eje X indica el momento que inicié el periodo de recuperacion.



264 %

240

N
-
(9]
FURYRPEN [ CEPRor S

—_
{0}
N
aed
-
'

-

()]

(53]
\

AN

N

(@)
1

Sobrevivencia (Horas)
—
© s
o0 IS
&y g L
- —&—

63 125 250
Benlate (mg/L)

Figura 19. Grafica de las tres concentraciones mayores de Benlate® utilizadas durante
el experimento 6. Los puntos indican la sobrevivencia media (horas) de Xiphophorus, y
los bigotes indican los intervalos de confianza (95%).
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Figura 20. Calculo de la CL30 por interpolacion. Los puntos perpendiculares a X
senalan el equivalente. en escala probit. a la muerte del 50% de los organismos a las 96
horas



Experimento 7. Evaluacién de efectos toxicos y genotoxicos del fungicida Benlate®
en concentraciones subletales en el pez espada Xiphophorus helleri

Los peces espada Xiphophorus helleri fueron sometidos a seis distintas concen-
traciones subletales del fungicida benlate: 1,2. 4, 8, 16, y 32 mg/L. y un control. El ex-
perimento tuvo una duracion de siete dias. cuatro en exposicion al fungicida (96 horas),
y tres dias en acuarios de recuperacion.

El tamaiio de los micronticleos encontrados durante el analisis microscopico fue
comunmente menor al del nucleo principal, éste fue aproximadamente de una quinta
parte. Tipicament.e los micronticleos encontrados presentaron un tamafio constante en los
eritrocitos, siendo mucho mas grandes los encontrados en los linfocitos,

Durante el experimento, no ocurric mortalidad en ninguno de los peces utili-
zados. Al finalizar el periddo de recuperacion se procedio a sacrificar a los peces para
preparar las laminillas para la observacion microscopica.

La frecuencia de microntcleos en todos los tratamientos y el control fue baja,
tipicamente la frecuencia observada fue menor de 5 microntcleos por cada 1,000 eritro-
citos. A pesar de esta baja frecuencia registrada, se observo una tendencia a aumentar la
frecuencias de los microntcleos a mayor concentracion. La respuesta individual a la
produccion de micronucleos difirio a nivel intraespecifico. Este fenomeno fue mas evi-
dente en el analisis de los intervalos de confianza presentados por los diferentes
tratamientos. Los intervalos de confianza entre algunos de los tratamientos son similares.
especialmente entre el control y el tratamiento mas bajo (1 mg/L) (Fig. 21)

Los peces presentaron diferencias intraespecificas en el nivel de produccion de

micronucleos en los distintos tratamientos a los que estuvieron sometidos. Asi, mientras
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que el intervalo de confianza para los controles fue el menor de todos. el mayor intervalo
fue ei de los peces tratados con la mayor concentracion de Benlate®, 32 mg/L. En algu-
nos casos. como los peces sometidos a 2. 4, 8 y 16 mg/L. los intervalos de confianza
fueron muy semejantes entre si. Para establecer si las diferencias encontradas eran
estadisticamente significativas, se practico la prueba de Kruskal-Wallis.

La curva de de regresion practicada (Fig. 22) demuestra que la frecuencia media
de micronucleos tiende a aumentar conforme se incrementa la concentracion del fungi-

cida Benlate®.
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MN /1.000 células sanguineas

$tlt
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Figura 21. Intervalos de confianza al 95% de los diferentes tratamientos del experi-
mento 7 con el pez espada Xiphophorus helleri sometido a seis diferentes concentracio-
nes del fungicida Benlate®. Los bigotes representan la desviacion estandar de la media.
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r2=0.68
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Figura 22. Regresion lineal de la frecuencia media de MN en los diferentes tratamientos
del experimento 7 con peces espada Xiphophorus helleri sometidos a diferentes concen-
traciones del fungicida Benlate®. Los puntos son los valores medios de cada
tratamiento.



Anilisis estadistico de la frecuencia de micronucleos

Para determinar si habia diferencias entre los diferentes tratamientos. se prectico
el analisis de varianza no paramétrico, la prueba de Kruskal-Wallis (H-.~=22.897. con 6
gl X"E,,, = 12.592), encontrandose que si existian diferencias estadisticas entre los
tratamientos. Una vez establecida la diferencia entre los tratamientos, se procedio a apli-
car la prueba de Dunn para conocer especificamente cuales tratamientos difirieron entre
si (TABLA X).

La prueba de Dunn reveld que solamente ocurrian diferencias estadisticamente
significativas en algunos de los pares de tratamientos contrastados: C vs. 8, C vs, 32, |
vs. 8, 1 vs. 32, 2 vs. 8, 2 vs. 32 mg/L de Benlate®; ocurriendo esta solamente entre los

contrastes mas extremos, pero no entre tratamientos mas cercanos entres si (TABLA X).

Anilisis estadistico de la muerte celular (necrosis)

Por otra parte, para establecer si existian diferencias estadisticamente significati-
vas en el indice de muerte celular ocurrido entre los tratamientos y el control, se aplico
la prueba de Krukal-Wallis, (H= 7.967, 6 g, X ‘?5,,, = 12.592). Con base en los resulta-
dos de la prueba de Kruskal-Wallis, se establece que no existieron diferencias estadisti-

camente significativas entre los diversos tratamientos para la muerte celular.



TABLA X. Contraste entre pares de tratamientos con la prueba de Dunn

Tratam. | N1 n2 Ril  Ri2 N(N+1)/12 Dunn esp. (0.05) Dunn cal. Signif
Cuvsl 9 17 325 31§ 92X 2576 0398 No Sig.
Cvs2 9 13 325 400 9275 2.576 0.568 No Sig.
Cvs4 9 16 325 510 9275 2.576 1.458 No Sig.
Cvs8 9 18 325 T3 9215 2.576 3.121 AS.
Cvslé 9 15 325 472 9275 2.576 1.145 No Sig.
Cvs32 9 17 325 715 9275 2,576 3.106  AS.
lvs2 17 13 375 400 9275 2.576 0.223 No Sig.
lvsd 17 16 375 510 9275 2.576 1.273  No Sig.
1vs8 17 18 375 713 9275 2,576 3282 A
1vs 16 17 15 375 472 9275 2.576 0.899 No Sig.
1 vs 32 17 17 375 715 9275 2.576 3255 AS.
Jvsd 13°16 40 51.0 9275 2.576 0.967 No Sig.
2vs8 13 18 40 713 9275 2.576 2823 AS.
2vs 16 13 15 40 472 9275 2.576 0623 No Sig,
2vs32 13 17 40 715 9275 2.576 2807 AS.
4vs8 16 18 51 713 9275 2.576 1.940 No Sig.
4vs 16 16 15 472 510 9275 2.576 0.347 No Sig.
4 vs 32 16 17 51 715 9275 2.576 1.933 No Sig.
3vs 16 18 15 472 713 9275 2.576 2264 No Sig.
8 vs 32 15 17 713 715 9275 2.576 0.019 No Sig.
16vs32 | 17 17 472 715 9275 2.576 2326 No Sig.

sa
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Anilisis genotéxico y citotoxico del experimento S con el pez mosquito Gambusia
affinis

El analisis microscopico de la sangre de los peces sobrevivientes del experimento
5 con Gambusia, revelé un decremento aparente en la frecuencia de micronicleos de los
peces tratados con 4 y 6 mg/L del fungicida Benlate®, con respecto a los controles (Fig.
23); ademas, el error estandar de ambos tratamientos fue muy semejante entre ambos
tratamientos.

Para establecer si los valores de las diferencias encontrada en los tratamientos y
el control son estadisticamente significativas se practico la prueba de Kruskal-Wallis
(H=3.560, 2 gl., p=0.169, al 0.05 de significancia, XQE,,,=S.991), la cual indico que no
habia diferencias entre el control y los dos tratamientos para la produccion de mi-

cronucleos.

Muerte celular (necrosis)

El analisis de la frecuencia de necrosis presentado por los dos tratamientos y el
control (Fig. 24), revelo, al igual que con los microntcleos, una aparente disminucion en
los valores medios de necrosis en los peces sometidos al fungicida Benlate®. Al igual
que con los micronucleos, se practico la prueba de Kruskal-Wallis (H#=0.893 2 gl
p=0.640, al 0.05 de significancia; X’,p=5.991) para establecer si habia diferencias esta-
disticamente significativas. El resultado de la prueba de Kruskal-Wallis indico que no
hubo diferencias significativas entre el control y los dos tratamientos para la muerte ce-

lular observada (Figs. 25 - 28).
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N w
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MN /1.000 células sanguineas

—

Control 4 mg/L 6 mg/L
Tratamientos

Figura 23. Frecuencia media e intervalos de confianza de micronucleos (MN) del ex-
perimento 5 del pez mosquito Gambusia affinis sometido a dos concentraciones del fun-

gicida Benlate®.
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Figura 24. Media e intervalo de confianza del experimento 5 con el pez mosquito Gam-
busia affinis y el fungicida Benlate®,
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Fig. 25. Eritrocito normal. Tincién con Giemsa.

Fig. 26. Eritrocito de pez con un microntcleo. El microleo esta junto a un nicleo y al
interior de la membrana plasmética. Tincion con Giemsa.



Fig. 27. Un nicleo normal y otro con necrdsis. Observe la forma reticulada de la
cromatina

Fig. 28. Nicleo necrdtico con agujeros tipicos de una degradacion celular.



DISCUSION

El biomonitoreo

El presente trabajo corrobora la utilidad de los seres vivos, en especial los peces,
para conocer los efectos de las sustancias quimicas en ambiente acuaticos. Los peces son
muy importantes en esta clase de estudios por dos razones: 1) ocupan un lugar
preponderante en las cadenas troficas, y 2) debido a su alto metabolismo, requieren de
grandes cantidades de oxigeno, el que sustraen de su entorno, lo que a su vez facilita el
paso de grandes cantidades de toxicos por sus branquias. Esta caracteristica es
especialmente importante cuando se trata de conocer el efecto de sustancias que ocurren
en cantidades traza en el ambiente acuatico (Al-Sabti 1991)

El biomontoreo puede efectuarse de dos formas: en laboratorio o in sifu. cada
uno ofrece sus propias ventajas y desventajas. Con el biomonitoreo in situ pueden ser
estudiadas aquellas sustancias que tienen comportamientos mas complejos, como el
sinergismo (Solbé 1979) y otras modificaciones que sufren en el medio y que no son
sencillas de reproducir en condiciones de laboratorio (Adams 1990). Con este tipo de

estudios se pretende detectar las variables relacionadas con el estrés y, a su vez,

95
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tar el poder predictivo de los resultados (Adams 1990). Sin embargo. aun no es raro en-
contrar en la literatura discrepancias en los datos obtenidos con algun sistema de prueba
especifico. lo que ha hecho necesario el desarrollo de pruebas estandares para hacer
efectivo el biomonitoreo (Baudo er al. 1995),

En el presente trabajo, los resultados obtenidos con el pez mosquito Gambusia
affinis y con el pez espada Xiphophorus helleri, han confirmado la utilidad de los peces
en los trabajos de biomonitoreo, en particular en los trabajos de toxicidad aguda y mu-
tagenesis. La clase Osteichthyes, o peces Oseos, representan a la clase de vertebrados
mas abundantes. Esta clase es la que cubre el mayor nimero de ambientes, lo que situa a
los peces como los organismos ideales para estudios ambientales (Powers 1989). A pesar
de las ventajas enumeradas, han surgido algunos cuestionamientos validos, respecto al
uso exclusivo de peces como biomonitores, en especial las criticas se han centrado en la
falta de realismo de algunas conclusiones hechas, y al poco poder de extrapolacion de
los resultados a nivel de ecosistema. Sin negar esta postura, Adams (1990) plantea que
los experimentacion con peces sigue siendo util, sobre todo porque contituyen una
primera sefial de alarma. Sin embargo, el creer que una sola especie por si misma, sea
pez o no, es mas sensible que el resto, y que por si sola dara respuesta a todas las
preguntas. es un mito que tiende ha desaparecer (Cairns 1986). Sin embargo, éste enfo-
que tardo cincuenta afos en ser aceptado, ya que en los primeros estudios se busco. inu-
tilmente. una especie ideal. lo que llevo a malas practicas de manejo. No existe ninglin
organismo que de respuesta a todas las preguntas acerca de un ecosistema. ni siquiera

que evaile con certeza los etectos del nivel trofico al que pertenece (Cairns. 1980)
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Tomando en cuenta lo anterior, los estudios con peces deberan tomarse con cau-
tela, sobre todo debera conocerse lo més posible sobre la biologia del pez, es decir si es
migratorio o si recorre grandes distancias diariamente (Root 1990). Asi, esta clase de
estudios constituyen, a lo sumo, una primera aproximacion al problema de los xeno-
bidticos en los ecosistemas, sobre todo aquellos que tienden a fluctuar en el espacio y en

el tiempo (Root, 1990).

CL50 y los factores fisicoquimicos

La toxicidad de los pesticidas esta en funcion de la sustancia en si, y de las con-
diciones que prevalezcan cuando es aplicado. En el caso de los factores fisicos y quimi-
cos presentes en el agua, destacan el espacio, el flujo del agua, la temperatura, el
oxigeno disuelto, la luz disponible, el pH, y la dureza. En los experimentos que se lleva-
ron acabo en este trabajo, pudieron ser medidos seis diferentes parametros al inicio y al
final de cada uno de los experimentos, éstos fueron: oxigeno disuelto, porcentaje de
saturacion de oxigeno, dureza del agua, pH, conductividad eléctrica, y temperatura (Fig.
2). En todos los experimentos se registrd poca variacion en los parametros medidos, ex-
ceptuando dos de ellos que presentaron una pequefia disminucion del oxigeno disuelto.
Este hecho es de suma importancia para la interpretacion de los resultados, ya que de
haberse presentado grandes variacion en algunos parametros, hubiese sido necesario
tomarlos en cuenta para la interpretacion. Por ejemplo, se sabe que el aumento en la
dureza del agua de 10 a 1,000 disminuye la toxicidad del cromo y del zinc en un factor

de 5. Es conocido que lo contrario también es cierto para otros metales, a menor dureza
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mayor toxicidad (Crompton 1997). La disminucion de la temperatura también puede
afectar la toxicidad incrementandola, como el sulfuro de hidrogeno (H.S), del cual se
requiere una menor cantidad para alcanzar la CL50 (400 pug/L a 6 °C y 530 pg/L a4 °C)
en Carassis auratus (Adelman y Smith 1972).

Otro factor fisico que afecta la toxicidad es el espacio, el cual debe ser tomado en
consideracion para establecer la toxicidad de una sustancia. Sprage (1969) y Abel y
Axiak (1991) establece que minimamente se debe de tener una relacion en el volumen
de agua utilizado en los experimentos de 1 L/cm de pez; o 2 L/1 gr de pez (Crompton
1997). En los experimentos llevados acabo con Xiphophorus y Gambusia, la relacion de
agua / pez (peso o longitud) fue mayor para Gambusia debido a su menor tamaiio, y
menor peso; por lo tanto tuvieron una mayor cantidad de pesticida disponible por pez. A
pesar de lo anterior, es dificil concluir con la evidencia de qué se dispone que esta fue la
causa de la mayor mortalidad de peces mosquito observada. La diferencia intraespecifica
puede deberse a factores distintos al espacio, por ejemplo en el trabajo efectuado con
Benomyl, Palawski y Knowle (1986) encontraron diferencias intraespecificas en el nivel
de respuesta observada en los alevines de tres diferentes especies de peces de agua
dulce, expuestos a variaciones en el el pH, CaCO;, y temperatura, a pesar que los
alevines tenian peso y longitudes muy similares. Sin embargo, en las tres especies de-
tectaron que se requeria de menores concentraciones de Benomyl para alcanzar la CL50
a 96 horas cuando la temperatura, la dureza y el pH de la solucion era disminuida. A

pesar de que en el presente trabajo los parametros fisicoquimicos fueron medidos Gni-
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camente al inicio y al final del experimento, no se registraron fluctuaciones marcadas en
ellos.

Otros factores que deben de ser tomados en cuenta para establecer si los efectos
encontrados pueden ser inicamente atribuidos a la sustancia probada, son la edad y la
condicion de los peces. En este estudio no fueron efectuados estudios de la condicion de
los peces, sin embargo en ninguno de los peces de reserva se registraron mortalidades
masivas (>20%) suficientes para descartar a los peces para experimentacion toxi-
cologica, como lo recomiendan Abel y Axiak (1991), Cabe sin embargo destacar el
hecho de qué en los peces machos presentaron una disminucion en el peso. Este adel-
gazamiento probablemente se origino por las luchas entre macho por territorio, y no ne-
cesariamente por carencia de alimento ya que este era dispersado en toda la superficie
del acuario, ademas de ser suministrado en cantidades suficientes. Este comportamiento
territorial fue mas observado en los peces espada. Durante los experimentos no se de-
termind el tiempo de mortalidad por sexo, pero se observo un descenso en la actividad
natatoria y en la mortalidad en los machos. Por otra parte, la edad de los peces no se
tomod en cuenta ya que los peces fueron extraidos al azar del acuario principal y de

nuevo distribuidos al azar entre los tratamientos conforme eran capturados.

El analisis probit

La estimacion de la dosis media letal (CL50) del experimento 2 con el pez mos-
quito Gambusia affinis, revelo CL50 de 59.97 mg/L, a las 24 horas; no se pudo estimar

la CL50 a 96 horas, porque no se podia aplicar la técnica para ese tiempo. Por otra parte,
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dosis utilizadas las curvas presentaron un comportamiento paralelo. lo que indica que en
éstos tres tratamientos puede esperarse un comportamiento menos agudo en los porcen-
tajes de mortalidad registrados. No obstante, en dos de las dosis intermedias (63 y 125
mg/L) las lineas probit fueron paralela entre si, indicando una respuesta casi igual en los
dos grupos de peces.

El calculo de la CL50 para los peces espada Xiphophorus helleri solamente pudo
llevarse acabo con dos de los datos a las 96 horas. Esto se debio a que los peces someti-
dos a la dosis mayor ya habian muerto para entonces, en tanto que los peces sometidos a
las dos dosis menores (16 y 32 mg/L), no habian muerto en ese momento. De hecho, no
presentaron muerte alguna durante todo el experimento. Aunque la téenica probit reco-
mienda tener el mayor nimero de datos posible para establecer con seguridad los limites
de confianza, los resultados de la CL50 (178.6 mg/L a las 96 horas) pueden ser tomados
en cuenta, aunque con cautela. Debido a la poca disponibilidad de datos, se prefirio no
estimar los intervalos de confianza con el método de Lithfield-Wilcoxon. En estas con-
diciones, lo ideal habria sido experimentar con un rango de concentraciones de Benlate®

menores. pero no se pudo efectuar esto debido a la poca disponibilidad de peces.
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Contraste de la respuesta ante Benlate® de Gambusia y Xiphophorus

Los resultados toxicologicos encontrados en los experimentos con el pez mos-
quito Gambusia affinis y el pez espada Xiphophorus helleri, revelaron que el pez mos-
quito es mas susceptible a Benlate® que el pez espada. Para ninguna de las dos especies
se encontro informacion bibliografica de toxicidad de Benlate®. Sin embargo los resul-
tados encontrados concuerdan con la ficha técnica que describe a Benlate® como alta-
mente toxico para los peces, aunque no establece cual es la causa (Benomyl Health and
Safety Guide, 1993). A pesar de lo anterior, ambas especies resultaron mucho mas re-
sistentes a Benlate® que otras especies en la que se han efectuado estudios (TABLA V);
aunque debe de tomarse en cuenta que dicha tabla hace referencia basicamente a indi-
viduos jovenes.

Por otra parte, se observo una respuesta diferencial entre los peces Gambusia ya
disponibles en el bioterio, los cudles habian permanecido en condiciones de cautiverio
por cuatro generaciones y los peces silvestres captuados en el Arroyo La Mision para
éstos experimentos. Los peces del bioterio sometidos a la mayor dosis de Benlate® con
la que se trabajo (500 mg/L) tardaron hasta 96 horas para morir el 100% (Experimento
1), mientras que los peces capturados en La Mision solamente bastaron 16 horas para
que mueriera el 100% (Experimento 2). El anilisis de los factores fisicoquimicos no
revelod diferencias marcadas entre ambos experimentos. Por lo anterior, la causa mas
probable de la respuesta diferencial en ambos grupos de peces fue que los silvestres

nunca antes fueron expuestos a la manipulacion siendo mas susceptibles al estrés provo-



cado por el recambio diario del agua. Dicho estrés probablemente tuvo efectos sinergi-
cos con el fungicida para precipitar la muerte.

Respecto al tercer experimento no se registrd ninguna diferencia entre los
promedios de sobreviviencia para los peces sometidos a 16 mg/L y aquellos sometidos a
32 mg/L; ningin pez sobrevivio mas alla de las 72 horas. En cambio, en las tres dosis
menores siguientes (2, 4 y 8 mg/L) se registro una sobrevivencia cercana al doble del
tiempo; entre el menor tratamiento y el control no se registraron diferencias significati-
vas, sobreviviendo un 80% en el primero, y un 60% en ¢l segundo.

El analisis de los resultados del experimento 4, en donde se ensayaron tres con-
centraciones de Benlate® (2, 4 y 8 mg/L), revelo un comportamiento distinto para el
tratamiento mayor (8 mg/L), ya que en el experimento 3 no sobrevivié ningun pez des-
pués del tercer dia, mientras que los peces de los experimentos 4 y 5 si sobrevivieron
mas tiempo.

En los experimentos en donde los peces sometidos a Benlate® fueron colocados
en acuarios de recuperacion no se registrd ninguna disminucion en la tendencia a la
mortalidad. La mas probable respuesta a este fenomeno es que Benlate® provoca dafios
irreversibles en los peces mosquito Gambusia affinis, en cambio en los peces espada
Xiphophorus helleri (Experimento 6, Fig 18) que fueron sometidos al bafio de recupera-
cion, éste si fue efectivo para detener la mortalidad (dosis de 125 mg/L, Fig. 18).

Debido a la poca disponibilidad de peces espada Xiphophorus helleri, no fue po-
sible efectuar tantos experimentos como con Gambusia affinis, sin embargo el anico

experimento de toxicidad llevado acabo con esta especie, reveld que Xiphophorus es una



especie mas resistente que Gambusia, bajo las condiciones experimentales con las que se
trabajo. Por ejemplo en el pez espada no ocurrieron muertes entre los controles, asi
como tampoco en la dosis mas baja utilizada (16 mg/L). Respecto a la variacion in-
traespecifica, esta fue menor para los peces sometidos a las concentraciones mayores del
fungicida Benlate®, por ejemplo los peces espada Xiphophorus helleri presentan inter-
valos de confianza menores (Fig. 19) en la concentracion de 250 mg/L, que los peces
sometidos a 125 mg/L. Este dato muestra que cualquier variacion intraespecifica pre-
sente no basta para que ciertos peces sobrevivan a expensas del resto. En este sentido, se
ha argumentado frecuentemente que el principal efecto de los contaminantes sobre la
poza génica de las especies, es que los mas debiles son los que mas facilmente son
eliminados. Sin embargo, si la intoxicacion es grave, cualquier diferencia genética pre-
sentada entre los individuos sera insuficiente para que los organismos con cualquier
genotipo sobreviven. En cambio en las intoxicaciones leves, estas variaciones si pueden
favorecer a ciertos genotipos sobre otros (Forbes 1998). Aunque en este trabajo no se
llevaron acabo analisis de alozimas en ninguna de las dos especies, se sabe que la con-
stitucion génetica se correlaciona con la respuesta ante un toxico, Por ejmplo Newman e/
al (1989) lograron correlacionar la respuesta toxica de Gambusia affinis ante el arsenato
con 8 loci enzimaticos; Chagnon ef al (1989) encontraron la misma correlacion para tres

loci enzimaticos en Gambusia sometido a diferentes concentraciones de cadmio.

El contraste del experimento | con el pez mosquito Gambusia affinis y el ex-

perimento llevado acabo con Curbicula fluminea, ambos sometidos a las mismas dosis
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(Silva 1997), indican que ambas especies, a pesar de la diferencia taxonomica, ofreci-
eron una respuesta a Benlate® muy parecida, Asi, mientras que en Gambusia el altimo
pez sometido al tratamiento mayor (500 mg/L) murio a las 96 horas, en el experimento
llevado acabo por Silva (1997), solamente sobrevivio el 20% de las almejas. En ambos
casos la curva de toxicidad para el tratamiento mayor (500 mg/L) es parecida. Sin em-
bargo, para la dosis de 40 mg/L ocurrio algo distinto, ya que el 100% de Curbicula
muri6 a las 144 horas, mientras que Gambusia presento solamente un 15% de mortali-
dad al final del experimento (188 horas). Por otra parte, en la dosis mas baja se obtuvo
un resultado contrario al anterior, Gambusia presenté la mayor mortalidad (45% vs. 0%
en Curbicula). A pesar de la contrariedad encontrada en los resultados con las dos dosis
mencionadas, puede decirse que ambas especies presentaron una respuesta toxicologica

parecida, pese a las diferencias taxonomicas que existen entre ambas.

Fl fungicida Benlate® es considerado el mas efectivo de los fungicidas sistémi-
cos, con un tiempo de vida activa de 4-28 horas en solucion acuosa. Los fabricantes es-
tablecen que es un fungicida seguro para los mamiferos. A ratas se les ha sido suminis-
trado en forma oral en concentraciones >10 gr/kg, no produciendo ningun efectos teru-
togénico (Rankin ef al. 1977). En el presente trabajo no fue posible establecer si Ben-
late® causaba malformaciones congeénitas debido a que los experimentos no fueron
hechos a largo plazo. Ademas se observo que las hembras prefiadas tendian a parir in-
mediatamente después de que eran colocadas en la solucion que contenia al fungicida,

Por otra parte. con las concentaciones utilizadas en el presente trabajo hubiera sido



dificil que los alevines sobreviviesen, por lo menos durante 96 horas necesarias para
establecer la CL50. El Gnico trabajo de toxicologia que incluye a alevines v al fungicida
Benlate® fue ¢l de Pelawski v Knowles (1986), en el que lograron establecer la CL30 a
96 horas en alevines cie trucha arcoiris (0.2 gr. de peso) en 2 ug/L, en los alevines del
pez gato de canal (0.2 gr. de peso) fue de 6 pug/L., pero los alevines del pez mojarra (0.2
gr. de peso) presentaron una mayor resistencia, ya que fueron sometidos a 1300 pg/L.
Estos experimentos se hicieron paralelamente con Carbendazin, y en todos se encontro
que Benlate® era mucho mas toxico. En el presente trabajo la solucion mas baja em-
pleada fue de 1000 pg/L (1 mg/L), y en este, al igual que en otros tratamientos mayores
se observo que algunos alevines sobrevivieron durante el primer dia, aunque no fue po-
sible hacer evaluaciones posteriores porque los sobrevivientes se perdieron durante el
primer recambio de agua, a las 24 horas de iniciado el experimento.

Por otra parte, la produccion de dafio genotoxico infringido por Benlate® en los
peces mosquito y espada, expresado en forma de micronicleos, fue dependiente de la
concentracion empleada. Asi, en los peces espada Benlate® produjo mas micronucleos
en promedio en las mayores concentraciones. Sin embargo, en los peces mosquito no fue
posible establecer si ocurria lo mismo que en los peces espada, debido a que las concen-
traciones con las que se pudo trabajar (4 y 8 mg/L) con esta especie fueron mucho
menores, y las pruebas estadisticas no arrojaron diferencias significativas entre los
tratamientos; para tratamientos semejantes (1. 2 y 4 mg/L), los peces espada tampoco
arrojaron diferencias signiticativas (Fig. 19). En invertebrados como el camaron Pe-

anens vanmamei (Crustacea: Decapoda), una dosis muy similar a la empleada en et pre-
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sente trabajo (10 mg/L), produjo cambios histopatologicos en el hepatopancreas, el ce-
cum interior. asi como un marcado oscurecimiento de la musculatura y necrosis de las
células epiteliales. Dosis mucho menores (I mg/L), resultaron en un marcado aumento
en la mortalidad acumulada (90% hacia el dia 19). El comportamiento natatorio se
redujo hasta el sendentarismo en todos los camarones expuestos (Leightner et al 1996).
Este resultado es semejante al encontrado en ambas especies de peces utilizadas en el
presente trabajo (Fig. 1). Sin embargo, una diferencia destacada entre ambos trabajo es
el tiempo de exposcion al toxico, el cual fue mucho mayor para el trabajo reportado por
Leithtner ef al (1996). Aunque en este trabajo no se llevaron acabo anlisis histopa-
tolégicos, se observo que las branquias sufrieron una marcada pérdida de color,
probablemente asociado con fenomenos de inflamacion que dificultaron la adecuada
irrigacion de las laminas branquiales; de ser cierta esta hipotesis, probablemente la
muerte pudo ocurrir por anoxia; este dato explicaria la marcada disminucion en el

movimiento motriz registrado en los peces sometidos a Benlate®, en contraste con los

peces control.
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El biomonitoreo y los citotoxicos

Las principales ventajas que ofrecen los organismos para conocer el efecto toxi-
cos de las sustancias, y que no pueden ser conocidas por el analisis quimico simple, es
que los organismos ofrecen una respuesta ante un grupo de factores estresante que ac-
tuan en conjunto; esto no podria ser conocido, aun cuando se dispusiera de un amplio
listado de parametros fisicoquimicos tomados in sifu. El segundo punto es que el medio
ofrece una variacion espacial y temporal en la calidad del medio, y los organismos son
sencibles a éstos cambios (Cairns y Dickson 1980). En este sentido, los peces cumplen
una importante funcion en el manejo de los ecosistemas acuaticos, ya que ofrecen una
respuesta rapida. Ademas, son utiles para conocer los efectos de las descargas de toxi-
cos, los efectos de bioacumulacion, efectos que tienen estas sustancias en las comunida-
des y si éstos efectos afectan la integridad del ecosistema en conjunto (Cairns y Dickson
1980). Sin embargo, los estudios con peces son dificiles de ejecutarse, basicamente por
la naturaleza mavil de los peces; entonces surgen las opciones de investigacion, como
los estudios de toxicidad en laboratorio. Pero, ;es la respuesta similar? y jen que grado?
En la mayoria de los casos, resulta razonable asumir que los peces de laboratorio se
comportan de forma semejante al de los peces en los ecosistemas naturales. Sin em-
bargo, factores como la seleccion de la especie, y la dilucion utilizada influye en la
respuesta toxica, Otros factores como la nutricion, la aclimatacion, la seleccion genética.
intluyen en la presicion de las estimaciones (Chapman 1983).

En los estudios de genotoxicidad. la utilizacion de peces es muy importante. son

muchos los biomarcadores de los que se dispone para esta clase de estudios. entre ellos
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esta la prueba de micronticleos (MN). Los biomarcadores son un reflejo de alteraciones
celulares que ocurren en el tiempo, que son capaces de conducir a la enfermedad en al-
gunos casos (Decaprio 1997). En estudios llevado acabo en laboratorio e in sifu la
prueba ha mostrado ser muy sensible. En un estudio realizado con la trucha Oncorrhyn-
cus mykiss la frecuencia de MN fue similar en los peces expuestos in sifu, y los estudi-
ados en laboratorio durante 7, 15 y 30 dias; la mayor frecuencia de MN y rompimientos
cromosdmicos la encontraron después de una semana de exposicion (De Flora et al

1993).

Pruebas de genotoxicidad (microniicleos)

La presencia de una mayor frecuencia de micronicleos (MN) ha sido correlacio-
nada en multiples estudios con la concentracién de los toxicos. En un estudio realizado
con peces encontrados en aguas contaminadas que ocurren en las costas Californianas,
Hose et al (1987), encontraron que la frecuencia de MN fue cuatro veces mayor en las
zonas contaminadas, respecto a las areas control, Cabe mencionar que en este estudio los
peces permanecieron en el laboratorio durante 2-3 semanas, antes de extraerles sangre
para su estudio. En el presente trabajo, el analisis microscopico de las laminillas hechas
con la sangre de los peces mosquito Gambusia affinis del experimento 5, no reveld dif-
erencias estadisticamente significativas entre los tratamientos y el control para la pro-
duccién de MN, cabe mencionar que los experimentos tuvieron menor durancién que los
resalizados por Hose ef al (1987). En este trabajo los controles presentaron una frecuen-

cia de 2 o/oo, y menos ain fue la figura para los dos tratamientos con Benlate®, aproxi-
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madamente un 0.6 - 0.7 o/oo. Sin embargo el error estandar de ambos tratamientos fue
semejante, mientras que el de los controles fue mucho mayor, lo que refleja probable-
mente una respuesta mas homogenea entre los tratamientos, y ligeramente mas hetero-
genea para los controles. Asi mismo, los intervalos de confianza (al 95%) para ambos
tratamientos fueron muy semejantes, mientras que el de los controles fue mucho mayor,
lo que revela una respuesta diferencial entre los peces controles, reflejando diferencias
de caracter intraespecificas en la produccion basal de MN entre los peces sin
tratamiento.

Por otra parte, la bibliografia referente a la duracion de la hamatopoyesis en pe-
ces no es basta, a lo sumo mencionan que el fenomeno es semejante a la presentada por
los mamiferos. Sin embargo, la tnica referencia especifica encontrada al respecto (Ellis
1976) menciona que en los salmones la produccién de eritrocitos puede durar de 2 a 20
dias, dependiendo de las condiciones ambientales. No se encontro informacion respecto
al tiempo de generacion de los eritrocitos de los peces mosquito Gambusia affinis y de
los peces espada Xiphophorus helleri.

Los resultados negativos obtenidos con Gambusia sometidos a dos concentracio-
nes de Benlate® (ver experimento 5) probablemente se debio a dos cosas: 1) que las
concentraciones utilizadas no son capaces de formar MN en eritrocitos, o 2) que el
tiempo que los peces permanecieron bajo tratamiento fue insuficiente para completar la
hematopoyesis de los peces que estuvieron en presencia de Benlate®. Otra evidencia de
la importancia del tiempo en esta clase de estudios, es el estudio llevado acabo para

evaluar el agua para beber con el mejillon Anodonta cygnea, revelo que la especie of-
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recia la mayor produccion de MN a partir del dia 13 de exposicion a distintas concentra-

ciones; el experimento durd hasta los 28 dias (Scarpeto e al 1990).

A diferencia de los peces Gambusia, con el pez espada Xiphophorus helleri si fue
posible experimentar con seis diferentes concentraciones subletales de Benlate®, Se
decidio trabajar con estas concentraciones porque en el experimento de toxicidad llevado
acabo con anterioridad con espada Xiphophorus helleri (experimento 6), no se registro
ninguna muerte en la concentracion de 32 mg/L. Por ello se decidio experimentar con
seis dosis diferentes de Benlate® que decrecian geométricamente a partir de esta canti-
dad: 0, 1,2, 4, 8, 16, y 32 mg/L,

El analisis microscopico de los eritrocitos de los peces de los distintos
tratamientos (experimento 7) muestra un clara tendencia al aumento en la cantidad de
MN a mayor concentracion del fungicida Benlate®, siendo unicamente la concentracion
de 16 mg/L, la que no presento esta tendencia. A pesar de lo anterior, el analisis de re-
gresion de los valores medios de cada tratamiento, confirmé que a mayor concentracion
el numero medio de MN aumenta (Fig. 23).

A pesar de qué el analisis grafico muestra una clara tendencia al aumento de MN,
el analisis de los intervalos de confianza (Fig. 22), demuestra que los peces sometidos a
las mayores concentraciones, fueron aquellos que ofrecieron mayor variacion en la
respuesta ante el fungicida. Este dato es sumamente interesante, va que indica que las
diferencias en los niveles de respuesta registrada no es homogenea. presentandose difer-

encias de caracter intraespecitico. Por ejemplo. el analisis de los intervalos de conttanza
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para el control y de los peces sometidos a la concentracion menor (| mg/L). no revelan
diferencias en ambos. siendo ademas los intervalos mas pequefios para todos los
tratamientos; lo mismos sucede con los intervalos de los siguientes cuatro tratamientos
(2. 4, 8 y 16 mg/L), los cuales fueron muy-parecidos. Sin embargo, los peces sometidos
a la dosis mayor presentan el intervalo de confianza mas grande para todos los
tratamientos, lo que revela ain una mayor heterogeneidad en la respusta individual a la
produccion de MN.

Por otra parte, el analisis de varianza efectuado con la prueba de Kruskal-Wallis,
revelo que si habia diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes
tratamientos. Una vez establecida la diferencia, se aplico la prueba de Dunn para detec-
tar especificamente que tratamientos diferian entre si. La prueba de Dunn revelo alta
significancia para algunos contrastes, sobre todo en aquellos en los que se presentaba

una mayor diferencia en la concentracion de Benlate® utilizada (TABLA X).

El significado de la muerte celular, en forma de necrosis o apoptosis es mayus-
cula. Ambos mecanismos son la respuesta que ofrecen las células ante los estresantes,
para eliminar a las células afectadas o enfermas; ambos son un mecanismo natural y
neceario para la homeostasis celular. Sin embargo, los dos procesos tienen semejanzas y
diferencias. Ambas se asemejan en que terminan con la vida de la celula. pero mientras
que la necrosis es un mecanismo de respuesta fisiologica inmediata. la apoptosis es una
muerte programada genéticamente. De acuerdo a los criterios establecidos por Alberts ef

«f (1995), la necrosis aparece ante 2l microscopico Optico como una celula descom-
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puesta, y amorfa, con multiples roturas al azar en la cromoatina, asi como una descom-
posicion de la membrana. No se encontraron células apoptoticas bajo los criterios esta-
blecidos por Alberts ef al (1995), Reyes ef al (1998).

La frecuencia de necrosis parecié aumentar en los tratamientos con Benlate® en
los peces mosquito, sin embargo, el analisis de varianza no paramétrico no mostro que
hubiera diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos y el control; en

los peces espada se encontrd lo mismo.



CONCLUSIONES

Biomonitoreo
1. Los resultados obtenidos con ambas especies demostraron su utilidad para
estudios de biomonitoreo de pesticidas.
2. Ambas especies fueron faciles de manejar durante la experimentacion.
3. Los peces mostraron diferencias de caracter interespecicos en los niveles de

sobrevivencia alcanzados cuando estuvieron en presencia de Benlate®.

Manejo de los peces
1. Ambas especies son relativamente faciles de capturar y transportar.
2. Ninguna de las dos especies experimentd mortalidad masiva o enfermedad

evidente cuando permanecieron en los acuarios reservorios.

Toxicologia

|. Las hembras de ambas especies parieron a los pocos minutos de entrar en con-

tacto con la solucion de Benlate®,

113
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2. Los peces de ambas especies tendieron a presentar un comportamiento gregario
en presencia de Benlate®.

3. En los machos expuestos a Benlate® descendic marcadamente el compor-
tamiento agresivo y territorial.

4. En ambas especies se observo un marcado descenso en el comportamiento motriz
en casi todas las concentraciones de Benlate® utilizadas.

5. Algunos alevines recien nacidos lograron sobrevivir, por lo menos durante 24
horas, en los tratamientos con las menores concentraciones de Benlate®, pero
muerieron rapidamente en las concentraciones mayores.

6. Los peces de ambas especies expuestos a las dosis menores (< 4 mg/L) presen-
taron niveles de sobrevivencia semejante a los controles, por lo menos en el
tiempo en que estuvieron expuestos.

7. La CL50 para el pez mosquito Gambusia affinis fue de 59.9 mg/L a las 24 horas,
mientras que para el pez espada Xiphophorus helleri 1a CL50 fue de 178 mg/L a
las 96 horas.

8. En los peces mosquito los acuarios de recuperacion no influyeron para disminuir la

tasa de mortalidad; en los peces espada Xiphophorus helleri si..

Genotoxicidad

I. La prueba de micronticleos demostro su utilidad en este trabajo al observarse
un incremento en la frecuencia media, estadisticamente significativo, en las

concentraciones mayores de Benlate®, con respecto a los controles.
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En las menores concentraciones utilizadas (< 6 mg/L), no hubo diferencias
estadisticamente significativas en la frecuencia de micronucleos con respecta
a los controles,

En ninguna de las concentraciones utilizada, los peces mosquito Gambusia
affinis presentaron un marcado aumento en la frecuencia de micronticleos.
Gambusia y Xiphophous presentaron una respuesta parecida en la formacion
de micronucleos en las menores concentraciones,

En ninguna de las dos especies, la muerte celular (necrosis), aumento como

resultado de la exposicion de los peces a Benlate®.
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APENDICE

EL PEZ MOSQUITO Gambusia affinis affinis (Baird y Girard)
Nombre y distribucion

El nombre cientifico de Gambusia affinis deriva del espaiiol Gambusino, sin
nada de valor", y del latin affinis, relacionado. El nombre comun, pez mosquito, se le dio
por incluir en su dieta larvas de moscos (Axelrod y Schultz 1978). Gambusia affinis es
originario del centro de los Estados Unidos. Actualmente se distribuye desde Texas y

Alabama (Alxelrod y Schultz 1978) hasta Centro América (Rauchenberger 1989).

Descripeion Taxondémica

Gambusia affinis fue descrito por peimera vez por Baird y Girard en 1854, El pez
es miembro de la Familia Poecilidea, carpas dentadas que dan a luz crias vivas, Se
caracteriza por los siguientes conteos: dorsal 7-9; anal 9; pectoral 13-14; pélvicas 6;

escamas 30-32 (Axelrod y Schultz 1978).
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Caracteristicas morfolégicas

El cuerpo de los peces mosquito puede ir desde color olivo con café en la parte
superior a plateado con cabeza y espalda oscura, lo cubren grandes escamas con
pigmentos oscuros en las aletas; ocasionalm¢nte presentan una raya oscura debajo de los
0jos. La mandibula inferior esta proyectada hacia delante; poseen dientes pequefios
(Axelrod ef al 1987). A diferencia de otros peces, no presenta ninguna linea lateral
verdadera, en su lugar aparece una linea formada por unas treinta escamas. Vista en

perspectiva, la aleta dorsal de forma lobularda, esta localizada destris del ano.

Reproduccion

Los peces mosquito presentan fertilizacion interna. Los machos, utilizando el
gonopodio, transfieren los paquetes de esperma a las hembras, y estas podran hacer uso de
éstos en el momento o para fertilizaciones futuras, fendmeno que tendrd lugar 3 6 4 veces a lo
largo de su vida. Es caracteristico que las hembras prefiadas presenten una vientre abultado y
oscurecido. La progenie consta, en promedio de 40 a 100 individuos, dependiendo del tamafio
de la hembra; las hembras mds grandes pueden procrear hasta 300 jovenes a la vez Los
nacimiento pueden repetirse cada 3 6 4 semanas (Axelrod y Vorderwinkler 1978). Al igual
que el resto de la familia Poecilidae, los peces mosquito presentan un decremento en los
nivels de fecundidad conforme transcurre el ciclo de vida. Los recien nacidos miden entre 8-9
mm de largo y son capaces de evitar a los depredadores, entre los que se incluyen sus propios

padres. Los jovenes nacen con una pequefia hilera de dientes puntiagudos, rayas totalmente
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desarrolladas y una pequea vejiga natatoria debajo de las aletas pectorales.

Los jovenes se alimentan de plancton, diatomes y algas. El patron de crecimiento de
los peces mosquito depende del sexo, en los machos se detiene cuando los jovenes alcanzan
su madurez sexual, alcanzando una talla de unos 2.5-3.2 em de longitud; las hembras creceran
durante toda su vida llegando a alcanzar entre 5.2 y 6.2 cm de largo. La espectativa de vida

para ambos sexos se situa entre los 6-15 meses.

Ecologia

Los peces mosquito son extremadamente agresivos con otros peces, aunque los
depredan los picivoros mas grandes que ellos, asi como gatos, culebras, mapaches, sarigiiellas
y garzas (Axelrod y Vorderwinkler 1978). Habitan usualmente lagos, rios, crecientes, arroyos,
vasos; preferentemente buscan las aguas menos profundas en donde la vegetacion es més
densa. Presentan alta resistencia a las fluctuaciones ambientales, como cambios de salinidad,
concentracion de oxigeno disuelto y temperatura (4.5-45 °C); aunque el dptimo de esta ltima
se localiza entre los 15 y 30 °C. En su dieta estan incluidas las larvas de moscos, huevos de
olros peces; incluso atacan a otros peces como los bagres y las carpas. También es capaz de
producir desequilibrios ecoldgicos, como los hlooms de microalgas, debido a que se alimentan
del zooplancton que las depreda. Incluso su fama de consumir grandes cantidades de larvas de
moscos (su propio peso al dia), se ve opacado por el hecho de qué contribuye a la formacion
de plagas de moscos ya que depreda fuertemente los invertebrados que incluyen también a las

larvas de moscos en su dieta (Axelrod y Burgess 1987).
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Usos

Los peces mosquitos han sido introducidos en muchas partes del mundo como
control biolégico de moscos, en especial en aquellas regiones en donde existe el
paludismo. Pero, por desgracia estas introducciones han propiciado la extincion de
especies locales, incluyendo a aquellas que en un momento dado pudieran ser mejores
controles biol6gicos que ellos. Otro problema es que afecta a aquellas poblaciones de
peces que estan en peligro de extincién, como Crenychthys baileyi, nativo de Nevada.
Hay lugares, como California, que han restrinido las introducciones de peces mosquitos
debido a que son capaces de migrar a regiones habitadas por peces en peligro de
extincién. Un uso menos ortodoxo de los peces mosquito lo constituye su utilizacion en
pruebas de toxicidad y en el biomonitoreo de contaminantes. En general, son de ficil
mantenimiento y propagaciéon en acuarios, sin embargo no se recomienda mezclarlos con

otros peces. También se les utilizador como alimento vivo (Axelrod et al 1987).

Fig. 29. Peces mosquito Gambusia affinis. Observe la presencia del gonopodio en los
machos, y el menor tamafio que presentan (Foto tomada de Axelrod ef al 1987).
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Pez espada Xiphophorus helleri

El pez espada Xiphophorus helleri pertenece a la familia de los Poecilidae (carpas
dentadas que dan a luz crias vivas). Fue nombrado cientificamente por Heckel en 1848.
Localidad tipo: Rio Chixoy, Gautemala. Rango: desde el sur de México hasta Guatemala.
El nombre comiin derivo de la apariencia que tiene la aleta anal, y no por la apariencia de
la aleta caudal que es mas conspicua. Es uno de los peces viviparos con mayor aceptacion
para acuario debido a que pueden vivir bien en la comunidad (Axelrod y Schultz 1978).
Los peces espada originales encontrados en México son de color verde olivo, y la cola
tiende a ser mas corta que la de los peces de acuario. Es un pez que gusta de saltar
ocasionalmente y es facil de localizar en las partes mas rapidas que poseen plantas en los
alrededores para esconderse. Los machos alcanzan hasta 12.5 cm y las hembras un poco
menos (Legge 1970).

Existen diversas variedades de peces espada, por su nombre en inglés se clasifican
en: green swortail, green wagtail swortail y el red swortail, el pez que se utilizé para este
trabajé de tesis se denomina green swortail, caracterizado por la presencia de lineas de
color rojo y amarillo situados a los lados de la linea lateral. La hembra carece de la
extension de la aleta caudal caracteristica de los machos, asi como de las manchas de
color negro que recorren todo lo largo de la aleta caudal de los machos (Axelrod y
Schultz 1978; Alaniz 1995). Otra caracteristica que permite diferenciar a los machos de
las hembras es la presencia del gonopodio que unicamente presentan los primeros en la

parte inferior; se trata de una aleta modificada para transferir los paquetes de esperma.
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Conteo: Dorsal 11-14; anal 8-10; pectoral 12-13; pélvicas 6; escamas 26-30
(Axelrod y Schultz 1978). Los peces espada viven mejor en aguas ligeramente alcalinas,
la temperatura Optima es de 25 °C (Axelrod 1987). Comen abundantemente, cualquier
clase de alimento; incluso se han observado individuos tratando de consumir presas
demasiado grandes.

Los machos son muy propensos a la reproduccion. La hembra puede llegar a
tener hasta 200 hijos a la vez, aunque el nimero rapidamente disminuye debido al
canibalismo practicado por los padres. Los pequefios crecen rapidamente y requieren de
mucho espacio para nadar. Se han registrado casos de cambio "espontineo” de sexo

(Legge 1970).

Fig. 30. Peces espad Xhohorus helleri. b el marcado dimorfismo sexual
caracterizado por la presencia de la cola en forma de espada de los machos. Foto tomada
de Weis (1985).



