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RESUMEN
En el valle de Mexicali existen varias actividades que son fuente de emisiones y contaminacion,

gue afectan a los cuerpos de agua debido a que, a través de la precipitacion, el arrastre por el
viento o por disposicién directa, los contaminantes son depositados en estos. Para determinar
gue problemas estdn causando la contaminacidn se evalud la exposicion ambiental al Pb, As,
Hg, Cr, Se y toxafeno en los peces del valle de Mexicali. La agricultura fue determinada como la
principal fuente de contaminacién por su extension y la ausencia de leyes regulatorias. Entre las
especies capturadas con mayor abundancia relativa (CPUE), se encuentran C. macularius
(CPUE=4.09) en la laguna de evaporacién de Cerro Prieto y Mugil cephalus (CPUE= 3.29) del rio
Hardy. De los contaminantes analizados en el agua, el As (639.87 ppb) y él Se (24.35 ppb) son
los de mayor concentracion acumulandose en el tejido de los peces (2.82 ppm (+4.52) y 7.9
ppm (+7.6), respectivamente); ademas el toxafeno estuvo presente en todas las especies
analizadas, siendo este un primer acercamiento en el valle de Mexicali a su acumulaciéon en los
organismos expuestos. La genotoxicidad en peces esta significativamente correlacionada a la
concentracion de As (r= 0.32) y Se (r= 0.59) en el agua. Mientras que el nimero de EMN no se

correlaciona con las variaciones de la abundancia relativa.

Palabras clave: Mexicali, Peces, Arsénico, Selenio, Mercurio, Toxafeno, Genotoxicidad,
Eritrocitos micronucleados.
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INTRODUCCION

En la agricultura se aplican toneladas de sustancias quimicas, con la finalidad de mejorar los
cultivos y eliminar las plagas (Moreno-Mena et al., 2005). En este contexto, los ecosistemas
acuaticos son vulnerables a los agroquimicos como sumidero final de estos compuestos
elevando sus concentraciones en el agua y sedimentos (Datta et al., 2009). Los peces que se
encuentran en estos ambientes tienden a acumular las sustancias quimicas y pueden

representar un riesgo a la salud humana al ser consumidos (Ruiz-Ruiz, 2009).

En el valle agricola de Mexicali, Baja California, la calidad hidrica es un aspecto critico en la
gestion y manejo del agua transfronteriza que afecta a la cuenca del rio Colorado. La
contaminaciéon que enfrentan los cuerpos de agua en la region puede provenir de los efluentes
de agua residual o industrial, emisiones atmosféricas, actividades agricolas y ganaderia

(Romero et al., 2010).

Los canales y cuerpos de agua del valle de Mexicali son importantes para las poblaciones
rurales del valle de Mexicali (Arellano-Garcia 2010). Existe una tradicion desde hace varias
décadas donde la poblacion obtiene en los canales agricolas diversos tipos de peces como
lobina, bagre, tilapia ademds de ranas y langostinos. Asi mismo en estos cuerpos de agua se
realizan actividades de acuicultura como el cultivo del bagre, camardn y acopio de crustaceos
para la distribucion regional (superficie cultivada de 25.5 hectareas con produccién de 37.1
toneladas; SAGARPA, 2007) y se pretende desarrollar el rio Hardy con actividades de pesca

deportiva (Zarain, 2003).



En el rio Colorado y los canales del valle de Mexicali las especies nativas han sido extirpadas a
excepcion del pez cachorrito del desierto (Cyprinodon macularius), que esta en peligro de
extincion debido a la competencia con especies exéticas que se han introducido por causas
ornamentales, pesca deportiva, acuicultura, control biolégico y la liberacién intencionada (Ruiz-

Campos et al., 2012, 2014)

La exposicidon ambiental de peces a diversos contaminantes genotdxicos puede evaluarse
mediante el estudio de dafio al ADN, como los micronucleos en eritrocitos de sangre periférica
(Medina-Garza 2012). El uso de peces y microntcleos como biomarcadores y bioindicadores
permiten obtener informacidn Unica que no es posible con otros métodos, siendo ésta: (1) Una
advertencia temprana al dafio ambiental, (2) los efectos integrados del estrés ambiental en la
salud de los organismos, poblaciones, comunidades y ecosistemas, (3) la relacion entre las
respuestas individuales de los organismos por exposicion a contaminantes y el efecto a nivel
poblacional y (4) una advertencia temprana al dafio potencial a la salud humana basado en las
respuestas de las poblaciones silvestres (Obiakoretal.,2012). En este sentido las actividades
antrdpicas causan cambios en el ambiente que en ocasiones son de importancia y repercuten
en los propios seres humanos, ya que acaban con los bienes y servicios que se obtienen de la
naturaleza, afectando asi a futuras generaciones (Haimes,2009). Por lo anterior el propdsito del
presente estudio es determinarla correlacién de la concentraciéon de Pb, Cr, As, Hg, Se vy
Toxafeno, en agua y tejido, con el daifio genotdxico en peces del valle de Mexicali. Dicha
informacién sera de utilidad para el conocimiento de los factores ambientales que pueden
afectar la calidad y cantidad de los recursos para fines de pesca comercial y recreativa, la

piscicultura e incluso la salud publica en la region de este valle agricola.



ANTECEDENTES

Compuestos Inorganicos

Existen diversos estudios sobre la contaminacidn ambiental por compuestos organicos e
inorgdnicos en el valle de Mexicali y sus efectos. En relacién con los contaminantes inorganicos,
se ha sugerido que las concentraciones de sales son mayores a 4000 ppm y de Se superiores a
6.3 ppb, las cuales se incrementan rio abajo, afectando la calidad del agua de riego y los suelos

agricolas (Garcia-Hernandez, 2004).

También se ha establecido que las concentraciones de Pb Cu y Cr en el sedimento del rio Hardy
son potencialmente toxicas para los organismos acuaticos (Daessle et al., 2009); en cambio, se
ha reportado que en almejas y mejillones de los canales y drenes del valle de Mexicali, de entre
los metales del grupo Zn, Mn, Cu, Al, Cr y Ag, solo el Al presentd niveles altos de 914.02 ug/g
(Gutiérrez-Galindo et al., 1990). Por otra parte, se detectaron concentraciones de B de
alrededor de 26 ppm, en aves de la zona, niveles que segin Mora et al., (1995) pueden causar

anomalias reproductivas y disminucion del potencial bioldgico.

La presencia de Hg en el agua del rio Hardy (10.2 pg/L) sobrepasa ligeramente los limites
permisibles establecidos en la NOM-001-ECOL-1996 de 10 pg/L (Garcia-Hernandez, 2013), cifras
qgue se relacionan con el trabajo de Arellano-Garcia (2010) quien menciona que el dafio
genético por As, Cr, Cd y Se en los residentes de la localidad El Mayor en el rio Hardy-Colorado

se relaciona al consumo de pescado local.



Los metales en agua desempefian un papel importante en el area del valle de Mexicali. Estos
interactian en la cadena tréfica, acumuldndose en los tejidos de las especies expuestas,
causando bioacumulacidn y cuando estas especies expuestas son consumidas por otras
especies depredadoras, se produce una biomagnificacién que conduce al incremento de la
concentracion de metales en los organismos residentes, incluidos los humanos (Kucuksegin et

al., 2006)

Fuera de Mexicali se han estudiado contaminantes inorganicos en agua y el efecto que tienen
en los organismos acudticos como el de la ostra de mangle (Crassostrea corteziensis) que es una
especie ampliamente utilizada para el consumo humano y que tiene valor comercial importante
en Mazatldn, México. Para este organismo se reportd la acumulacidon de nueve metales traza
(Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb y Zn); durante 12 meses y se determind que el coeficiente de
correlacién fue mayor para el cobalto, cromo, niquel y plomo (Paez-Osuna & Marmolejo-Rivas,

1990).

En el del atun rojo (Thunnus thynnus) en Messina (Sicilia, Italia), se describieron variaciones
significativas (p <0.01) para las concentraciones de Hg y Zn en el musculo e higado, ademas de
que los niveles de Hg de 3.03 + 0.55 pg / g en musculo, estan por encima de los limites maximos
residuales (LMR) de 1 pg / g donde se establecid el riesgo toxicolégico para el consumidor
(Licata et al., 2005). También esta el estudio de metales téxicos Cd, Pb y Hg en los tejidos de la
carpa comun en Pilskd, Domaninsky y Matéjovsky, en la que se encontraron concentraciones de
Cd en el higado y al igual que los otros metales monitoreados, la concentracion fue baja y

cumple con el limite maximo de residuos (Vicarova et al., 2016).



En peces comerciales, la investigacion sobre la acumulacién de metales pesados: Cu, Ni, Fe, Co,
Mn, Cr y Zn fue realizada por Javed y Usmani (2011), en tres peces Channa punctatus, Clarias
gariepinus y Labeo rohita. Reportan la acumulacién en musculos, higado, rifiones y branquias,
ademas que para Fe y Zn las concentraciones fueron mas altas, seguidas por Ni, Cu, Co, Mn y Cr

en las tres especies.

Compuestos organicos

En cuanto a los estudios sobre compuestos organicos organoclorados, organofosforados,
plaguicidas y bifenilos policlorados en el valle de Mexicali, Garcia-Hernandez et al., (2006) han
sugerido que el DDE, DDD, DDT, lindano, heptacloro, dieldrin, diazinon, dimetoato y malatién
residuales, estdn presentes en los huevos de la huilota (Zenaida macroura) y tecolote llanero
(Athene cunicularia), sobrepasando las normas nacionales e internacionales en el sedimento, el

agua y la biota acuatica (Garcia-Hernandez et al., 2013).

Particularmente, en cuanto a las concentraciones de DDT en moluscos bivalvos de los canales y
rio Hardy, Gutiérrez-Galindo et al. (1988a) reportan que hay un incremento en direccidon norte—
sur, explicado este patron como un efecto del tiempo de residencia a lo largo de su ruta de
transporte de sedimentos en el cuerpo de agua. Gutiérrez-Galindo et al. (1988b y 1998) y Hinck
et al. (2007) reportaron que el DDT y sus metabolitos estan presentes en peces a lo largo del rio
Colorado y se encuentran ampliamente distribuidos en todos los componentes del ecosistema
pero en bajas concentraciones, alrededor de 254 pg/g—871 ug/g. Por su parte, Lugo-lbarra et al.

(2011), establecen que los sedimentos sepultados en el rio Hardy muestran un incremento de



contaminantes organicos en sedimentos depositados hace 30 afios aproximadamente, por lo
cual la alteracién del sedimento, podria ocasionar la reincorporacion de contaminantes en el

ecosistema moderno.

Otro compuesto organico y de importancia es el toxafeno que se ha encontrado en suelos en
cantidades de 84.2 ng/g +172.8, en sedimentos en niveles de 6.6 ng/g+3.3 y aire con cifras de
904.7 pg/m3+1020.9; este ultimo con concentraciones mas elevadas en primavera y verano
(Sdnchez-Osorio, 2014). Por otro lado, se ha comparado el valle de Mexicali con el valle del
Yaqui (en el noroeste de México), donde se tomaron muestras de suelos residenciales y
sedimentos de drenes agricolas para analizar DDTs, hexaclorociclohexanos y clordanos, las
medias geométricas de peso seco (ng/ g) en el suelo del valle de Mexicali fueron: SDDT 22,
SHCH 0.80 y >CHL 0.88, respectivamente y en sedimentos: YDDT 5.0, SHCH 0.23 y YCHL 0.53;
las medias del valle de Mexicali fueron significativamente mas altas (p <0.05) que en el valle del

Yaqui para >DDTy YHCH, segun el reporte de Sanchez-Osorio et al. (2017).

Toxafeno

El toxafeno (canfeclor), fue introducido en 1945 por la compania Hercules Powder Inc. y es uno
de los plaguicidas mas ampliamente utilizados en todo el mundo (Vetter & Oehme, 2000). En
los setentas en los Estados Unidos después de la prohibicién del DDT, fue el plaguicida mas
utilizado, principalmente en la region sureste donde aproximadamente 81.7% de su uso se

concentrd en tan solo diez estados (Li, 2001).



En los afios 1982 -1990 el toxafeno fue prohibido para la mayoria de usos (USEPA, 1999). Sin
embargo, por su naturaleza lipdfila, persistente y volatil su dispersién es global tanto en
ambientes marinos y como de agua dulce, incluso ya estan registrados rastros de toxafeno en
areas remotas como el Artico donde nunca se usé el pesticida (Li et al., 2001). Este compuesto
es absorbido por los organismos los que lo acumulan en el tejido graso ademas se ha

demostrado que afecta el sistema nervioso central y al higado (Leonards et al., 2011).

La concentracién de taxafeno se ha medido en especies marinas como de agua dulce entre ellas
invertebrados, peces y mamiferos, con lo que se ha determinado la distribucién mundial (De

Geus et al., 1999).

Para la produccién de toxafeno se extraer a-pineno crudo, utilizando metilisobutilcetona, calor
y presion, la isomerizacion de a-pineno produce canfeno, bornileno y a-terpineol. El canfeno es
subsecuentemente clorado bajo luz ultravioleta (UV) para producir toxafeno, con contenido
promedio de cloro de 67 a 69% (De Geus et al., 1999). La composicion elemental promedio del
toxafeno es C10H10CI8, comprende al menos 180 a 190 variantes, la mayoria con la formula
Ci0H18-nCln, C10H16-nCln, donde n es entre 6 y 10. El producto comercial es relativamente estable,
pero puede degradarse al perder HCl o Cl, con exposicion prolongada a la luz solar, alcali o
temperaturas superiores a 393°K, debido a la forma de su estructura de norbornano o heptano
biciclico son posibles tedricamente, mds de 16640 congéneres clorinados, sin embargo, la
produccién como mezcla técnica consiste en su mayoria de congéneres hexa a deca clorados,

conformando 10 770 compuestos (Vetter y Oemhe, 2000).



Genotoxicidad

El tipo de dafio que algunos compuestos o contaminantes tienen sobre el ADN los define como
genotodxicos. A nivel del ADN, un alto porcentaje de alteraciones espontdneas o inducidas se
traducen en rupturas y pérdidas cromosémicas, por lo que en estudios sobre la calidad de los
ambientes naturales, es importante identificar estas alteraciones, que afectan al conjunto de
genes de las especies expuestas a sustancias genotodxicas (Palacio-Betancur, 2009). El
importante aumento de las emisiones de sustancias quimicas en los recursos hidricos ha
provocado graves efectos nocivos para organismos acudticos, ademas de los riesgos directos e
indirectos para la salud humana (Matsumoto et al., 2006). Estos productos quimicos, pueden
inducir, ademas de la muerte de organismos expuestos, otros efectos, como trastornos

genéticos y alteraciones fisioldgicas.

Algunas sustancias, cuando estdn presentes en bajas concentraciones, pueden no causar
efectos agudos detectables en los organismos, pero pueden, a la larga, reducir su duracién de
vida (De campos et al., 2008). Actualmente, los biomarcadores citogenéticos se estan aplicando
y validando para estudiar la exposicién de las especies a agentes genotdxicos, con el fin de
predecir alteraciones bioldgicas y efectos nocivos a largo plazo, en los sistemas naturales

causados por los agentes genotdxicos (De Flora et al. 1993).

Existe una gran diversidad de biomarcadores de genotoxicidad, pero el ensayo de micronucleos
es un procedimiento alternativo y simple para determinar el dafio nuclear y cromosdmico in
vivo en diferentes tipos de células, detectando el efecto de agentes mutagénicos sobre los

cromosomas (Schmid, 1975). Los micronucleos aparecen cuando un fragmento de cromosoma



0 un cromosoma completo, se queda rezagado durante la mitosis y al no poder migrar con uno
de los dos nucleos hijos, se presentan como porciones de cromatina rodeados por membrana
nuclear que se han denominado micronucleos. Cuando el micronicleo se formé con un
fragmento de cromosoma, se interpreta como un evento clastogénico que ocurre después de
una ruptura cromosdémica mientras que el segundo se relacionado con un proceso aneugénico
gue ocurre por dafio en el huso mitético o el aparato fusiforme. Estos eventos se pueden ver en
cualquier tipo de célula, tanto somatica como germinal, por lo tanto, la prueba de micronucleos

puede llevarse a cabo en cualquier tejido activo (Udroiu, 2006).

La evaluacion de los micronucleos como biomarcador ha recibido poca atencidn por parte de
los expertos en manejo ambiental y se han menospreciado los efectos letales y subletales de los
compuestos genotodxicos (Obiakor et al., 2012) que los producen. En algunos peces esta prueba
ha resultado ser una técnica in vivo util para ensayos de genotoxicidad y para el monitoreo in
situ de la calidad del agua (Shintio y Santis, 2010; Baez-Ramirez et al., 2004; Lasheen et al.,
2012; Medina-Garza, 2012; Obiakor, 2012). Los micronucleos son utilizados como
biomarcadores puesto que estos permiten identificar cualquier respuesta bioldgica a un
guimico en el ambiente a nivel celular, indicando una alteracidon del estado normal que no se
puede detectar en un organismo intacto, a diferencia de un bioindicador que se define como la

presencia o ausencia de un organismo por la sensibilidad a cierto compuesto (Oost et al., 2003).

Este método es ampliamente utilizado y recomendado para estudios de exposicion a diferentes
tipos de contaminantes ambientales, siendo un indicador sensible de dafio cromosémico

(Medina-Garza 2012). Varios estudios se han generado aplicando esta técnica como Hughes &



Hebert (1991) que midieron las frecuencias de eritrociticos con micronucleos (MN) de 280
Pseudopleuronectes americanus desde la Bahia de Chesapeake hasta el sur de Escocia, las
incidencias de MN fueron distintas entre los sitios de muestreo y en los Ultimos meses del afio
se incremento la frecuencia de MN demostrando que hay susceptibilidad y que es un excelente

bioindicador para la contaminacion.

En un estudio sobre Salmo trutta, Anguilla anguilla y Phoxinus phoxinus, los MN fueron
evaluados como biomarcadores de contaminacién in situ, utilizando exposiciéon experimental,
por inmersién a diferentes concentraciones de ciclofosfamida, colchicina y de cadmio,
determinando que Salmo trutta es mas sensible a los tres compuestos que los demads. En el
caso in situ S. trutta silvestres tenia un incremento de micronucleos causados por la
contaminacidn, y se demostré la idoneidad de la trucha marrén para el biomonitoreo in situ de
ecosistemas de agua dulce, asi como para pruebas de laboratorio (Rodriguez-Cea et al., 2003).
También puede utilizarse para medir el efecto genotdxico de ciertas sustancia quimicas como
Ozkan et al. (2011), quien describid los efectos genotdxicos de dosis subletales de cadmio en
eritrocitos periféricos de Oreochromis niloticus, los peces estuvieron expuestos a dosis de 0,5y
1,0 mg / L de cadmio (Cd) durante un periodo de tratamiento de 10 dias, la exposicidn causé un
aumento significativo (P <0.05) de micronucleos en los eritrocitos también se observé que la
aplicacion de una dosis de 1.0 mg / L de Cd produjo mas frecuencia de MN que la aplicacion de

una dosis de 0.5 mg / L.
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HIPOTESIS

Las fuentes de contaminacién mas importantes en el valle de Mexicali son los agroquimicos y la
actividad geotérmica. Los metales traza y toxafeno derivados de estas actividades en los
cuerpos de agua tienen un efecto genotdxico en peces. Dicha exposicién ambiental a
contaminantes puede ser determinada mediante la técnica de micronucleos en eritrocitos de
sangre periférica de los peces. Existe una correlacién entre la concentracién de contaminantes

en el aguay los tejidos con el dafio genético.

OBIJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la genotoxicidad por exposicion ambiental a Pb, Cr, As, Hg, Se y Toxafeno en peces del

valle de Mexicali, Baja California, México.

Objetivos especificos

1. Identificar las fuentes de contaminacién a través de un sistema de informacién geografica

(SIG) en el valle de Mexicali.

2. Determinar las caracteristicas fisicoquimicas y la concentracién de metales traza (Pb, Cr, As 'y
Se) en agua de cinco cuerpos de agua del valle de Mexicali: rio Colorado, rio Hardy, canal

Reforma, laguna Xochimilco y laguna de evaporacion de la geotermia Cerro Prieto.

3. Determinar la concentracion de metales traza (Pb, Cr, As, Hg y Se) y toxafeno en tejido axial

en peces residentes en los cinco cuerpos de agua.
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4. Cuantificar la frecuencia de eritrocitos micronutcleados (EMN) en sangre periférica de los peces.

5. Correlacionar el dafio genético en los peces con los contaminantes detectados (agua y

tejidos) y su abundancia relativa.
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AREA DE ESTUDIO

En los valles de Mexicali y San Luis Rio Colorado existe una diversidad de canales de riego
primarios y secundarios que conforman el Distrito de Riego 014, el cual fue constituido en el
afio de 1937 (Cortez-Lara, 2011). Los canales primarios son Reforma, Independencia, Nuevo
Delta o 4 de Abril, Delta Il, Alimentador del Norte y Del Sur (Figura 1). La compaiiia
norteamericana California Development Company fue quien dio inicio al proyecto para irrigar y
colonizar las tierras del Desierto del Colorado. Sin embargo, las caracteristicas topograficas no
lo permitieron, por lo que el agua se tuvo que canalizar a través del territorio mexicano
aprovechando el cauce natural del rio Alamo, localizado al sur de la frontera con México. Dicha
eventualidad generd la posibilidad de irrigar la porcién sur del Delta del Colorado y atrajo
inversiones a la construccion de un moderno sistema de irrigacién para usos agricolas y

desarrollar actividades productivas en México (Anguiano, 1992).

Por su parte, el Tratado Internacional de Aguas de 1944 establece que México dispone de un
volumen garantizado de 1,850.23 millones de metros cubicos anuales (Mm3/a) en condiciones
de flujo normal, mismos que se reciben por la presa José Maria Morelos (Cortez-Lara, 2011).
Derivado del proceso de transferencia del distrito de riego a los usuarios en estas regiones,
alrededor de 239,000 Ha son aprovechadas, de las cuales operan una superficie de 207,965
hectareas, utilizando el 86% de la disponibilidad total de agua en la regién (incluyendo fuentes
subterraneas) que equivalen a 1,600 Mm3/a donde se cultiva algoddn, trigo, cartamo, maiz,

forrajes, hortalizas entre otros (Valdez-Salas et al., 2000).
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Figura 1. Canales principales en el valle de Mexicali, Baja California, México.

El clima del valle se caracteriza por ser extremadamente arido, con precipitaciones promedio
que no rebasan los 100 mm/afio (74-85 mm/afio). Las temperaturas promedio oscilan en los
24°C, con minimas de -5°C en invierno y maximas de 53°C en verano. Los suelos son del tipo

aluvial y cambisol cromico con una alta salinidad (Escoboza-Garcia et al., 2008).

En el Distrito de Riego 014 se distribuyen diversas especies de peces, donde las nativas han sido

extirpadas a excepcion del pez cachorrito del desierto (Cyprinodon macularius), que esta en
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peligro de extincion debido a las especies exdticas que se han introducido por causas
ornamentales, pesca deportiva, acuicultura, control bioldgico y la liberacién intencionada (Ruiz-
Campos et al., 2012, 2014). Las especies exdticas presentes son: Dorosoma petenense (Sardina
maya), Cyprinella lutrensis (Carpita roja), Cyprinus carpio (carpa comun), Carassius auratus
(Carpa dorada), Ictalurus furcatus (Bagre azul), Ictalurus punctatus (Bagre de canal), Ameiurus
natalis (Bagre torito amarillo), Ameiurus catus (Bagre blanco), Ameiurus melas (Bagre torito
negro), Pylodictis olivaris (Bagre Piltonte), Gambusia affinis (Pez mosquito), Poecilia latipina
(Topote velo negro), Xiphophorus variatus (Espeda de Valles), Morone saxatilis (Lobina
estriada), Lepomis gulosus (Mojarra golosa), Lepomis macrochirus (Mojarra oreja azul), Lepomis
microlophus (Mojarra oreja roja), Micropterus salmoides (Lobina negra), Pomoxis annularis
(Robaleta blanca), Pomoxis nigromaculatus (Robaleta negra), Oreochromis aureus (Tilapia azul),
Oreochromis mossambicus (Tilapia mosambica) y Tilapia sp. cf. zillii (Tilapia panza roja) (Ruiz-

Campos et al., 2014).
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METODOLOGIA

Identificacion de las fuentes de contaminacion

Para identificar las posibles fuentes de contaminacién de la zona de estudio fue confeccionado
un mapa del valle de Mexicali mediante un sistema de informacién geografica (SIG) que utiliza
el programa ArcMap 10 de ArcGIS 10. Una imagen satelital de Google Earth con resolucion de
4800 X 4096 pixeles (28.8 m por pixel) fue utilizada como imagen de fondo, uniendo en forma
de capas la informacién de dareas agricolas, areas urbanas, asentamientos, industrias de
trasformacion, actividades pecuarias (aviarios, pocilgas y establos), confinamientos de residuos

peligrosos, basureros y rellenos sanitarios.

Sitios de muestreo

Los sitios de muestreo para agua y peces fueron la laguna Xochimilco, el rio Hardy (que reciben
las descargas de agua producto de los escurrimientos agricolas de la zona norte y sur del valle
de Mexicali, respectivamente, asi como de la planta de tratamiento Las Arenitas), el rio
Colorado, el canal Reforma (alimentador principal para irrigacion agricola) y la laguna de
evaporacion de la Planta Geotérmica de Cerro Prieto, este ultimo como sitio receptor de

descargas de dicha planta (Figura 2).

16



640000 660000 680000 700000 720000
l ] 1 l l

’_i%u 0¢ mr%o
1 $0/bd
a}
g H
37 g E
3 7 72 B 3
\ Reformaq
& co¥, ® =
4 2 &/
& QQ ) &
< 5 fid
v \\‘\ l?
. w . .
g & . 2
3 1 g
()
N s &5
% 4 - {
& 'J .
g Muestras de peces | S
] A, g
N a B Fisicoquimicos
K“% A Muestras de agua
" "V‘#yi o Rz, Canales
=
u 2 a Rios
gl 1 :500,000 - "~ Laguna de evaporacién de Cerro Prieto| £
3 3
B N T B IMeters | | zonaurbana =
0 8,000 16,000 32,000 :
Agricultura
640'000 SGD’DDD 680‘000 700‘000 720‘000

Figura 2. Sitios de muestreo para la determinacién de parametros fisicoquimicos, recolecta de peces y
calidad de agua en el valle de Mexicali, Baja California, México.

Parametros fisicoquimicos

Los parametros fisicoquimicos del agua medidos fueron la temperatura (°C), pH, conductividad
(mS/cm), salinidad (ppm) y sélidos disueltos totales (g/L), fueron determinados “in situ”

mediante un equipo multianalizador Hydrolab Scout 2, el oxigeno disuelto (mg/L) fue

cuantificado con un oximetro portable (modelo WTW Multi 1970i model).
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Recolecta de peces

Los peces fueron recolectados utilizando trampas tipo “minnow’’ con malvaviscos como cebo
(para atraer a los peces por el color y el sabor), atarraya y redes agalleras de tipo trasmallo
(Figura 3), de acuerdo a la especie recolectada y a las caracteristicas del habitat en diferentes
sitios (Figura 2). De los organismos capturados se obtuvieron muestras de sangre periférica de
la arteria caudal, algunos de ellos fueron envueltos en aluminio y puesto en hielo para ser
transportados; una vez en el laboratorio fueron congelados para una posterior diseccién, donde
el tejido (musculo axial e higado/viseras) fue extraido para el analisis de metales y toxafeno,

siguiendo la metodologia de muestras de peces y analisis de la EPA (USEPA, 2000).

a) 41 cm

RN
:

23 cm

Figura 3. a) Trampa tipo “minnow’’, con sus respectivas dimensiones, b) Red agallera tipo
trasmallo y c) atarraya.
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Abundancia relativa de peces

La abundancia relativa de las especies de peces fue expresada como captura por unidad vy
esfuerzo (CPUE), misma que consiste en estandarizar la abundancia absoluta en funcién del
esfuerzo de muestreo ejercido. Este procedimiento permite realizar comparaciones entre las
mismas muestras y otros eventos pasados o futuros (Nielsen, 1983). La CPUE fue calculado
como numero de individuos capturados/nimero de trampas colocadas/tiempo de operacién de
las trampas; por tanto, la CPUE fue expresada como numero de individuos/trampa/hora. En el
caso de muestreo con red agallera tipo trasmallo, la CPUE se calcula como el nimero de peces
capturados/red agallera/hora. Finalmente, en el muestreo con atarraya, la CPUE se estima

como el nimero promedio de peces capturados por lance.

Ensayo de microntcleos

Para obtener la frecuencia de eritrocitos con microntcleos fue utilizada la metodologia
modificada de Schmid (1975). Una muestra de sangre periférica del pez fue obtenida a través
de una puncién con jeringa heparinizada en la base de la aleta caudal, siendo esta muestra
colocada sobre un portaobjetos previamente etiquetado, realizando un barrido y dejandola
secar a temperatura ambiente para fijarla posteriormente con etanol al 70% durante 5 minutos.
Para la tincidn de las laminillas fue afiadido 0.05 g de polvo de anaranjado de acridina en 500 ml
de solucion buffer de fosfatos (11.49 g. de fosfato monobdsico de sodio y 2.16 g. de fosfato de
sodio dibasico por litro), acomodando las laminillas a tedir en rejillas para tincion, mezclando

continuamente durante 4 minutos, después fueron enjuagadas con buffer de fosfato para
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eliminar exceso de colorante dejandose secar e inmediatamente fueron guardadas evitando
exponerlas a la luz. Para el proceso de examinacion de las laminillas en un microscopio de
fluorescencia una gota de buffer de fosfato fue agregada sobre la muestra y tapada con un
cubre objetos, evitando la formacién de burbujas de aire, analizando a una magnificacién de
1000X con aceite de inmersion. Contabilizando la frecuencia de EMN para un total de 10,000

eritrocitos por pez, siendo éstos reportados como EMN/10000/E.

Determinacion de los contaminantes organicos

El andlisis de las muestras se llevd a cabo de acuerdo a la metodologia modificada de Zeng et al.
(1997). Las muestras de tejido (musculo axial) fueron liofilizadas con una bomba de vacio en frio
y homogeneizadas. Para la extraccion del toxafeno fue utilizado un extractor acelerado por
solventes (Thermo Scientific™ Dionex™ ASE™ 350), las celdas armadas previamente lavadas con
solventes (acetona, diclorometano y metanol) consistieron en 5 g de cristales de silica, 4 g de
alumina, 3 g de florisil, un filtro, 2 g de arena y 2 g de tierra de diatomeas mezclada con las
muestras en seco. Fue agregado a todas las muestras y a los blancos 25 uL de surrogado interno
(pesti 1000 ng/mL), mas un blanco fortificado con 25 pL de toxafeno 1000 ng/mL y 50 pL (pesti
500 ng/mL). Posteriormente, los extractos organicos obtenidos fueron concentrados a
aproximadamente 1 ml en roto-evaporacién (Thermo Scientific Rocket Evaporator System). Los
extractos fueron pasados a tubos limpios para ser resuspendidos con diclorometano vy
posteriormente concentrados a 0.5 mL con N3 resuspendiéndolos con hexano. Previo al analisis
por cromatografia, los extractos fueron sometidos a un proceso de limpieza a través de
columna formada por un tapén de fibra de vidrio, arena 1 g, silica 1 g, alumina 1 g, florisil 1 g,
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arena 2 g, sulfato de sodio anhidrido 0.5 g y humedecida con hexano. Los extractos fueron
aplicados sobre las columnas en 1 ml de hexano y eluidos en dos fracciones: la primera fraccion
(F1) con 10 ml de hexano y la segunda fraccién (F2), conformada por una mezcla hexano:
diclorometano (60/40). Después, los extractos fueron concentrados a aproximadamente 1 ml
en roto-evaporaciéon y vueltos a concentrar a 0.5 mL con N;. Los extractos de las muestras
fueron sometidos a un segundo proceso de limpieza adicionando 0.5 mL de hexano y tres gotas
de iso-octano mezclando la sustancia con vortex, después fue afiadida 1 gota de acido sulfurico
agitando de nuevo, la fase organica fue enjuagada con agua grado HPLC por 7 veces para la
eliminacion del acido. Para extraer el agua fueron realizados 5 lavados con hexano y sulfato de
sodio. Finalmente, la fase organica fue concentrada con N> a 0.05 mLy aforada a 0.1 mL con iso-
octano transfiriéndola a viales provistos de insertos de 150 ul para su andlisis por cromatografia
de gases. El toxafeno total fue cuantificado por cromatografia de gases con un detector
selectivo de masas Agilent 5975C inert XL EI/CI MSD, previa adicion de 10 pl de estandar
interno PCB 30 y 205. Los iones monitoreados fueron 343/345 m/z para los congéneres
heptaclorados (7-Cl), 379/281 m/z para los congéneres octaclorados (8-Cl), 413/ 415 m/z para
los congéneres nonaclorados (9-Cl) y 430 para estandar. La cuantificacion del toxafeno total
(XTOX) en las muestras se realizd mediante el método de factor de respuesta Unico (SRF)
(Jantunnen y Bidleman, 1998). Dicho método consiste en la suma de la respuesta de los grupos

homélogos 7-Cl, 8-Cl y 9-Cl obtenida a partir de un estdndar técnico de toxafeno.
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Determinacion de los contaminantes inorganicos

Las muestras de agua fueron obtenidas en diferentes sitios de muestreo (Figura 2), siendo
filtradas (filtros pre quemados GF/F), acidificadas (HNOs ultra puro al 1%), mantenidas en
recipientes de polietileno a 4°C hasta su analisis con ICP-MS y analizador de Hg. Los tejidos
analizados (musculo axial e higado/viseras en el caso de C. macularius) fueron liofilizados con
bomba de vacio en frio y homogeneizados después fueron enviados a un laboratorio certificado
para cuantificar los metales, donde fue utilizada la digestiéon por microondas previo al analisis
con ICP-MS y analizador de Hg. El material de referencia utilizado fue CRM DORM-2 y DOLT-2. El
porcentaje de recuperacion fue superior al 93% para todos los elementos analizados y los

limites de deteccidon para cada uno se muestran en la Tabla V.

Procedimientos estadisticos

Para los analisis fue utilizado el programa STATISTICA 8 (StatSoft) y para las bases de datos
Excel. Fue aplicada estadistica basica (media y desviacién estandar) para todos los datos. Para
realizar las correlaciones fue utilizado el método de Ward para el amalgamiento y 1-Pearson r
para medir la distancia. Los valores de lo EMN fueron transformados utilizando el método de
Anscombe (1948), donde: “x” es el nUmero de EMN transformados, “n” es el numero de células
contadas y “X” es el nimero de EMN por cada 1000 eritrocitos contados en la muestra. Este
valor transformado fue utilizado Unicamente para efectuar el proceso de correlacién con los

contaminantes inorganicos y organicos considerados en el estudio.
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X+3

1
x= [(n+ E) arcsen
n+

| w|oo

Para el Pb, Cr, As, Se, Hg y toxafeno la transformacion de los datos fue realizada con la

expresion:
In(x—1)

Una segunda normalizacién fue aplicada para realizar la correlacién de la CPUE entre los EMN,

utilizado el método de Weitendorf (Turskis et al., 2009):

b = Cly — min ay
y - _ .
max ay min ay
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RESULTADOS

Fuentes de contaminacion

De las fuentes de contaminacidn encontradas en el valle de Mexicali, la actividad agricola fue la
que cubrié la mayor parte, con una extension total estimada de 2300 km?, otra fue la zona
urbana que estd rodeada por campos agricolas con un drea de 236 km?, la industria identificada
como fuente de emisiones tuvo una extensidon de 24 km?, otras fuentes de contaminacion
encontradas fueron las actividades pecuarias, confinamientos de residuos peligrosos, basureros

y rellenos sanitarios (Figura 4).
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Figura 4. Caracterizacion del valle de Mexicali, Baja California, México.
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Parametros fisicoquimicos

Fueron tomados datos fisicoquimicos del agua en 28 lugares del Valle de Mexicali (Figura 2),
dentro de estos puntos la temperatura tuvo un comportamiento similar en todos los sitios (Y=
24.7 +4.3°C) aun con los cuatro puntos del Rio Hardy que estuvieron mas bajos que los demas
(17.87°C a 18.2°C), el pH en la laguna de evaporacién de Cerro Prieto (Y= 6.6) es ligeramente
mas basico debido a que muestra niveles inferiores a la media total (8.2 +1.4). La conductividad
muestra valores bajos en el rio Colorado y el canal Reforma (0.39 mS/cm y 1.39 mS/cm,
respectivamente) en contraste con los niveles encontrados en la laguna de evaporacion de
Cerro Prieto (X= 48.7 mS/cm); por su parte, la salinidad estd ligada a la conductividad por lo
gue ambas variables muestran una tendencia similar en cada sitio de muestreo, con valores
minimos de 0.1 ppm en el sitio de reforestacion CILA del rio Colorado y el mayor valor (31.9
ppm) en la laguna de evaporacidn de Cerro Prieto, con una media de 4.3 £8.1 ppm en el valle de
Mexicali. En el rio Colorado los niveles de oxigeno disuelto son mas bajos que en el resto (Y 3.7
+2.4 mg/L) con valores que oscilan entre 0.2 mg/L y 3.1 mg/L, alejandose de los valores que
existen en el canal Reforma (X 6.3 mg/L) que deriva de este. El valor de TDS muy por arriba de
la media (4.6 £12.1 g/L) es el de la laguna de evaporacion de Cerro Prieto con un promedio de
41.65 g/L, siendo 40 veces mas alto que en el canal Reforma y el rio colorado (0.75 g/Ly 0.16

g/L) (Tabla I).
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Tabla I. Pardmetros fisicoquimicos en diferentes sitios del valle de Mexicali, Baja California, México.

Lugar Temperatura oH Conductividad Salinidad Oxigeno TDS
°C mS/cm ppm mg/L g/L
Laguna de e.va|.o,oracién Cerro 29.82 6.5 48.7 317 5.48 416
Prieto ampliacidén sur
29.76 6.68 48.7 31.9 5.33 41.7
Promedio 29.79 6.59 48.7 31.8 5.41 41.65
ﬁ‘:jt';e;;’ rma (Otilio 29.94 7.01 1.393 0.8 63 075
Rio Colorado (Presa Morelos) 23.18 9.97 1.21 0.6 2.5 0.78
Rio Colorado (Ejido Pachuca) 22.76 10.4 1.25 0.7 3.1 0.8
Rio Colorado (Sitio de 28.32 762 0.155 0.1 0.7  N.A
reforestacion CILA)
27.43 6.95 0.49 0.1 0.2 N. A
26.91 7.03 0.15 0.1 0.5 N. A
26.36 7.37 0.15 0.1 0.5 N. A.
25.74 7.41 0.14 0.1 0.4 N. A.
30.6 7.6 0.15 0.1 0.4 N. A
27.83 8 0.14 0.1 2.9 N. A
28.24 8.1 0.14 0.1 0.4 N. A.
Promedio 26.74 8.05 0.4 0.21 116  0.16
Rio Hardy (Campo Mosqueda) 24.63 9.76 4.36 2.4 2.3 2.81
Rio Hardy (Campo Sonora) 23.59 10.18 4.42 2.4 1.3 2.84
Rio Hardy (Ejido Cucapd 23.03 1006 2.13 1.1 4 1.37
Indigena)
Rio Hardy (Campo Mil) 17.87 9.44 1.9 1 6.2 1.23
18.06 10.02 1.93 1 7.3 1.23
18.2 10.12 2 1.1 6.9 1.28
17.96 10.23 2.95 1.6 7 1.89
23 7 8.08 6 5.8 4.4
22.2 7 8.62 6 5.4 4.3
21.4 7 8.35 6 3.6 4.17
21.3 7 8.17 6 4 2.57
23.2 7 8.88 6 4 4.43
225 7 7.35 6 4.1 3.64
Promedio 21.3 8.6 5.3 3.58 4.76 2.78
Laguna Xochimilco 22.6 10.11 5.81 3.2 4.7 3.71
34.55 6.75 6.61 3.7 7.8 4.24
Promedio 28.58 8.43 6.21 3.45 6.25 3.98
8.2 4.6
Total 24.7 ¥4.3 6.6 +12.3 4.3 8.1 3.7+2.4
1.4 +12.1

N. A.= No analizado.
TDS= Total de solidos disueltos.
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Abundancia relativa de peces

Los sitios de muestro fueron la Laguna Xochimilco (Figura 5a) que recibe las descargas de la
zona norte del valle, el rio Hardy (Figura 5b) que recibe el agua residual de los campos agricolas
de la zona sur, el canal Reforma (Figura 5c) que es el alimentador principal de agua para riego,
el rio Colorado (Figura 5d) como area no contaminada y la ampliacién sur de la laguna de

evaporacion de Cerro Prieto (Figura 5e) como sitio contaminado por descargas industriales.

{

Figura 5. Sitios de muestreo de peces en el valle de Mexicali, Baja California México. a) Laguna
Xochimilco, b) Rio Hardy, c) Canal Reforma, d) Rio Colorado y e) Ampliacién sur de la laguna de
evaporacién de Cerro Prieto.
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Se colectaron 13 especies en los muestreos de los diferentes sitios del valle de Mexicali (Figura
6) y un total de 521 organismos. El rio Hardy y el Colorado tuvieron el mismo nimero de
especies pero diferente nimero de organismos, teniendo el primero una captura por unidad y
esfuerzo (CPUE) de 4.13 y el segundo de 0.31. La laguna Xochimilco y la laguna de evaporacién
de Cerro Prieto tuvieron un comportamiento similar, pero con una CPUE de 4.09 y 0.37,
mientras que en el canal Reforma se recolectaron pocos organismos y la CPUE mds baja con

0.14 (Tabla Il).
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Figura 6. Diferentes especies de peces capturados en los diferentes sitios de muestreo del valle de
Mexicali, Baja California, México. a)Cachorrito del desierto (Cyprinodon macularius), b)Mojarra oreja azul
(Lepomis macrochirus), c)Lobina negra (Micropterus salmoides), d)Sardina maya (Dorosoma petenense),
e)Tilapia vientre rojo (Tilapia sp. cf. zillii), f) Mojarra golosa (Lepomis gulosus), g) Carpa comun (Cyprinus
carpio), h) Bagre torito amarillo (Ameiurus natalis), i) Topote velo negro (Poecilia latipinna), j)Mojarra oreja
roja (Lepomis microlophus), k) Lisa cabezona (Mugil cephalus), |) Carpita roja (Cyprinella lutrensis) y m)
Carpa dorada (Carassius auratus).
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Tabla Il. Especies recolectadas por sitio con el nimero de organismos y la captura por unidad y esfuerzo
(CPUE) en el valle de Mexicali, Baja California, México.

Sitio Especie Organismos CPUE

Rio Hardy Mugil cephalus 74 3.29
Cyprinus carpio 8 0.36
Carassius auratus 1 0.04
Tilapia sp. cf. zillii 2 0.09
Micropterus salmoides 1 0.04
Lepomis gulosus 4 0.18
Cyprinella lutrensis 3 1.00
Total 93 4.13

Laguna de evaporacién Cerro

Prieto Cyprinodon macularius 332 4.09

Rio Colorado Lepomis macrochirus 17 0.11
Micropterus salmoides 5 0.10
Dorosoma petenense 11 0.21
Cyprinus carpio 9 0.17
Ameiurus natalis 2 0.04
Lepomis microlophus 1 0.02
Tilapia sp. cf. zillii 1 0.02
Poecilia latipinna 37 0.97
Total 83 0.31

Laguna Xochimilco Tilapia sp. cf. zillii 13 0.37

Canal Reforma Micropterus salmoides 1 0.03
Lepomis macrochirus 4 0.11
Total 5 0.14

Micronucleos

Del total de organismos recolectados, 52 fueron utilizados para la extracciéon de sangre con el objetivo
de revisar el nUmero de EMN por organismo y especie. El nUmero de organismos y especies analizados

para micronucleos por localidad se presentan en la tabla Ill.
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Tabla Ill. NUmero de organismos y especies por sitios de muestreo para la toma de muestra de sangre en
el valle de Mexicali, Baja California, México.

Sitio Organismos Especies
Laguna de evaporacion Cerro Prieto 14 1
Laguna Xochimilco 5 1
Rio Hardy 15 6
Rio Colorado 13 7
Canal Reforma 5 2
Total 52 12

Las especies en las que fue detectada presencia de micronucleos son: Mojarra oreja roja
(Lepomis microlophus), Mojarra oreja azul (Lepomis macrochirus), Carpa comun (Cyprinus
carpio), Topote velo negro (Poecilia latipinna), Sardinita roja (Cyprinella lutrensis), Lisa cabezona
(Mugil cephalus), Tilapia vientre rojo (Tilapia sp. cf. zillii), Lobina negra (Micropterus salmoides)
y Cachorrito del desierto (Cyprinodon macularius) (Figura 7). Las especies con mas EMN fueron
Tilapia vientre rojo con 7.4 (£5.77) EMN/10000 junto con el pez Cachorrito del desierto que se
encuentra en la laguna de evaporacion de Cerro Prieto con 4.21 (+3.98) EMN/10000. Los

valores de EMN para todas las 12 especies analizadas se describen en la tabla IV.
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Figura 7. Presencia de micronucleos en eritrocitos sefialados con flechas para diferentes
especies de peces en el valle de Mexicali, Baja California, México, (a) Mojarra oreja roja
(Lepomis microlophus), (b) Mojarra oreja azul (Lepomis macrochirus), (c) Carpa comun
(Cyprinus carpio), (d) Sardinita roja (Cyprinella lutrensis), (e) Lisa cabezona (Mugil cephalus),
(f) Tilapia vientre rojo (Tilapia sp. cf. zillii), (g) Lobina negra (Micropterus salmoides) y (h)
Cachorrito del desierto (Cyprinodon macularius).
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Tabla IV. Valor de EMN/10000 E/ individuo y EMN/10000 E/ Especie en los diferentes sitios de muestreo
en el valle de Mexicali, Baja California, México.

. . EMN/10000 E EMN/10000
Sitio Especie Inéividuo ! E/Es/pecie
Rio Colorado Lepomis microlophus 1,0 0.5 (x0.71)
Lepomis macrochirus 0,1,0 0.33 (+0.58)
Dorosoma petenense 0 0
Micropterus salmoides 0 0
Cyprinus carpio 2,0 1(+1.41)
Ameiurus natalis 0,0 0
Poecilia latipinna 1,1 1
Rio Hardy Cyprinella lutrensis 0,0,1 0.33 (+0.58)
Cyprinus carpio 0,0,0 0
Mugil cephalus 0,2,0 0.67 (¥1.15)
Lepomis gulosus 0,0,0 0
Caraciuss auratus 0 0
Tilapia sp. cf. zillii 3,1 2 (£1.41)
Canal Reforma Micropterus salmoides 1 1
Lepomis macrochirus 0,1,1,0 0.5 (+0.58)
Laguna Xochimilco Tilapia sp. cf. zillii 14,4,13,1,5 7.4 (£5.77)
Laguna de evaporacion Cyprinodon macularius 3,2,1,3,3,4,1, 4.21 (+3.98)

Cerro Prieto 14,6,6,11,4,0,1

Metales en las muestras de agua

Se analizé la concentracion de metales en 12 muestras de agua de los cinco sitios propuestos en
el valle de Mexicali. En el rio Hardy Pb fue encontrado en mayor concentracion (1.26 ppb) en el
campo Mil y la menor concentracion (0.12 ppb) en el campo Mosqueda; en el resto de los sitios
la concentracién estuvo por debajo de los 0.23 ppb. Por su parte los niveles de Cr en Cerro
Prieto y el rio Colorado (sitio de reforestacién CILA) obtuvieron la misma cantidad (0.43), siendo
las mads altas en comparacién con el resto de los sitios. El As y él Se presentes en la laguna de
evaporacion de Cerro Prieto, alcanzaron concentraciones 226 y 17 veces mas altas que los otros

sitios muestreados (Tabla VII).
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Tabla V. Concentracidn ppb de Pb, Cr, As y Se en el agua de los diferentes sitios de muestreo en el valle
de Mexicali, Baja California, México.

Sitio Pb (ppb) Cr (ppb) As (ppb) Se (ppb)
Cerro Prieto 0.20 0.43 628.23 22.53
(Laguna de 0.19 0.34 635.76 24.35
evaporacion)

0.20 0.33 655.62 23.91
Canal Reforma 0.23 0.29 1.27 0.70
(Otilio 0.21 0.31 1.24 0.60
Montafio)
Rio Colorado 0.18 0.31 1.64 0.09
(Sitio de
reforestacion 0.46 0.43 1.91 0.57
CILA)
Presa Morelos <0.02 <1 1.82 0.4
Rio Hardy
(Campo 0.12 0.17 2.44 1.03
Mosqueda)
Campo Sonora 0.13 0.21 1.77 0.98
Ejido Cucapa 0.23 0.27 2.90 0.92
Indigena
Campo Mil 1.26 0.31 2.18 0.76
Laguna. 0.23 0.41 2.40 1.41
Xochimilco

Metales en las muestras de Tejido

Se analizd la concentracién de metales en siete especies (Tabla V) de tres sitios muestreados
(rio Hardy, rio Colorado y Cerro Prieto). El pez Cachorrito (C. macularius) de Cerro Prieto tuvo la
mayor concentracion de los metales analizados (Cr, As, Se y Hg), a excepcion del Pb donde el
Bagre torito amarillo (A. natalis) del rio Colorado fue mayor. En el mismo pez, los niveles de Hg
fueron 34 veces mayores que la menor concentracién obtenida por la Lisa cabezona (M.
cephalus) del rio Hardy. Por su parte, la Carpa comun (C. carpio) fue analizada en los dos rios
(Hardy y Colorado), obteniendo una mayor concentracion de As, Se y Hg en el rio Colorado

(Tabla V).
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Tabla VI. Concentracion de metales (Pb, Cr, As, Se y Hg) obtenidos de tejido (musculo e Higado/viseras)
en diferentes especies del rio Hardy, rio Colorado y Cerro Prieto, en el valle de Mexicali, Baja California,
Meéxico.

- . . Pb Cr As Se Hg
Sitie Especie Tejido (ppm)  (ppm)  (ppm)  (ppm)  (ppb)
Limite de deteccién 0.01 1.0 1.0 0.1 0.006
Rio Hardy M. cephalus Musculo 0.08 <1 1.7 2.5 53
T. sp. cf. zillii Musculo <0.01 <1 1.5 3.2 72
C. carpio Musculo 0.04 <1 0.2 3.2 173
Rio L. microlophus  Mdusculo 0.06 <2 03 53 61
Colorado
L. macrochirus  Mdusculo 0.09 <3 0.3 6.3 98
A. natalis Musculo 0.58 <2 <0.2 3.4 229
C. carpio Mdsculo 0.04 <1 0.9 8.3 356
Cgrro C. macularius Higado/visceras 0.77 <10 12 26.1 2400
Prieto
Musculo 0.49 <10 8.3 13.4 1800

Toxafeno en las muestras de tejido de peces

El andlisis de toxafeno en tejido (Musculo axial) se llevé a cabo en 10 especies de 12 organismos
en 4 sitios de muestreo. El promedio de la concentracidn del toxafeno total (3TOX) en peces del
valle de Mexicali fue de 765.5 ng/g (+296.6). En los peces de la laguna de Cerro Prieto se obtuvo
una concentracién 4 veces mas elevada en comparacion con los otros sitios. En los peces del rio
Hardy se obtuvo un promedio parecido al del canal Reforma, mientras que para los del rio
Colorado se obtuvo un promedio de 221.7 ng/g (+272.3). Las especies con mayor concentracion
de STOX fueron el C. macularius (787 ng/g), P. latipinna (690.3 ng/g) y C. carpio (505.4 ng/g),
esta Ultima especie en el rio Hardy obtuvo la menor concentracion (45.2 ng/g) (Tabla VI). En la
figura 8, se muestra el cromatograma de las cuatro especies con mayor concentracién de
toxafeno total (2TOX) calculado por la suma de los iones analizados (343, 379, 413 y 430) entre

los minutos 25 a 51. La composicidn de los grupos homadlogos del >TOX en el valle de Mexicali,
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fue de 22.58 % (57.6 (+50.1)) para el grupo homologo 7-Cl, 8.5 % (21.7 (+26.6)) para 8-Cl y 68.9

% (175.8 (£213.5)) para el grupo 9-Cl. En la composicion de grupos por especies y sitios de

muestreo se observé una tendencia parecida al del 3TOX donde el grupo 8-Cl tiene el menor

porcentaje y el grupo 9-Cl predomina en los valores ocupando la mayor parte del porcentaje

(49.48% - 81.44%) (Figura 9).

Tabla VII. Concentraciones de toxafeno total y grupos homdlogos (7-Cl, 8-Cl y 9-Cl) expresada en ng/g,
con el promedio y la desviacién estandar (DS), de los blancos y de las especies en los diferentes sitios de
muestreo en el valle de Mexicali, Baja California, México.

Tipo de

Sitio Especie . .. TOX 7-Ci TOX 8-Cl TOX 9-Cl STOX
Alimentacion
C. carpio Omnivoro 25 9.9 234 58.3
M. cephalus Detritivoros 24.8 115 101.2 137.6
T. sp. cf. zillii Omnivoro 311 13.3 37 814
Rio Hardy - p
C. carpio Omnivoro 177.3 102.4 225.7 505.4
195.7
i + + +
Promedio (xDS) 64.6(+75.2) | 34.3(+45.4) | 96.8(1+92.4) (£209.2)
M. salmoides Piscivoro 28.3 5.7 215.6 249.6
L. macrochirus Omnivoro 63.5 22.7 48 134.3
Canal Reforma 192
Promedio (£DS) 45.9(124.9) | 14.2(+12) |131.8(+118.5)
(+81.5)
Cerro Prieto C. macularius Omnivoro 122.1 23.9 641 787
Particulas y
D. petenense . 19.5 7.3 18.9 45.7
filtrador
P. latipinna Herbivoro 95.7 30.1 564.4 690.3
) L. microlophus Malacéfago 51.1 13.5 35.5 100.1
Rio Colorado -
A. natalis Omnivoro 41.2 16.6 169.2 227.0
C. carpio Omnivoro 11.8 3.6 29.7 45.2
P dio (+DS 43.9(+33) |14.2(+10.2) | 163.5(+232.4) 221.7
+ 9( .2(+10. .5(+232.
romedio (+DS) (£272.3)
1 B.L.D B.L.D B.L.D B.L.D
Blancos 2 B.L.D B.L.D B.L.D B.L.D
Fortificado 44.61 22.31 132.84 199.8
TOX 57.6(+50.1) | 21.7(+26.6) | 175.8(+213.5) 765.5
2 DA R T (£296.6)
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Figura 8. Cromatrogramas con los iones analizados (343, 379, 413 y 430) del minuto 25 al 54, en las
cuatro especies con mas YTOX y dos blancos, en el valle de Mexicali, Baja California, México. (a) C.
macularius, (b) P. latipinna, (c) C. carpio, (d) M. salmoides, (e) muestra blanco y f) muestra blanco
fortificado.
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Figura 9. Porcentaje de los grupos homadlogos del toxafeno (7-Cl, 8-Cl y 9-Cl) en peces del valle de

Mexicali, Baja California, México). (a) En los organismos analizados por especie y (b) por cuerpo
de agua.
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Correlacion de Compuestos inorganicos en agua (Pb, Cr, As, Se y Hg) con EMN

Para el analisis de correlacidn se excluyeron las muestras de la laguna de evaporacién de Cerro
Prieto para evitar un sesgo al sobreponderar este sitio, por sus caracteristicas artificiales, ya
gue los valores de los compuestos analizados son mayores a las demds ubicaciones
muestreadas (Anexo 1). Los resultados obtenidos de la regresion lineal sefialan que él Se tiene
un valor de r= 0.59 y esta significativamente (p= 0.00007) correlacionado a los eritrocito
micronucleados (EMN) como se muestra en la figura 10. También para el As se observa una
correlacidén significativa (r= 0.32 y P= 0.049) con los EMN, aunque es menor al Se. Los valores
obtenidos para Cr y Pb no denotan correlacién ya que no son significativos (P=0.29 y P= 0.06,
respectivamente). En el dendrograma de agrupamiento y distancia (Figura 11), la variable del Se
es corta entre el numero de EMN agrupandose entre si a 0.4 unidades, evidenciando la relacidn
en ambos. En el segundo grupo a 0.48 unidades de distancia se encuentran el Pb y el As,
finalizando con el Cr que se une a estos dos grupos a 1.38 unidades, observandose que no tiene

correlacion con los EMN/10000 E y el resto de los metales.
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Figura 10. Regresion lineal entre los compuestos inorganicos (Pb, Cr, As y Se) del agua y los EMN/10000 E
en el valle de Mexicali, Baja California, México.
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Figura 11. Distancia y agrupacion entre las variables As, Se, Cr, Pb y EMN/10000 E, con el método de
Ward y 1-Person r en el valle de Mexicali, Baja california, México.

Correlacion Compuestos inorganicos (Pb, Cr, As, Se y Hg) y orgdnicos (Toxafeno) en tejido con
EMN

Dentro de la correlacion de los contaminantes en el tejido y el daifio genético (Tabla VIII) los
resultados sefialan que los EMN/10000 E estan significativamente correlacionados con el As de
0.9073, seguida por él Se con 0.6838, los demas compuestos tienen valores de Pearson alejados

a 1, lo que indica que no tienen correlacidon y no son significativos, como el Pb que no se
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correlaciona con los EMN con un valor de Person de 0.3469 y no es significativo (p=0.400). Para
facilitar la exploracién de la relacidn entre las variables se preparé un dendrograma (Figura 12)
con base en la distancia euclidiana. Se obtuvieron tres grupos: el primero esta unido a una
distancia de 0.09 conformado por las variables EMN/10000 E y As, denotando la relacion de
esta ultima con el dafo genético. En el segundo grupo formado a una distancia de 0.15 se
encuentran las variables de Se y Hg que junto al tercer grupo, formado a una distancia de 0.16
por el Toxafeno, Cr y Pb se unen al primer grupo hasta una distancia de 0.71, indicando una

menor correlacién grupal al dafio genético.

Tabla VIII. Matriz de correlacién entre los compuestos inorganicos (Pb, Cr, As, Se y Hg), organicos
(Toxafeno) del tejido axial y los EMN/10000 E en el valle de Mexicali, Baja California, México.

Variables EMN/10000 TOX Pb Cr As Se Hg
EMN/10000 1.0000
.5957 1.0000
TOX p=.119
Pb .3469 .9007 1.0000
p=.400 p=.002
cr .6827 9191 .8200 1.0000
p=.062 p=.001 p=.013
As 9073 .7667 .5317 .8088 1.0000
p=.002 p=.026 p=.175 p=.015
Se .6838 .5440 .5122 .8001 .6969 1.0000
p=.061 p=.163 p=.194 p=.017 p=.055
Hg .5535 .6624 .7424 .8181 .6846 .8549 1.0000
p=.155 p=.073 p=.035 p=.013 p=.061 p=.007
Resaltados en negritas las correlaciones significativas a un valor de p < .05
N=8
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Figura 12. Distancia y agrupacion entre las variables As, Se, Cr, Hg, Pb, Toxafeno y EMN/10000 E, con el
método de Ward y 1-Person r en el valle de Mexicali, Baja california, México.

Correlacion entre la abundancia relativa de peces y EMN
En la figura 13 se muestran los resultados de la correlacidn lineal entre las variables EMN con

respecto a la CPUE. La correlacidon no es significativa debido a que el valor de P= 0.885, ademas
se observa poca relacion en el valor de r (0.0243) ya que estd muy alejado de 1, indicando que

no existe una dependencia entre las variables.
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Figura 13. Correlacién lineal de Pearson de las variables As, Se, Toxafeno y EMN respecto a la CPUE en el
valle de Mexicali, Baja california, México.
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DISCUSION

De las fuentes de contaminacién identificadas en el valle de Mexicali, Baja California, la
agricultura fue identificada como la actividad que aporta el mayor nimero de compuestos
contaminantes al ambiente. Esto se atribuye a las descargas que se generan sin que se conozca
el sitio preciso de donde éstas surgen, quién o quiénes son los directamente responsables de la
contaminacidn, ni cuanto contribuyen a ésta. Es notorio que las actividades agricolas no estan
reguladas apropiadamente y que en la actualidad las practicas productivas en este sector son
las principales responsables de la contaminacidn de los cuerpos agua y los acuiferos (Shortle et
al., 2001). Al respecto, Aguilar & Pérez (2008) mencionan que un alto porcentaje de la
contaminacién de los cuerpos de agua en México se origina por las actividades agropecuarias;
donde un tercio corresponde a desechos animales y otro tanto a la escorrentia de agroquimicos
procedente de los cultivos, implicando que aquellos sitios con mayor superficie de agricultura y

ganaderia tienen mayor riesgo de generar cuerpos de agua contaminados.

En el contexto del valle de Mexicali, especialmente en los cultivos tradicionales, se sigue
utilizando una gran cantidad de plaguicidas prohibidos o eliminados en los Estados Unidos por
su nivel de toxicidad y dafo para la salud humana (Moreno-Mena & Lépez-Limén 2005). El
toxafeno que se encontré en el presente estudio en el tejido de peces, corrobora que el pasivo

ambiental de aplicaciones de compuestos organicos data de hace aproximadamente 30 afos.

En el sector de la transformacién, la industria con mayor presencia y fuente de contaminacion
es la Planta Geotérmica de Cerro Prieto, ya que actualmente se tiene una capacidad instalada

de 720 MW vy se extraen aproximadamente 5800 toneladas por hora (t/h) de vapor, para
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cumplir las demandas de produccién (Dumas, 2009); Garcia-Hernandez (2013) a partir de la
linea base de emisiones de 1973, calcula que la planta puede ser potencialmente liberadora de
364 kg de mercurio/ afo, del cual 90% termina en los cuerpos de agua. Ademds, Garcia-
Hernandez (2013) en su trabajo de identificacion de sustancias quimicas de prioridad potencial
en el rio Colorado, sefiald que el incremento de metales como Hg y As se debe a las emisiones
de la planta geotérmica de Cerro Prieto. Respecto a otras fuentes de contaminacién, los
basureros y el mal manejo de la basura junto con las descargas agricolas ocasionan 70% de la
contaminacién de los cuerpos de agua en nuestro pais (Aguilar & Pérez, 2008). Por otra parte,
los confinamientos no son suficientes para los residuos téxicos, por lo que actualmente se
estima que existen cerca de 3,000 m? de desechos téxicos almacenados en plantas o en

basureros clandestinos y sin regulacién alguna (Valdez-Salas et al., 2000).

En los muestreos de las caracteristicas fisicoquimicas del agua en el drea de estudio, la laguna
de evaporacién de Cerro Prieto registro los niveles de pH mas bajos, que en el resto de los sitios
analizados, ya que los fluidos geotérmicos comunmente tienen un pH neutro o mas bajo que
puede llegar a ser corrosivos por ser acido (Nogara & Zarrouk, 2017). La salinidad y la
conductividad en el rio Hardy, la laguna Xochimilco y laguna de evaporaciéon de Cerro Prieto,
estdn por arriba del rio Colorado y el canal Reforma. El rio Hardy y la laguna Xochimilco se
forman por recibir descargas de los campos de cultivo, motivo por el cual probablemente se

incrementan la cantidad de cationes aportado por el lavado de los suelos.

Las especies identificadas en el valle de Mexicali fueron previamente descritas por Ruiz-Campos

et al. (2012) para la parte baja de la cuenca mexicana del rio Colorado, donde con excepcion del
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pez cachorrito del desierto (Cyprinodon macularius), todas son de origen exdtico. Esta ultima
especie se encuentra catalogada como en peligro de extincién en la Norma Oficial Mexicana
NOM-059-SEMARNAT-2010 (Ruiz-Campos et al., 2014). Las capturas por unidad y esfuerzo
dentro de las especies Poecilia latipinna (0.97), Cyprinella lutrensis (1), Micropterus salmoides
(0.17) y Tilapia sp. cf. zillii (0.11) definidas en este trabajo, varian con las mencionadas en
Varela-Romero et al. (2002), 18.82, 3.22, 0.1 y 9.66 (en el orden anteriormente mencionadas),
con un incremento de la CPUE. Estos valores pueden variar dependiendo del arte de pesca, el
numero de eventos y el tiempo (Jiao et al., 2006). El hecho de que Cyprinodon macularius tenga
la CPUE mayor, es debido a la gran capacidad eurihalina de esta especie, ya que la alta salinidad
gue prevalece en la laguna de evaporacién de Cerro Prieto favorece su presencia. En este
sentido, la alta salinidad en este sistema geotérmico constituye una fuerte barrera quimica que
impide la invasidon de especies exdticas de mediana a baja tolerancia a la salinidad (Varela-

Romero et al., 2002).

En el rio Colorado la presencia de un flujo continuo de agua dulce, de sedimentos y nutrientes
favorece la creacién de humedales que ofrecen alimento y crianza para muchos peces, razén
por la cual hay un mayor nimero de especies que en los otros sitios (Valdés-Casillas et al.,
1998). El rio Hardy cuenta con una conectividad al rio Colorado supeditada a la temporalidad y
el régimen hidroldgico (Calvo-Fonseca, 2010), por lo que sus especies icticas son similares. En
los sitios restantes la disminucion de las especies es por la diferencia de arte de captura. Por
ejemplo, en el canal Reforma las trampas y la red experimental fueron ineficientes por la
corriente que las arrastré o las llené de basura. En la laguna Xochimilco, la especie Tilapia sp. cf.

zillii es la dominante debido a que es uno de los peces exdticos mads invasivos de la Peninsula de
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Baja California y en la cuenca baja del rio Colorado ha causado el declive poblacional del pez

cachorrito del desierto (Ruiz-Campos et al., 2012, 2014).

En lo que respecta a la genotoxicidad, evaluada con el nimero de eritrocitos micronucleados
(EMN) en peces, en el valle de Mexicali la mayoria de los organismos analizados estuvieron por
debajo de los valores de micronucleos espontdaneos comparados con organismos en
condiciones dptimas que se reportan en la literatura. Ayllon y Garcia-Vazquez (2000) al evaluar
ocho organismos de P. latipina obtuvieron un promedio de 0.187+0.403 EMN. En la carpa
comun (C. Carpio) el promedio obtenido fue bajo 1+1.41 en comparacion con los 6.2+ 1.2 de lo
gue encontré Al-sabati (1986). C. auratus que es ampliamente utilizado para medir
genotoxicidad debe tener alrededor de 2.26+0.36 EMN (Cavas, 2008). En la especie Tilapia sp.
cf. zillii la media de EMN obtenida fue siete veces mayor que la obtenida por Ahmed et al.
(2011) que fue de 0.8. Para el caso de C. macularius, una de las dos especies con mas EMN
sobrepasa los EMN espontaneos de 0.44+0.52 (Flores-Galvan et al.,, 2017). Del resto de las
especies que tuvieron EMN, los valores estuvieron por debajo de los EMN espontaneos
descritos por otros autores para M. cephalus 1.26+0.40 (Ergene et al., 2007), L. macrochirus

1.2+1.6 (Torres-Bugarin et al., 2007) y M. salmoides 0.113+0.038 (Braham et al., 2017).

Los niveles de As en agua (1.77-2.9 ppb) y Se (0.92-1.03 ppb) descritos en este estudio para el
rio Hardy, estan por debajo de los niveles observados por Garcia-Hernandez et al (2013) para el
mismo sitio (As 63.7-1869 ppb y Se 0.8-7.5 ppb). Por otra parte, las concentraciones obtenidas
comparadas con los limites permisibles en descargas de agua senalados en la norma mexicana

NOM-001-ECOL-1996, el As en la laguna de evaporacion de Cerro Prieto se encuentra tres veces
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mas elevado (639.87 ppb) que el limite que marca la norma con 200 ppb, los demas metales

estan por debajo de lo sefialado por la esta norma.

Las concentracion de Se registrada en este estudio para M. cephalus (2.5 mg/kg) es mas alta
que aquella reportada por Gutiérrez-Hernandez et al. (2013) de 1.3 mg/kg. Para Hg en el
presente trabajo (0.053 mg/kg) para la misma especie, es menor que el descrito (0.09 mg/kg)
por Gutiérrez-Hernandez et al. (2013). El mismo autor también determiné niveles de As, Hg y Se
en T. Zillii (6.8 mg/kg y 0.13 mg/kg y 0.5 mg/kg respectivamente), que son mas altos que los
determinados en este estudio para la misma especie a excepcion del Se que es menor. La
concentracion de Hg en C. carpio y A. natalis (0.356 mg/kg y 0.229 mg/kg) varia entre los rios
(Colorado y Hardy), siendo mas alta en el Colorado, a diferencia de los datos obtenidos en T.
mossambica por Gutiérrez-Galindo et al. (1988a), que sefialan que los peces del rio Hardy
tienen mayor concentracion de Hg (0.02 a 0.13 mg/kg) en comparacion con peces de sitios
alejados de este. Esto pudiera indicar que tras 30 afios en el rio Colorado se han incorporado
nuevas fuentes de contaminacion que probablemente han incrementado el nivel de Hg

acumulado en el tejido muscular de los peces.

La concentracion elevada de Pb, Cr, As, Se y Hg en el pez cachorrito del desierto se debe al
origen del agua, ya que durante la circulacion en el proceso geotérmico la composicion del agua
se altera a través de la interaccion con la roca circundante y puede recibir componentes
quimicos de la desgasificacion del magma. Esto tiene como consecuencia fluidos geotérmicos
con quimicos con concentraciones que tienen efectos adversos en la fauna, flora, atmdsfera y

suelo (Nyongesa, 2004). Los niveles encontrados en el tejido de los peces A. natalis y el C.
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macularius en relacién a la norma mexicana NOM-242-SSA1-2009 (que sefiala los limites
permisibles de metales en tejido de peces comestibles) estdn por arriba de los niveles de Pb
(0.5 ppm) con concentraciones de 0.58 ppm y 0.77 ppm, respectivamente. Comparados con los
limites internacionales sefialados por Bosch et al. (2016), sobre los niveles permitidos de
metales en tejido de peces para consumo, el C. macularius supera los limites de As (2-3 ppm) y
Hg (500-1000 ppm) con concentraciones de 12.2 ppm para el As y 2400 ppm para el Hg. Todas
las especies analizadas en este estudio superan el nivel de Se (03ppm) permitido, con

concentraciones minimas de 2.5 ppm y maximas de 26.1 ppm.

El toxafeno total encontrado en los peces del valle de Mexicali indica que el toxafeno que
determiné Sanchez-Osorio (2014) de >TOX en sedimentos (6.6 ng/g (+ 3.3)), suelo (84.2 ng/g
(£172.8)) y aire (904.7 ng/g (+1020.8)) en el mismo sitio, probablemente se esté acumulando en
el tejido de los peces como sugiere Stapleton et al. (2001). Existen dos rutas de exposicion, la
primera es por el fitoplancton, zooplancton y el material de algas que estan asimilando
toxafeno en los procesos de intercambio (aire-agua), exponiendo la cadena alimenticia pelagica
a través de la transferencia tréfica y la segunda por la sedimentacién rapida del material
orgdanico y refractario en la columna de agua afectando a los organismos bentdénicos. Por lo
mencionado anteriormente, las tres especies con mayor concentracion de toxafeno pueden
derivarlo de su dieta y del ambiente. Por ejemplo P. latipinna tiene una dieta herbivora y estd
expuesto a una de las rutas mencionadas. Por otro lado, C. macularius es omnivoro y esta en un
ambiente cerrado por lo que puede comer lo disponible, exponiéndose a ambas rutas de
exposicién. Sin embargo, las especies que son depredadoras como M. salmoides y L.

microlophus no tienen concentraciones altas de >TOX (249 ng/g y 100.1 ng/g,
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respectivamente), aunque existe evidencia de que las especies depredadoras tienen niveles
altos de toxafeno pero este se encuentra acumulado en el tejido adiposo, el cual no fue
analizado. Ademas, los peces depredadores contaminados son fuente importante de toxafeno
al ser consumidos por depredadores mayores como aves o mamiferos (Maruya & Lee, 1998). La
composicién de los grupos homadlogos para la mezcla técnica del toxafeno de acuerdo a Korytar
et al. (2003), estd formada por 9.6% de homdlogos con 5-Cl y 6-Cl, 33% de homdlogos 7-Cl, 42%
de homologos 8-Cl, 14% de homélogos 9-Cl y 1.4 de homdlogos 10-Cl y 11-Cl, diferencia notoria
en los diferente sitios del valle de Mexicali y el YTOX, los cuales obtuvieron una dominancia del
grupo 9-Cl, después 7-Cl y por ultimo 8-Cl indicando que hay degradacion por la pérdida de Cl
en el grupo 8-Cl en comparacion con el toxafeno técnico (Vetter & Oehme, 2000). Por otro lado,
el toxafeno puede llegar a ser cancerigeno y mutagénico (USEPA, 1999), por eso indica que en
tejido humedo no debe de sobrepasar los 180 ng/g. En los resultados obtenido el C. carpio
(505.4 ng/g), M. salmoides (24.96 ng/g) y A. natalis (227 ng/g) estan por arriba de lo sefalado y
pueden interferir en la salud publica (Leonards et al., 2011). En C. macularius y P. latipinna
también estan por arriba del limite; no son especies consumibles pero si de importancia

ecoldgica (Ruiz-Campos et al., 2014).

La correlacién entre los eritrocitos micronucleados (EMN) de peces y los metales en agua
establece que hay evidencia estadistica para decir Se y As (P=0.00007 y 0.0495,
respectivamente) estan causando algun tipo de dafio genético. Asi lo sefalé Al-Sabti (1994)
cuando encontrd que la exposicidén a Se (250 ng/5 mL) evidencia completamente una elevada

frecuencia relativa de micronucleos. Ahmed et al. (2011) mencionan que el potencial
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genotoxico de las concentraciones agudas de As (3 ppm) sugiere una seria preocupacion por sus

posibles peligros para los organismos acuaticos.

La concentracion de compuestos inorganicos y toxafeno en el tejido axial de los peces en
relacion con los EMN, también indica que el As y Se estan correlacionados a los micronucleos.
Una concentracion de Se entre 8-16 mg/kg puede provocar problemas reproductivos,
teratogénesis, mortalidad y mutagénesis a causa de la acumulaciéon (USFWS 1987). Por lo
contrario el Pb no tiene correlacidon con los microndcleos y no es causante en este estudio de
ningun aumento significativo en las frecuencias de MN. En altas concentraciones pudiera ser un
agente aneudgeno, como un veneno de huso causando pérdida cromosémica debido a la falla
del huso (Cavas, 2008). En cambio, la mezcla técnica de toxafeno es genotdxica, sin embargo,
puesto que el toxafeno es una mezcla quimica tan compleja, la estructura quimica de la
genotoxina de accion directa permanece desconocida (Carpenter 2013), por lo que la
correlacién entre los EMN no es significativa. Estadisticamente no existe una correlacién entre

el nimero de EMN y la abundancia relativa de peces.
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CONCLUSIONES

El presente estudio es un aporte al conocimiento de los contaminantes organicos e inorganicos
en el valle de Mexicali y sus implicaciones para el medio ambiente, la comunidad de peces y las
actividades econdmicas de la regién. En especial lo que respecta al uso de los cuerpos de agua,
gue son importantes no solo por el uso agricola, sino para otras actividades como el turismo, la
generacién de la energia geotérmica, la extraccidn minera, la pesca de subsistencia y la

deportiva. Se puede concluir que:

1. Las fuentes identificadas que probablemente contribuyen mads a la contaminacién en el

valle de Mexicali son la actividad agricola, seguida por la industria de la transformacién.

2. La contaminacién de fuentes agricolas e industriales en el agua pueden variar los niveles

de salinidad, pH, conductividad y oxigeno disuelto en los cuerpos de agua del valle de Mexicali.

3. La mayoria de las especies encontradas en el valle de Mexicali son exéticas a excepcién
del pez cachorrito del desierto (C. macularius), ademas es la especie mas abundante pero estd

restringida a la laguna de evaporacion de Cerro Prieto.

4, T. sp. cf. zillii y C. macularius tuvieron el mayor nimero en la media de EMN, el resto de

las especies esta por debajo de los MN espontaneos reportados en otros trabajos.

5. Las especies del rio Colorado analizadas contienen concentraciones mas elevadas de Se

y Hg en comparacién con las del rio Hardy.
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6. La alta concentracion de As, Se y Hg en el tejido de C. macularius en la laguna de
evaporacion de Cerro Prieto, se asocia al proceso geotérmico y la concentracion elevada de

estos en el agua.

7. La concentracion de Pb en el tejido consumible de C. macularius y A. natalis esta por

arriba de los limites permisibles de metales sefialados en la NOM-242.

8. El As y Hg en el tejido axial de C. macularius supera los limites de las normas
internacionales que sefiala los niveles permitidos de metales en tejido de peces para consumo.

En las demds especies analizadas, la concentracion de Se supera los limites internacionales.

9. El nivel de As en la laguna de evaporacién de Cerro Prieto supera los limites sefialados
en la NOM-001-ECOL-1996 que establece los limites maximos permisibles de contaminantes en

las descargas residuales en aguas y bienes nacionales.

10. El toxafeno que se encuentra en el aire, suelo y sedimento del valle de Mexicali es

probablemente la principal fuente que hay en el tejido de los peces.

11. Se identificé una posible degradacion del toxafeno por la pérdida de Cl en el grupo 8-Cl

en comparacioén con el toxafeno técnico.

12. El As y Se en el agua se correlacionan con el nimero de EMN.

13. El As y Se en el tejido axial se correlacionan con el dafio genético.
14. No existe una correlacidn significativa entre la abundancia relativa con la cantidad de
EMN
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Abstract The frequency of micro nucleated erythrocytes
in peripheral blood of the desert pupfish (Cyprinodon mac-
ularius) from a geothermal effluent pond is determined and
compared to organisms kept in an aquarium. The frequency
of micronucleated erythrocytes found in pupfish from the
geothermal pond is 2.75 (+2.09) and only 0.44 (+0.52) in
captivity organisms. Dissolved As in the ponds doubles the
340 pg L' US-EPA acute quality criteria for aquatic life
and Hg equals the 1.77 pug L™" chronic criteria. The organ-
isms with high MNE also have significantly high Se, As
and Hg concentrations in muscle and liver. Compared to
international maximum allowable limits for fish consump-
tion, there is 81X enrichment for Se, 6x for As and 5x for
Hg. Although Se is not significantly enriched in water,
it is likely that its bioaccumulation occurs via feeding of
detritus. The desert pupfish has a significant resistance to
extreme metal accumulations and to recover under unpol-
luted conditions.
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Aquatic ecosystems are the final disposal sites of air and
soil pollutants (Datta et al. 2009). In polluted habitats there
are many inorganic and organic compounds that may pro-
duce damage and affect the endemic biota, even leading
to extinction (Elvira 1995). Fish are important indicators
of water pollution, and the presence and frequency of the
micro nucleated erythrocytes (MNE) in them can be used
to examine the effect of mutagenic compounds (Carrola
et al. 2014). Micronuclei (MN) are formed by condensation
of acentric chromosomal fragments or by whole chromo-
somes that are not included in the main nucleus (Heddle
1973). The lagging elements (fragments or whole chromo-
somes) are also included in the cytoplasm of daughter cells,
but a proportion is transformed into one or several sec-
ondary nuclei which are 1/5 to 1/20 smaller than the main
nucleus and are therefore called MN (Schmid 1975).

The desert pupfish (Cyprinodon macularius) is a sec-
ondary freshwater fish endemic to the lower Colorado
River basin in the United States of America and Mexico,
which has an opportunistic and omnivorous diet consist-
ing of invertebrates, plants, algae, and detritus (USFWS
2010; Ruiz-Campos et al. 2014). This pupfish has a total
length from 11.3 to 56.5 mm (Varela-Romero et al. 2002).
It shows an extraordinary ability to survive under condi-
tions of high water temperature (45°C), low dissolved
oxygen concentration (0.1-0.4 mg L™') and high salinity
(68 mg L~") (USFWS 1993). The actual distribution in
Mexico occurs in Baja California (in the evaporation ponds
of the Cerro Prieto geothermal power station and Pozo del
Tule in Sierra Cucapa) and Sonora (Welton-Mohawk chan-
nel, El Doctor and Santa Clara wetlands). This species is
categorized as endangered because of loss and modification
of habitat, introduction of non-native fishes and pollution
(Varela-Romero et al. 1999; Ruiz-Campos et al. 2014).
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The aim of the present study is to assess the frequency
(per 1000) of MNE in C. macularius under the extreme
environmental conditions in the evaporation ponds derived
from the geothermal plant effluents of Cerro Prieto, where
air temperatures in summer may reach 50°C and geother-
mal brines are characterized by a metal-rich siliceous com-
position (Skinner et al. 1967; Hernandez 2009). The MNE
are compared with those of the same species in unpolluted
water under controlled aquarium conditions in the labora-
tory. This information will be useful to determine the cur-
rent state of C. macularius under the stressful situation
caused by environmental pollutants, as well as to generate
measures for protecting this endangered species.

Materials and Methods

Desert pupfish were collected by using minnow traps
baited with marshmallows (to attract by color and flavor)
in the evaporation ponds of the geothermal plant in Cerro
Prieto Mexicali, Baja California, México in October 2014
(32°23'50"N and 115°16'05"W; Fig. 1). The geothermal
power plant is located 35 km south of the USA-Mexico
international border, and comprises a system of ponds (ca.
6 km?) filled with recycled residual waters from the cool-
ing system of the Cerro Prieto Geothermal station. The
fish caught were separated in two groups: (1) one group
was placed in a container with aerator to oxygenate the
water and keep them alive until transfer to an aquarium of
250 L with waterfall style bio-filter of 850 L h™! capacity,
where they remained in captivity for 1 year prior to MNE
analysis. A long acclimatization was important because
the lifespan of the circulating erythrocytes in fish is longer
than in mammals (example, 105 days in rainbow trout and

310 days in mirror carp) and hematopoietic tissue is sub-
ject to an annual cycle (Soldatov 2005), and (2) the second
group of samples was used for immediate caudal venipunc-
ture for MNE and frozen for later dissection of tissue for
metal analyses according to EPA Fish Sampling and Analy-
sis (USEPA 2000). The water quality parameters such as
temperature, pH, total dissolved solids (TDS), conductiv-
ity and salinity were measured with a portable multiana-
lyzer (Hydrolab Scout 2). Dissolved oxygen was measured
with a portable oxymeter (WTW Multi 1970i model). For
biometric data, the total length of the fish was measured
(TL+0.01 mm) with a 15 cm dial caliper. Water samples
collected from the evaporation ponds of the Cerro Prieto
geothermal power station were filtered with pre-combusted
GF/F filters, acidified to 1% with ultrapure HNO; and
maintained at 4°C in polyethylene tubes until analyses with
ICP-MS and Hg-analyzer. Tissue samples for metal analy-
ses in fish from the pond consisted of muscle (2 organisms)
and liver (3 organisms) and were freeze-dried prior to anal-
yses by ICP-MS and Hg-analyzer after microwave digestion
using CRM DORM-2 and DOLT-2 as reference for quality
assurance. The % recovery was above 93% for all elements
and the detection limits for each are given in Table 3. Blood
samples of 9 specimens from the aquarium and 12 from the
geothermal ponds were obtained by caudal venipuncture
using heparinized syringes, keeping the organisms alive
and returning them to their habitat (Ueda et al. 1992). The
blood was immediately smeared on grease free slides and
air-dried for 10 min before fixation in 75% ethanol. Slides
were stained with 0.003% acridine orange in Sorenson’s
buffer at pH 6.8 for 3—-5 min. The slides were then rinsed
in the same buffer to reduce background staining; all slides
were then air-dried and stored in the dark. Prior to viewing,
the slides were wet mounted, with the Sorenson’s buffer
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and covered with a cover slip. The slides were examined
with a fluorescence microscope (Axio Lab.Al Zeiss), in
%1000 magnification with oil immersion. A total of 10,000
erythrocytes were analyzed per fish (one slide), when the
sample size for counting MN should be at least 2000 eryth-
rocytes per animal to detect genotoxic activity (Udroiu
2006). A MN was positively identified if it met the criteria
proposed by Al-Sabti and Metcalfe (1995). In Fig. 2, a pos-
itive MN stained with acridine orange is shown as an exam-
ple. Statistical analyses were performed using the software
Statistic 8 (StatSoft). For physicochemical parameters and
in the biometric data basic statigraphs (mean and standard
deviation) were calculated. To assess differences between
frequencies of MNE, between groups of desert pupfish
(captivity versus geothermal pond), Mann—Whitney and
Student’s ¢ tests were conducted. Results were considered
significant at p <0.05.

Results and Discussion

The physicochemical data for the geothermal pond and
controlled aquarium conditions are shown in Table 1. The
average concentration of dissolved oxygen and percent
saturation in both sites was within the range tolerated by
this species (concentrations as low as 0.1-0.4 mg L7';
USFWS 1993). The lower dissolved oxygen concentration

Fig. 2 Microphotography of a group of erythrocytes of a control
C. macularius from the aquarium, stained with acridine orange and
viewed under a fluorescence microscope under X 1000 magnification.
The arrow indicates MNE

in the aquarium can be explained by a lower algae growth
which results in lower photosynthesis and a reduced expo-
sure to air which decreases the diffusion of air into the
water (Fangue et al. 2001). Furthermore, in both sites salin-
ity is below the maximum value tolerated by this species
(68 g L', twice that of seawater). Udroiu (2006) suggested
2 weeks under controlled conditions for the acclimatization
of fish and mentions that neither dissolved oxygen, salin-
ity nor temperature are considered risk factors that promote
the variation in the frequency of MNE. Thus the differences
in salinity, temperature and oxygen between the aquarium
and the geothermal pond are not expected to influence the
observed variation in the frequency of MNE.

The concentrations of dissolved metals in the evapora-
tion pond are given in Table 2. The water of this system has
significantly high concentrations of As (628-734 ug L"),
exceeding the Mexican Official Norm for contaminants
in wastewater discharge and the acute EPA recommended
water quality criteria for aquatic life. In addition, Hg equals
the chronic EPA criteria. Other dissolved metal concentra-
tions are not significantly different between the ponds and
the aquarium and below the Mexican norm. The chem-
istry of the fluid discharged is largely dependent on the
geochemistry of the reservoir and the operating condi-
tions used for power generation varies from one geother-
mal field to another and may contain high concentrations
of aluminum, boron, arsenic, cadmium, lead, mercury, and
sometimes fluoride (Sabadell and Axtmann 1975). The
metal concentrations in liver and muscle of C. macularius
from the geothermal ponds are given in Table 3. All metal
and metalloid concentrations are higher in liver than mus-
cle, because organs with higher metabolic activities accu-
mulate more trace metals than organs with lower metabolic
activities (Kalay et al. 1999). The liver has an important
role in contaminant storage, redistribution, detoxification or
transformation (McFarlane and Franxin 1980) and can be
an environmental indicator of water pollution (Licata et al.
2005). Although Se is not significantly enriched in water
from the geothermal pond, this element, as well as Hg and
As, are significantly accumulating in C. macularius. Fac-
tors such as the feeding habit (detritivorous) and regulatory
ability can influence the accumulation of metals in the dif-
ferent organs (Cross et al. 1973). Selenium in fish presents
81-fold enrichment compared to the maximum allowable
limits for consumption (Bosch et al. 2016), As a sixfold

Table 1 Mean and standard deviation of physicochemical parameters in the aquarium (spring) and geothermal pond (autumn)

Site Dissolved oxy-  Oxygen saturation (%) TDS (g/L) Salinity (ppt) Conductivity mS/cm Temperature (°C)
gen (mg/L)
Aquarium 4.9 (£0.20) 53.8 (x2.16) 0.7 (x0.01) 0.5 (£0.01) 1.5 (£0.01) 20.5 (+£0.12)
Pond 6.8 (+0.48) 79.0 (5.79) 33 (x1.55) 33.9 (£1.90) 51.5 (+2.82) 24.0 (+0.12)
@ Springer
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enrichment and Hg a fivefold enrichment. High Se in fish is
mostly derived from feeding (USEPA 2014). Selenium con-
centrations in whole fish (8—16 mg kg™') can cause repro-
ductive problems, teratogenesis and mortality due to bio-
accumulation (USFWS 1987). Selenium concentrations in
fish of other polluted sites are lower than those obtained in
this study. For example, in reclaimed coal mines in Alberta
Canada, Se concentration of 1.25 mg kg™ were found in
muscle of the hatchery rainbow trout (Miller et al. 2013).
In the Ciénega de Santa Clara (in the Colorado River delta)
average Se concentrations in striped mullet (Mugil cepha-
lus), common carp (Cyprinus carpio) and largemouth
bass (Micropterus salmoides) were 1.6 mg kg™' (Garcfa-
Hernandez et al. 2013). The high concentration of As in
liver could be due to its constant rexposure, because bio-
transformed As is released from the liver to circulation and

bile, where it reenters the intestine and hepatic portal vein
(Cockell and Bettger 1993). This causes that the absorbed
arsenic may persist in the enterohepatic circulation for a
relatively long time. The high concentration of Hg found in
liver (2.4 mg kg™!) and muscle (1.8 mg kg™!) may be due
to a high capability of bioaccumulation and biomagnifica-
tion, for this reason total dissolved Hg concentration may
be due lower than the tissue of the fishes (Gill and Bruland
1990).

The average of MNE in C. macularius from the aquar-
ium and the geothermal ponds are summarized in Table 4.
The comparative analysis between fishes from the aquarium
and the geothermal pond, reveal a significant difference,
with a value of t=3.208 (d.f. = 19, p=0.005) for the analy-
sis of Mann—Whitney and t=4.16 (d.f. = 19, p=0.000) for
the Student’s 7 test. The mean MNE in aquarium fishes was

Table 2 Concentrations of Si and metals (metalloids) in water from the geothermal brines at Cerro Prieto, during summer 2015, compared to
the Mexican Norm for pollutants in wastewater discharges and the US-EPA National Recommended Water Quality — Aquatic Life criteria

Samples Si Pb Cd Cr As Hg* Se U Mo Cu Zn Fe Mn
Pond—a 35200  <0.1 <0.1 <5 734 <2 ) <0.01 1.5 <2 23.6 <100 470
Pond—b - <02 - 0.43 628 0.51 - - 9.1 24 9.7 69 -
Pond—c - <02 - 0.34 636 078 - - 8.4 13 15 58 -
Pond—d - <02 - 0.33 656 - - - 8.6 5.9 14.2 45 -
Agq—a - <02 - 0.39 243 057 - - 494 25 26.0 <3 -
Ag—b - <02 - 0.27 1.94 - - - 449 25 4.1 3 -
Mex-NOMO001° - 400 200 1000 200 10 - - - 6000 20,000 - -
EPA (acute)* - 65 1.8 16 (CrVI) 340 1.4 - - - - 120 - -
EPA (chronic)* - 25 0.72 11 (CrVI) 150 0.77 1.5¢ - - - 120 1000 -
Units in pg L™!

—not analyzed or not reported
aHg-analyzer, "NOM (1997), °EPA (2017), “EPA (2016)

Table 3 Concentrations of metals in muscle and liver of C. macularius in the geothermal ponds of Cerro Prieto compared to various interna-
tional and Mexican maximum allowable levels for fish consumption. All units are in pg g~ except Fe in %

Pb Cd Cr As Hg Se U Mo Au Cu Zn Fe Mn
Detection limit ~ 0.01 0.01 10 10 0006 01 01 001 05 001 0l 0.01 1.0
Muscle 0.49 <0.1 <10 83 1.8 134 <1 <01 007 38 78.6 <001 23
Liver 0.77 0.72 <10 122 24 261 <1 13 .17 124 236 <001 53
MALS" 02-05  005-0.1 01 2030 0510 03 - - - 5-30  30-50 - -
Mex-NOM242" 0.5 0.5 = = 0.5 — - - - - - - _
- not analyzed or not reported
“Bosch et al. (2016), "(NOM 2011)
Table 4 Values of MNE and Site N Total length (mm) Individual MNE/10,000 E Mean +SD/10,000 E
total length of desert pupfish in
captivity and geothermal pond Aquarium 9 46.64 (+3.88) 00/ 1/0/1/1/0/1/0 0.44 (+0.52)

Pond 12 38.06 (+5.17) 3121113131 T/6/0/3/3/0/2 2.75 (+2.09)
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similar to those values reported for other fish species, such
as rainbow trout (Oncorhynchus mykiss, 0.33 +0.49 MNE;
De Flora et al. 1993) and brown bullhead (Ameiurus neb-
ulosus, 0.14; Metcalfe 1988). The low rate of MNE in C.
macularius in aquarium specimens and a decrease in metal
concentrations compared to those from the geothermal
pond, suggests that it may be used as a model for genotoxic
effects of pollutants. Also the micronucleus test on periph-
eral blood samples is particularly suitable for conditions of
chronic exposure (Udroiu 2006). Among the intraspecific
factors that may affect the number of MNE are the age, sex,
length, diet, health and reproductive status (Al-Sabti and
Metcalfe 1995). In the early developmental stages fishes
are more sensitive to genotoxic agents in comparison with
adults because of blockage of pathways for DNA synthesis
(Christie and Costa 1983). However, the average length of
the studied fish, in both cases (46.64 and 38.06 mm), are
outside the range of length of young fish (Varela-Romero
et al. 1999) indicating that length does not affect the
amount of MNE. It is important to study different ages to
determine if the young organisms display a higher level of
MNE than the adults. The high concentration of As (water),
Hg and Se (probably in detritus) of the geothermal effluent
ponds may cause the raise in the number of MNE. Experi-
ments with tilapia (Oreochromis mossambicus) in water
with As concentrations of 3, 28 and 56 mg kg~' during
96 h, indicate a significant increase in MNE frequency in
the exposed fish when compared to a control group (Ahmed
et al. 2011), the same happens with organisms (Carassius
auratus gibelio) exposed to Hg (0.25 and 50 ng/5 mL) and
Se (250, 500 and 1000 ng/5 mL of culture medium) which
had a greater number of MNE compared to controls (Al-
Sabti 1994). Our findings suggest that the desert pupfish
has a significant resistance to Hg, As and Se, probably to its
evolutionary selection after thousands of years adapting to
harsh conditions in small isolated desert ponds. In contrast
to the population decline in the lower Colorado River dur-
ing the last two decades, a stability in its abundance and
sex proportion has been documented for 2005-2013 in the
geothermal ponds (Ruiz-Campos et al. 2014).

The high number of MNE in the fishes of the geother-
mal pond does not seem to affect the desert pupfish popu-
lation, so it is advisable to carry out laboratory studies
with different contaminants (as analyzed in this work) to
determine the concentrations that can cause damage to
the organisms and therefore the population. This study
shows the importance of comparing organisms in wild
and controlled conditions in order to understand their
adaptation capabilities to pollutants whose may increase
the number of MNE. This is the first research on the
probable value of MNE rate for the desert pupfish and its
adaptability to extreme metal accumulations. It is essen-
tial to consider this species as a new model for toxicity

studies based on its ability to tolerate extreme conditions
and to recover under unpolluted conditions.
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