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PRESENTACION

Esta tesis es una investigacion sobre las consecuencias de exposiciones subletales al
plaguicida organofosforado metil paration (MeP) en la reproduccion, el desarrollo, la
expresion de ornamentos y conducta reproductiva del pez viviparo Girardinichthys
multiradiatus. El documento esta dividido de la siguiente manera:

En el capitulo I se hace una introduccion general para plantear el marco teérico
de la tesis a partir de los factores que favorecen la contaminacion por plaguicidas en
los cuerpos de agua. Ademas se presentan los antecedentes que motivaron el analisis
de los efectos del MeP en G. multiradiatus. En consecuencia, se revisan las
caracteristicas biologicas y ecologicas de la especie de estudio y se explica por qué es
pertinente estudiar los efectos del MeP en la expresion de los caracteres sexuales
secundarios. A partir de este marco se desprenden las hipotesis y los objetivos de la
tesis.

En el capitulo II se reportan los resultados de los experimentos que tuvieron
como objetivos evaluar, en cautiverio, la bioacumulacion del MeP en G. multiradiatus,
los efectos toxicos en peces adultos y en organismos en desarrollo embrionario, asi
como las consecuencias a largo plazo en términos de supervivencia a la edad adulta.
Ademas, se reporta la caracterizacion ambiental del MeP en cuerpos de agua habitados
por G. multiradiatus. Articulo publicado en la revista Environmental Toxicology; acceso
en linea desde el 17 de junio de 2008; doi: 10.1002/tox.20414.

En el capitulo III se reporta el experimento que tuvo como objetivo explorar una
posible explicacion de por qué los embriones son mas susceptibles a MeP. En este
experimento se cuantifico la induccion de la actividad catalitica de las enzimas
monooxigenasas P450 en el higado de hembras gravidas y sus embriones expuestas a
0.1 ug de MeP g'! alimento por 96 horas. Ademas, se discuten las razones por las que
los resultados obtenidos de este estudio no fueron concluyentes.

En el capitulo IV se hace una revision de los estudios publicados con relacion a
las enzimas monooxigenasas P450 en peces teledsteos. En este trabajo se identifican
las funciones y los principales sitios de expresion, incluyendo aquellas isoformas con
actividad durante el desarrollo embrionario. Ademas, se revisan los conceptos de

especies centinelas y biomarcadores. Finalmente, se discute la situacion actual en el

Vi



conocimiento de las enzimas P450 en los peces y su aplicacion como biomarcadores en
los programas de monitoreo ambiental.

De acuerdo con los objetivos planteados en la tesis, en el Capitulo V se reportan
los resultados del efecto del MeP en la expresion de los ornamentos, los despliegues de
cortejo de los machos y la preferencia sexual de las hembras cuyas madres estuvieron
expuestas durante el periodo de gestacion a 0.005 pg de MeP g1 alimento diariamente.
Articulo publicado en la revista Proceedings of The Royal Society B (2008), 275: 1343-
1350; doi: 10.1098/rspb.2008.0163.

En el capitulo VI se hace el analisis general de los resultados mas relevantes de
la tesis y se proponen futuros trabajos.

El apéndice Uso de plaguicidas en la Cuenca Lerma-Chapala es una revision de
los datos oficiales del grado de deterioro de la calidad del agua en la cuenca del rio
Lerma, haciendo énfasis en la situacion del uso de agroquimicos en la region. Esta

seccion es en consecuencia un complemento de la introduccion.

vii
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Evaluacion del efecto del metil paration sobre el desempeio sexual del pez
amarillo (Girardinichthys multiradiatus)

Resumen

La incorporacion de los plaguicidas en los ecosistemas acuaticos puede alterar
procesos biologicos tales como el crecimiento, la reproduccion y la supervivencia de los
organismos. Lo anterior ha sido ampliamente estudiado y ha derivado entre otras
cosas en el uso de compuestos menos persistentes en el ambiente (e.g. carbamatos y
organofosforados). Sin embargo, la deteccion de niveles subletales de plaguicidas,
particularmente organofosforados (OP, por sus siglas en inglés) es frecuente en los
cuerpos de agua cercanos a zonas agricolas. Los OP inhiben la actividad catalitica de
las B-esterasas, alteran el sistema inmune y son bioacumulados por los organismos
como los peces teleosteos. Un ejemplo de los anterior es el reporte de la acumulacion
del metil paration (MeP) en el pez amarillo (Girardinichthys multiradiatus). Este
compuesto se detecto en tejidos embrionarios a niveles por arriba de las acumuladas
por los adultos, lo que condujo a la siguiente pregunta ¢Cuales son las implicaciones
de que durante el desarrollo embrionario los G. multiradiatus se encuentren expuestos
al MeP? El pez amarillo es endémico de la parte Central de México, pertenece a la
familia Goodeidae, un grupo de especies viviparas que se encuentra amenazada por
diversos factores antropogénicos. Entre los goodeidos, los machos G. multiradiatus
presentan las aletas mas ornamentadas y un repertorio conductual muy elaborado. La
presencia de estos caracteres ha sido explicada bajo los mecanismos que operan la
seleccion sexual. La presencia de contaminantes como el MeP en las poblaciones de G.
multiradiatus, aun a niveles subletales, puede imponer retos energéticos que
incrementarian los costos de producir, exhibir o mantener los ornamentos. Lo anterior
podria repercutir en la adecuacion de los individuos; mecanismo que ha sido un
aspecto de los contaminantes poco explorado. Esta investigacion tuvo como objetivos
evaluar los efectos toxicologicos de niveles subletales de MeP en la reproduccion y
desarrollo de G. multiradiatus, comparar la capacidad de la actividad enzimatica entre
hembras gravidas y embriones para explicar un posible mecanismo de los efectos del
MeP en los estados tempranos de desarrollo y evaluar los efectos del plaguicida en la
expresion de ornamentos y el desempeno sexual de adultos que estuvieron expuestos a
MeP durante la fase embrionaria. Los resultados mostraron que la acumulacion de

MeP en G. multiradiatus es de forma dosis-dependiente en organismos adultos. La



exposicion a concentraciones de 0.008, 0.02 y 0.04 pg/g en un periodo de 30 dias
provocaron la reduccion del peso y la talla. E1 MeP fue letal a 0.165 ug/g. En cuanto a
los resultados obtenidos de las hembras gravidas expuestas a 0.005, 0.01 y 0.1 ug/g,
MeP no afecto la condicion de las hembras durante la gestacion, sin embargo, indujo
alteraciones en los descendientes. Las camadas que estuvieron expuestas a 0.005 y
0.01 ug/g presentaron malformaciones a nivel de notocorda y a 0.01 y 0.1 ug/gla
proporcion de juveniles que alcanzaron la edad adulta fue menor que en los grupos
controles. El estudio en campo revelo la presencia de MeP en dos de siete localidades
donde se distribuye G. multiradiatus (en la presa San Juanico a 0.0036 ug/gy en la
presa Salazar a 0.037 pg/g), esto mostro que las poblaciones que habitan en las presas
pueden ser mas susceptibles a MeP. Ademas, se buscé cuantificar la induccion de la
actividad catalitica de las monooxigenasas P450 (isoforma CYP2B; involucrada en la
biotransformacion del MeP) en higados de hembras gravidas y tejidos embrionarios
expuestos a 0.1 ug/g MeP por 96 horas. Aunque no se encontro una respuesta clara,
la revision de los reportes sobre la presencia de P450 en peces mostro que soélo 12 de
las 34 isoformas descritas hasta el momento en peces se han detectado en tejidos
embrionarios, lo que sugiere que los estados tempranos de desarrollo pudieran ser
deficientes metabodlicamente y por lo tanto pueden ser mas vulnerables a los
contaminantes. Finalmente, la exposicion subletal a MeP (0.005 pg/g ) durante el
desarrollo embrionario repercutié en la condicion de los adultos. Observé que hembras
y machos de camadas expuestas durante la gestacion a 0.005 ug/g MeP tuvieron tallas
menores, siendo mayor el efecto en los caracteres sexuales (i.e. aletas ornamentadas).
Ademas, las aletas ornamentadas presentaron menor saturacion de color en las
longitudes de onda del amarillo y el rojo, lo cual podria estar indicando una reduccion
en la capacidad de sintetizar pigmentos carotenoides. Ademas, observé que los machos
tienden a desplegar conductas de cortejo mas parsimoniosas, lo que resulta, en
combinacion con los parametros anteriores de talla y coloracion, en una menor
preferencia de las hembras hacia los machos expuestos. En conclusion, la exposicion a
MeP durante la gestacion trasciende en la edad adulta de G. multiradiatus, la expresion
de los caracteres sexuales secundarios se ve comprometida y el desempeno sexual de
los machos se reduce. Lo anterior podria tener implicaciones en la estructura de las

poblaciones.



Evaluation of the effects of methyl parathion in sexual performance of the
Amarillo fish (Girardinichthys multiradiatus)

Abstract

The incorporation of pesticides into aquatic ecosystems can alter biological processes
such as growth, reproduction and survival of organisms. This has been extensively
studied and has derived among other things in the use of compounds that are less
persistent in the environment (e.g. carbamates and organophosphates). However, the
detection of sublethal levels of pesticides, particularly organophosphates is frequent in
water bodies close to agricultural fields. Organophosphates inhibit the catalytic activity
of B-esterases, alter the immune system and are bioaccumulated by organisms such as
fish. An example of this is the report of accumulation of methyl parathion (MeP) in the
Amarillo fish (Girardinichthys multiradiatus). This compound has been detected in
embryonic tissue in concentrations above those found in adults, which leads to the
question ¢What are the implications of exposure to MeP during embryonic development
for G. multiradiatus? The Amarillo fish is endemic to Central Mexico and belongs to
family Goodeidae, a group of viviparous species that is threatened by several
anthropogenic factors. Among goodeids, males of G. multiradiatus have the most
ornamented fins and elaborated behavioural repertoire. The presence of these traits
has been explained by sexual selection mechanisms. Pollutants as MeP present in
water bodies inhabited by G.multiradiatus, even though at sublethal levels, could
impose an energetic demand which would increase the cost of producing, maintaining
or displaying ornaments. This could have a repercussion on fitness, which has been a
little studied aspect of pollutants. This research had as aims to evaluate the
toxicological effects of sublethal MeP levels in the reproduction and development of G.
multiradiatus, to compare the enzymatic capacity between gravid females and their
embryos as a possible mechanism to explain the vulnerability to MeP in early
development stages, and to evaluate the expression of ornaments and sexual
performance of adults exposed to MeP during the embryonic phase. The results
showed that accumulation of MeP in G. multiradiatus is a dose-dependent relationship
in adult organisms. Fish exposed to concentrations of 0.008, 0.02 and 0.04 ug/g for 30
days showed a reduction in size and weight. Methyl parathion was lethal at 0.165
ug/g. In the case of the results obtained in gravid females exposed to 0.005, 0.01 and



0.1 ug/g, MeP did not affect the females’ condition during gestation, however, it
induced malformation in their offspring. The broods exposed to 0.005 and 0.01 ug/g
showed spinal cord malformation, and at 0.01 and 0.1 ug/g the proportion of offspring
surviving to adulthood was lesser than in control groups. The field study revealed the
presence of MeP in two out of seven sampled localities inhabited by G. multiradiatus
(San Juanico dam at 0.0036 ug/g and Salazar dam at 0.037 ug/g), therefore wild fish
living in dams could be being affected by MeP. In addition, I looked for a measure of
induction of catalytic activity of monooxygenases P450 (isoform CYP2B; involved in
biotransfromation of MeP) in liver of gravid females and embryonic tissue exposed to
0.1 ug/g MeP for 96 hrs. Although I did not obtain positive results, a review of
literature on cytochrome P450 in fish showed that only 12 out of 34 isoforms described
up to now have been detected in embryonic tissue, suggesting that early development
stages might be metabolically deficient and could be more susceptible to pollutants.
Lastly, sublethal exposure to MeP during embryonic development affects the condition
of adults. I observed that both females and males from broods exposed during
gestation to 0.005 ug/g MeP had a smaller size, the effect being higher in sexual
characters (i.e. ornamental fins). Ornamented fins showed lesser color saturation in
wavelengths of yellow and red, which could be indicating a reduction in the capability
for carotenoid pigment synthesis. In addition, I observed that exposed males had a
tendency to display more parsimoniously during courtship, which resulted, in
combination with parameters of size and color, in reduced female preference to
exposed males. In conclusion, MeP exposure during gestation transcends to adulthood
in G. multiradiatus, the expression of sexual secondary characters is compromised,
and the sexual performance of males is reduced. This might have implications in the

structure of populations.
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CAPITULO I

INTRODUCCION GENERAL

[.1 Contaminacion por plaguicidas en cuerpos de agua

Los ecosistemas acuaticos cercanos a las zonas agricolas reciben por escurrimientos
una gran cantidad de agroquimicos durante las temporadas de lluvias. Ejemplo de ello
son las altas concentraciones de plaguicidas registradas en el valle de California EU.,
donde se han detectado hasta 69.99 ug/ml de diazinon cuando las precipitaciones
rebasan los 0.41 cm3 de agua por mas de 4 h (Schiff & Sutula 2004). Estas descargas
incluso pueden aportar una mayor cantidad de agroquimicos cuando las aplicaciones
son recientes (DeVlaming et al., 2000). Entre los agroquimicos que comunmente
pueden detectarse en rios, presas o lagos se encuentran los plaguicidas
organoclorados (e.g. dicloro-difenil-tricloroetano DDT, lindano, endosulfan, los
hexaclorohexanos, aldrin, dieldrin, heptacloro, etc.), organofosforados (e.g. malation,
diazinén, paration, metil paration) y carbamatos (carbofuran, carbaril). Cuando estas
sustancias se incorporan a los ecosistemas acuaticos entran en contacto con la biota y
pueden ser transportadas por la red trofica mediante los procesos de bioacumulacion y
biomagnificacion. Lo anterior genera un problema ambiental que en el caso de México
ha sido poco atendido y un ejemplo de ello ocurre en la cuenca del rio Lerma (en el

apéndice se amplia la informacion).

El grado de impacto de los plaguicidas en los ecosistemas acuaticos depende en
gran medida de la persistencia (tiempo de vida media ti,2) de cada compuesto. Por
ejemplo, los organofosforados (ésteres organicos de acidos fosforicos) tienen ti,2 de dias
hasta meses en ambientes acuaticos, mientras que los organoclorados pueden persistir
por mas de 50 anos. Los factores que determinan el ti1/2, ademas de las caracteristicas
quimicas del compuesto (e.g. polaridad, presion de vapor, estabilidad quimica), son las
caracteristicas fisico-quimicas del cuerpo de agua receptor (Walker et al., 1996). Por
ejemplo, los compuestos malation, diazinon y clorpirifos tienen t;,2 de 3 a 24 dias en
ambientes aerobios, sin embargo, en ambientes anaerobios (e.g. eutroficados) el t1/2 de

estos mismos compuestos se extiende de 58 a 223 dias (Bondarenko & Gan 2004) y
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algunos compuestos como el metil paration o el etil paration pueden ser dificiles de

degradar (Xu et al., 2003).
[.1.1 El caso de la Presa Ignacio Ramirez

En México el uso de plaguicidas se ha incrementado con la produccion agricola. En la
cuenca del Lerma, por ejemplo, se utilizan poco mas de 15,000 toneladas de
plaguicidas al ano (en el apéndice se amplia la informacion). Lo anterior es
preocupante considerando que la cuenca del Lerma constituye uno de los sistemas
hidricos mas grandes del pais y la zona mas rica en endemismos de ictiofauna
(Espinosa Pérez et al., 1998). Entre los cuerpos de agua en los que se ha documentado
la presencia de plaguicidas se encuentra la presa Ignacio Ramirez en el Estado de
México, que pertenece a la region del Alto Lerma. En esta presa se han reportado
concentraciones de organoclorados como el aldrin, dieldrin, edrin, asi como de los
organofosforados malation y metil paration (De La Vega Salazar et al., 1997; Favari et
al., 2002). Ademas, estos contaminantes se han detectado bioacumulados en la fauna
de la presa, como en el acocil mexicano (Cambarellus montezumae), los oligoquetos
(Aelosoma sp.), la carpa (Cyprinus carpio), el charal de Santiago (Chirostoma riojai) y en
particular en el pez amarillo (Girardinichthys multiradiatus), en donde los niveles de
metil paration alcanzan concentraciones de 0.1 a 0.7 ug/g (De La Vega Salazar et al.,

1997; Favari et al., 2002).

I.2 Biologia y ecologia del pez amarillo Girardinichthys multiradiatus

El pez amarillo (Girardinichthys multiradiatus; familia Goodeidae; tribu
Girardinichthyini) tiene una distribucion restringida en la Mesa Central de México, en
la cuenca del Alto Lerma y en las cuencas altas del rio Tula (Panuco) y de los rios
Zitacuaro y Tilostoc (Balsas) que se encuentran entre los 1800 y 2900 msnm
(Gesundheit 2004; Gesundheit & Macias Garcia 2005; Miller 2005). Los primeros
estudios en México sobre la biologia de esta especie se remontan a la década de 1940.
Del Villar (1949) reporté que G. multiradiatus habita las zonas someras de los cuerpos
de agua medianamente turbios (entre 0.25 y 1.2 m de profundidad) con temperaturas

que fluctuan entre los 14 y 27 °C, con oxigeno disuelto entre 4.5y 15 ml/Ly pH de 7.6
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a 7.7. Ademas, en las poblaciones de la cuenca del Panuco, Del Villar (1946) observo
que entre los meses de marzo y agosto hay un incremento demografico y determinoé
que el crecimiento entre hembras y machos es alométrico y que la proporcion de sexos
en las poblaciones es de 3.6:1 (hembras: machos); también en las poblaciones del Alto
Lerma se han registrado proporciones sexuales similares (ver Macias Garcia 1994). Se
ha observado que a lo largo del anno se obtienen dos generaciones con una proporcion
sexual en la camada de 78.33% de machos y 21.60% de hembras (Del Villar 1949). De

acuerdo con Saborio (2002) en cautiverio el periodo de gestacion dura 53 £ 7.9 dias.

Las adaptaciones reproductivas de G. multiradiatus al igual que de otros
goodeidos son poco comunes en los peces teledsteos. Se trata de peces viviparos
matrotroficos. Esto significa que los embriones se alimentan de nutrientes que secreta
la hembra en el lumen ovarico durante la gestacion (Fig. I.1A; Schindler 2005; Uribe et
al., 2005). Los nutrientes que secreta la hembra hacia el lumen son proteinas,
aminoacidos, glucosa, lipidos y vitelogenina que son tomados por los embriones a
través de un organo especializado llamado Trofotaenia (Lombardi & Wourms 1985a;
Lombardi & Wourms 1985b; Schindler 2005; Vega-Lopez et al., 2007). Por
microscopia electronica de barrido se ha observado que éste 6rgano esta constituido
por filamentos que originan una masa tubular que se extiende fuera de la region
perianal del embrion (Fig. I.1B; Lombardi & Wourms 1985b). En el género
Girardinichthys, las células trofoteniales contienen en el citoplasma supranuclear una
gran cantidad de mitocondrias que indican transporte transmembranal con gasto
energético, por lo que es de suponer que el epitelio trofotenial en éste género toma las
macromoléculas del lumen ovarico mediante mecanismos de endocitosis (Schindler
200535), proceso que podria favorecer el ingreso y acumulacion de contaminantes

organicos como los plaguicidas (Van der Oost et al., 2003).



A)

B)

Fig. I. A) Ovario de goodeido Illyodon whitei, barra=50um (tomada de Uribe et al., 2005, con

autorizacion de Mari Carmen Uribe). B) Representacion de un embrién goodeido con trofotenia.

En la edad adulta o reproductiva, los machos G. multiradiatus despliegan
elaboradas conductas de cortejo durante el apareamiento y presentan aletas
proporcionalmente mayores que las hembras (Macias Garcia 1991; Macias Garcia
1994; Gonzalez Zuarth & Macias Garcia 2006), ademas de que lucen pigmentos de
amarillo intenso a anaranjado con algunos tonos oscuros (Macias Garcia 1994), de ahi
el nombre comun de pez amarillo. La evolucion de estos rasgos o caracteres
epigamicos ha sido explicada a través de los mecanismos de seleccion sexual. Se ha
demostrado que las hembras prefieren a los machos cuyos caracteres son los mas
conspicuos y muestran mayor interés por aquellos que despliegan intensamente
conductas de cortejo (Macias Garcia 1991). La presencia de estos caracteres produce
en los machos una disyuntiva, debido a que los hace vulnerables a los depredadores

como la culebra de rio Thamnophis melanogaster (Macias Garcia et al., 1994).

En cuanto al estatus de conservacion, G. multiradiatus no se encuentra

registrado en ninguna categoria en la Norma Oficial Mexicana (NOM-059-ECOL-2001)
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aunque actualmente la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza y
los Recursos Naturales (IUCN por sus siglas en inglés) le asigna la categoria de especie
vulnerable (IUCN 2007). A nivel de familia se ha documentado que de las 36 especies
de goodeidos dos estan extintas (Allotoca catarinae y Skiffia francesae), dos se
encuentran en peligro extremo de extincion (Zoogoneticus tequilay Ameca splendens) y
para otras seis especies solo queda una localidad en la naturaleza (De La Vega Salazar
& Macias Garcia 20095). Los principales factores que han puesto en riesgo de extincion
local o extirpacion de las poblaciones de goodeidos son la degradacion ambiental (e.g.
eutroficacion), la introduccion de especies exoticas y la fragmentacion del habitat a
causa de la construccion de presas y diques (De La Vega Salazar et al., 2003). Aunado
a lo anterior, la presencia de contaminantes ambientales como los plaguicidas en las
poblaciones de goodeidos como el pez amarillo podria imponer retos energéticos o
metabolicos que incrementarian los costos de producir, exhibir y mantener
ornamentos sexuales en esta especie. Lo anterior podria reducir en los machos la
probabilidad de obtener parejas afectando la adecuacion de éstos. Como consecuencia
de la exposicion a plaguicidas (e.g. organofosforados) y de las caracteristicas biologicas
de la especie, las poblaciones podrian ser vulnerables a los efectos toxicos, lo que
podria acelerar los procesos de extincion local debido al déficit de parejas potenciales.
Para entender cuales podrian ser los mecanismos por los cuales la exposicion a
contaminantes como los plaguicidas organofosforados puede afectar la salud de los

organismos a continuacion se revisaran los mecanismos de toxicidad.

[.3 Mecanismos de toxicidad de los plaguicidas organofosforados

Los plaguicidas organofosforados (OP por sus siglas en inglés) se dividen en dos grupos
dependiendo de su estructura quimica: el primer grupo esta constituido por los
fosforotiatos (e.g. metil paration, paration, fenitrotion y diazinon) y el segundo por los
fosforoditioatos (e.g. malation, dimetoato y azinfosmetil; Jakanovic et al., 2001). Ambos
grupos actian mediante tres mecanismos principales de toxicidad: el primero depende
de la inhibicion de la actividad catalitica de las -esterasas (i.e. acetilcolinesterasa,
carboxilesterasa, tripsina), el segundo de la bioacumulacion del compuesto parental

(Vittozzi et al., 2001) y el tercero del efecto sobre el sistema inmune a través de dos



procesos: por inhibicion de enzimas serina-hidrolasas (i.e. proteasas) y por dano

oxidativo (induccion de apoptosis [muerte celular]| en los linfocitos T; Li 2007).

[.3.1 Mecanismo I

Este mecanismo ocurre durante la fase I del metabolismo, cuando la molécula es
transformada en el reticulo endoplasmatico mediante reacciones de desulfuracion
oxidativa (Jakanovic et al., 2001). En éstas reacciones la molécula parental pasa a su
forma oxon, la cual puede ser mil veces mas toxica, proceso llamado activacion. Por
ejemplo, en el caso del metil paration (O,0-Dimetil O-(4-nitrofenol) fosforotioato; MeP;
Fig. 1.2), una vez que entra en contacto con el organismo, la primera transformacion
ocurre cuando el grupo tioeter (P=S—P=0) de la molécula se oxida por accion catalitica
de P450 (isoformas CYP2B y CYP3A4) y se produce el metabolito reactivo metil
paraoxon (Chambers et al., 1991, Abu-Qare et al., 2000, Albores et al., 2001). Este
metabolito se une al sitio activo (grupo hidroxilo de la serina 203) de la
acetilcolinesterasa (AChE) y produce una inhibicion irreversible de la actividad de la
enzima (Abu-Qare et al., 2000; Abu-Qare et al., 2001). El sulfuro que se libera del
proceso de oxidacion puede eliminarse por orina, pero también, puede tener efectos
inhibitorios sobre la enzima P450 por uniones covalentes entre el sulfuro (S) y el grupo
hemo de la proteina (De Matteis, 1974). Cuando la transformacion del MeP es por
dearilacion oxidativa e hidrolisis se produce en la molécula una ruptura entre la union
del fosforo y el aril-ester, lo que genera acido dimetil-fosforotidico y p-nitrofenol;
metabolitos no toxicos que son excretados (Jakanovic et al., 2001; Xu et al., 2003). El
metil paration también puede ser transformado por las enzimas de la fase II del
metabolismo. Por ejemplo, las enzimas glutation S-transferasas actian desmetilando o
desalquilando al compuesto, lo que evita la formacion de metabolitos reactivos oxon
mediante la produccion de grupos GS-conjugados (O-alkilos y O-arilos; metabolitos
poco toxicos como el S-metil glutation, S-p-nitrofenol glutation y p-nitrofenol; Abel et
al., 2004). En condiciones in vitro, por ejemplo, se ha observado que las glutation S-
transferasas son mas afines a los compuestos que contienen grupos metoxi como los
fosforotioatos (e.g. paration y metil paration). Asi mismo, una segunda transformacion
del metil paration puede ocurrir cuando el metabolito oxon interactua con las enzimas

B-esterasas (Abu-Qare et al. 2000; Abu-Qare et al., 2001). Esta interaccion provoca
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que la concentracion del metabolito oxon disminuya en el torrente sanguineo de tal
manera que se reduce el riesgo toxico. También la eliminacion de los metabolitos oxon
puede llevarse a cabo por las reacciones de hidrolisis en presencia de CaZ2* o por la

interaccion con las a-esterasas (paraoxonasa, somanasa; Jakanovic et al., 2001).
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Figura I.2. Transformacion metabdlica del metil paration (referencias en el texto).

[.3.2 Mecanismo II

Este mecanismo implica que los OP son acumulados por el organismo, evitando asi su
accion sobre las enzimas blanco. Este proceso se facilita por las caracteristicas
lipofilicas de los OP (principalmente fosforotionoatos como el metil paration) que tienen

alta afinidad por los tejidos grasos, micelios lipo-proteicos y membranas celulares



(Walker et al., 1996; Videria et al., 2001). Sin embargo, el almacenamiento en tejido
adiposo es temporal. En periodos en que los organismos migran, se reproducen o
cuando los periodos de dieta se extienden o los organismos se enferman, los depositos
de grasa se movilizan y con ellos los plaguicidas, provocando una intoxicacion
endogena (Jakanovic et al., 2001). Con la liberacion del compuesto de los tejidos
grasos, los efectos toxicos vuelven a presentarse poniendo en riesgo la integridad de los

organismos (Franke et al., 1994; Van der Oost et al., 2003).

[.3.3 Mecanismo III

Este mecanismo ocurre mediante la biotransformacion oxidativa en que se generan
radicales libres o compuestos oxido-reactivos (e.g. anion superoxido [O2 |, peroxido de
hidrogeno [H20:2] y el radical hidroxilo [OH]; Monteiro et al., 2006). Los radicales libres
en concentraciones altas pueden producir efectos negativos sobre las proteinas
(oxidacion proteica) y los lipidos (peroxidacion lipidica) afectando las membranas
celulares o causando dano sobre las moléculas de ADN, lo que puede conducir a

mutagénesis y cancer (ver revision de Droge 2001; Monteiro et al., 2006).

[.4 Efectos toxicos por exposicion a metil paration

El metil paration (MeP) se usa como acaricida e insecticida en cultivos de algodon,
alfalfa, maiz, frijol y frutales (Sarma et al., 2001). Los efectos toxicos por exposicion a
MeP han sido ampliamente estudiados (Tabla I.1). Principalmente el MeP tiene accion
inhibitoria sobre la actividad catalitica de las enzimas acetilcolinesterasa (AChE) y
butirilcolinesterasa (BChE), las cuales participan en la comunicacion colinérgica del
sistema neuromuscular (Chuiko 2000). La inhibicion de las esterasas provoca en
vertebrados sintomas como mareos, vomitos, pérdida de la vision, espasmos
epilépticos y muerte (Garcia et al., 2003). La exposicion al MeP supone un riesgo para
los organismos porque ademas de ser un inhibidor de la AChE, puede ser acumulado
por largos periodos de tiempo en tejidos musculares, grasas y en 6rganos como el
higado, rinon, glandulas salivales y gonadas (ECOTOXNET 1996; Garcia-Repetto et al.,
1997; Vale 1998, Locke 1999; Aditya et al., 2002; Fanta et al., 2003).



Un aspecto importante en el estudio de contaminantes como el metil paration en
el ambiente radica en que alin a concentraciones sub-letales puede afectar la
supervivencia y la reproduccion de los organismos, lo que implica repercusiones a
nivel poblacional (ECOTOXNET 1996). Sin embargo, los mecanismos por los que
actian aun no se han descrito en su totalidad. Por ejemplo, en vertebrados se han
documentado los efectos negativos del MeP en la expresion de la conducta,
principalmente en el desplazamiento e interacciones agnosticas, pero no hay
suficientes datos a cerca de los efectos sobre las conductas reproductivas (Welsh &
Hanselka 1972; Calumpang et al., 1997, Abad-Rosales 2000, Baganz et al., 2001,
Bretaud et al., 2000). También se tienen datos sobre los efectos de MeP en organismos
en estados tempranos de desarrollo expuestos via materna. Por ejemplo, Abu-Qare &
Abou-Donia (2000) y Abu-Qare et al. (2001) observaron que en ratas gestantes el MeP
inhibe la actividad de la AChE del cerebro materno y del feto, ademas de que se
acumula en tejido placentario. Incluso hay evidencia que muestra que los efectos
neurotoxicos del MeP (inhibicion de la actividad de las B-esterasas) afectan a los
organismos en estados tempranos de desarrollo (Parker & Goldstein 2000). Por otro
lado, uno de los riesgos ambientales que podria ocasionar la acumulacion del MeP en
organismos es la biomagnificacion, proceso en el que la concentracion del
contaminante aumenta en relacion a los niveles troficos involucrados (De La Vega

Salazar et al., 1997). Sin embargo, también faltan datos empiricos al respecto.



Tabla I.1. Efectos causados por la exposicion a metil paration en varios niveles de organizacion

biologica.
Tipo de Alteraciones Clasificacion Referencias
Inhibicion de Acetilcolinesterasa Neurotoxico Boone & Chambers (1997)

(AChE).

Induccion de dafio genético por
aberraciones cromosomicas en
linfocitos.

Alteracion de la absorcion de
nutrientes que repercute en el

crecimiento. Induccion de cambios

en la movilizacion de reservas
lipogénicas.

Alteracion estructural de
membranas celulares por

intercalaciones en los fosfolipidos,
lo cual causa hipertrofia en ovarios.

Induccion de dafio histolégico en

higado, branquias y epitelio
intestinal.

Acumulaciéon en érganos blanco
(e.g. musculo, sistema nervioso,
glandulas salivales, tejido
embrionario y placentario).

Alteracion en el peso y

supervivencia de puestas en aves.

Alteraciéon en conductas:

agonisticas, defensa del territorio y

cuidado paterno.

Alteracion en las relaciones presa-

depredador por cambios

demograficos en las poblaciones.

Mutagénico e
Inmunosupresor

Téxico metabélico y
fisologico

Citotoxico

Histopatotoxico

Bioacumulacion

Teratogénico

Conductual

Demografico

Blasiak & Kowalik (1999)
Das & John (1999)
Osaba et al. (1999)

Abu-Qare et al. (2000)
Fanta et al. (2003)

Dhondup & Kaliwal (1997)
Videira et al. (2001)

Fanta et al. (2003)

De La Vega Salazar et al.
(1997)
Garcia-Repetto et al. (1997)

Parker & Goldstein (2000)

Welsh & Hanselka (1972)
Castillo et al. (2002)
Walker (2003)

Gama-Flores et al. (1999)
Sarma et al. (2001)

Hay poca informacion sobre los efectos subletales causados por compuestos

como el MeP en organismos acuaticos. Lo anterior nos obliga a caracterizar y

cuantificar los efectos tanto a nivel individual como a nivel poblacional, asi como las

implicaciones ecologicas a largo plazo (Smith et al., 1997). Ademas, es preciso estudiar

el impacto ecologico de los plaguicidas en especies nativas o endémica (e.g. charal de

Santiago, C. riojai; pez amarillo, G. multiradiatus) y no solo en especies ampliamente
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distribuidas (e.g. carpas, Cyprinus carpio; tilapia, Oreochromis niloticus; trucha
arcoiris, Oncorhynchus mykiss), ya que la distribucion restringida de las primeras,
supone que dichas especies podrian ser mas vulnerables a los procesos de extincion

local que las de amplia distribucion.

La pérdida de unas cuantas poblaciones por factores antropogénicos puede
impactar significativamente en la poza génica de las especies nativas. Por ejemplo, en
especies como el pez amarillo cuyas hembras promueven la exageracion de los
ornamentos masculinos (caracteres sexuales secundarios), la intensidad de la
seleccion intersexual es un factor de riesgo que de manera natural puede disminuir el
tamano poblacional y conducir a un déficit de parejas potencialmente aceptables
(Macias Garcia et al., 1994; Macias Garcia et al., 1998). Sumado a lo anterior, la
pérdida de habitat por la degradacion de los ecosistema podria provocar en las
especies que presentan un dimorfismo sexual marcado un mayor riesgo de extincion,
en otras palabras, los costos de portar y exhibir ornamentos se incrementa con la
degradacion/modificacion del habitat, por lo que las especies en que la seleccion
sexual es mas intensa (i.e. especies que presentan conductas de cortejo y ornamentos
conspicuos), podrian experimentar una mayor probabilidad de extincion que las

especies con menos intensidad de seleccion sexual.

[.5 La seleccion sexual y los factores antropogénicos que afectan la reproduccion

Mediante la teoria de la seleccion sexual, Darwin (1871) explico la presencia de los
rasgos fenotipicos que proveen ventajas reproductivas de unos individuos sobre otros
del mismo sexo durante el apareamiento. En principio, esta fuerza evolutiva opera a
través de dos mecanismos: la competencia entre miembros del mismo sexo
(tipicamente en machos; seleccion intrasexual) y la eleccion de parejas (seleccion
intersexual; Andersson 1994). Estos mecanismos favorecen, generalmente en los
machos, el desarrollo exagerado de los ornamentos y despliegues conductuales que,
aunque costosos (ver mas abajo), proveen de beneficios reproductivos para los machos
que los portan (i.e. adecuacion; Hamilton & Zuk 1982; Millinski & Bakker 1990; Reid

2007) y de senales que usan las hembras para seleccionar parejas potenciales de las
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cuales también obtienen beneficios reproductivos (Andersson 1994, Ryan 1997). Por
ejemplo, de acuerdo con Andersson (1994), los beneficios reproductivos directos a
través de la eleccion de pareja son: la obtencion de buenos territorios de forrajeo y
refugios, la reduccion del riesgo de infertilidad, la obtencion de nutrientes a través de
los fluidos seminales o regalos nupciales, la reduccion de enfermedades contagiosas y
en algunas especies el cuidado paterno compartido. Todos estos beneficios finalmente
seran traducidos en descendencias de mejor capacidad (o calidad) para sobrevivir y

reproducirse.

La evolucion de la preferencia por ornamentos conspicuos se ha explicado a
través de distintos mecanismos, por ejemplo, el proceso desbocado de Fisher, el
indicador o handicap, los efectos fenotipicos directos y los sesgos sensoriales (ver
revision de Andersson & Simmons 2006). Sin embargo, el consenso es que la presencia
de ornamentos que han evolucionado ya sea por seleccion intrasexual o por seleccion
intersexual impone costos sobre la viabilidad de los individuos que los portan (Harvey
& Bradbury 1991). Estos costos pueden ser directos (e.g. aumento en el riesgo por
depredacion) o indirectos (e.g. gasto energético o reduccion en la respuesta inmune;
Kotiaho 2001) y provocan en los organismos una disyuntiva entre la reproduccion y la
supervivencia (Macias Garcia et al., 1998, Magurran & Macias Garcia 2000; Kotiaho
2001). Ademas, los costos pueden tener diferente grado de impacto en los organismos
dependiendo de la condicion (o calidad) genética de cada individuo, es decir, los costos
pueden ser menores en individuos en buena condicion (e.g. salud, reservas energéticas
o fertilidad) en comparacion con individuos en mala condicion (Kotiaho 2001). Este es
uno de los principales supuestos en el que se basa la hipotesis de la evolucion de
eleccion de pareja por hdndicap (Zahavi 1975; Hamilton & Zuk 1982; Iwasa &
Pomiankowski 1999). Ademas, recientemente, se ha propuesto que la calidad de los
individuos esta determinada por factores ambientales que inciden directamente sobre
su capacidad reproductiva (Cotton et al., 2004). Es por ello que los rasgos sexuales
dependientes de la condicion pueden evolucionar como sefiales que indican la calidad
genética o ambiental, o ambas (Cotton & Pomiankowski 2007). En este contexto, es
posible que la condicion de los individuos pueda ser afectada por factores
antropogénicos (e.g. contaminantes) que incrementarian los costos de producir o

mantener ornamentos sexualmente seleccionados. Lo anterior puede ser de suma
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importancia debido a que los ornamentos podrian ser indicadores de la calidad

ambiental en ciertos momentos de la historia de vida de los organismos.

Pocos trabajos han estudiado los efectos de contaminantes sobre la expresion de
ornamentos y conductas reproductivas, asi como de las consecuencias en el éxito
reproductivo (revisado por Jones & Reynolds 1997). Por ejemplo, se ha reportado que
la intensidad de la seleccion sexual en el gobio comun (Pomatoschistus microps)y en el
guppy (Poecilia reticulata) se altera por factores de estrés como la disminucion en la
intensidad de luz y las condiciones hipoxicas en ambientes eutroficados (Reynolds et
al., 1993, Reynolds & Jones 1999, Jones & Reynolds 1999a, 1999b). La mayoria de los
estudios se han centrado en evaluar los efectos de contaminantes antropogénicos,
particularmente los disruptores hormonales (e.g. el octifenol, el 174-estradiol) y
algunos plaguicidas organoclorados sobre el éxito reproductivo mediante la induccion
de reversion sexual, infertilidad o alteraciones en la diferenciacion de gonadas durante
el desarrollo embrionario (Kimberg et al., 2003) o a través de las alteraciones en la
expresion de conductas reproductivas (Tabla 1.2). Sin embargo, son menos los estudios
que han evaluado los efectos de contaminantes ambientales sobre procesos biologicos
como la seleccion sexual y sobre la calidad de los ornamentos sexuales (0.046% de
19,199 trabajos revisados por Jones & Reynolds 1997). Es por lo anterior que resulta
interesante evaluar los efectos de la exposicion a un plaguicida comun como es el metil
paration sobre G. multiradiatus, especie que ha evolucionado bajo una presion de

seleccion sexual intensa.

- 13 -



Tabla 1.2. Efectos de disruptores hormonales sobre la conducta reproductiva en peces

Sustancias Especies Efectos Referencias
Desechos Gambusia Conductas masculinizadas de Howell et al. (1980)
fenolicos affinis hembras. Incremento en
industriales. agresividad de machos y alteracion
de la expresion de caracteres
sexuales secundarios.
4-tert-octifenol  Poecilia Disminucion en la frecuencia de Bayley et al. (1999)
17 f-estradiol reticulata despliegues sexuales de machos.
Etil-oestradiol = Gasterosteus Disminucion en la agresividad y Bell (2001)
aculeatus cortejo
17 p-estradiol Carassius Alteracion de conductas Bjerselius et al. (2001)
auratus reproductivas
Viclozolin, P. reticulata  Reduccion en la duracion y Bayley et al. (2002)
p-p-DDE y frecuencia de despliegues de
flutamida cortejo sigmoidales.
Etilestradiol Danio rerio Alteracion de conductas de Segner et al. (2003)

apareamiento

1.6 HIPOTESIS

Las hipotesis de este trabajo son que debido a la biologia reproductiva y a la forma

como procede la seleccion sexual en esta especie, a concentraciones subletales como

las encontradas en el campo, el metil paration tiene al menos tres consecuencias en

Girardinichthys multiradiatus:

1. La exposicion a contaminantes ambientales como el MeP podria imponer costos

metabolicos tales que limitan la cantidad de recursos que los machos adultos

pueden usar para producir, mantener y exhibir sus ornamentos.

2. La diferencia en la bioacumulacion del metil paration en tejidos embrionarios y

en los adultos podria deberse a diferencias en las capacidades metabdlicas entre

clases de edad.

3. Los efectos del MeP durante estados tempranos de desarrollo podrian reflejarse

en la calidad de los ornamentos y en la expresion de conductas reproductivas

(e.g. cortejo).
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Como consecuencia de lo anterior: el desempeno sexual de los machos expuestos

a MeP sera deficiente, por lo que seran discriminados negativamente por las

hembras.

[.7 OBJETIVOS

Evaluar los efectos toxicologicos de concentraciones subletales de metil paration
(MeP) en la reproduccion y desarrollo de Girardinichthys multiradiatus (Capitulo

1I).

Comparar la induccion de la actividad enzimatica entre hembras y embriones
expuestos a MeP para explicar un posible mecanismo de los efectos del este
plaguicida sobre los organismos en estados tempranos de desarrollo (Capitulo
II1).

Revisar la literatura referente a las enzimas monooxigenasas del citocromo P450
presentes en peces teleosteos (Capitulo IV).

Evaluar los efectos de concentraciones subletales del MeP en la expresion de
ornamentos y el desempeno sexual de machos G. multiradiatus expuestos al

plaguicida durante el desarrollo embrionario (Capitulo V).
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CAPITULO 11

EFFECTS OF METHYL PARATHION EXPOSURE ON DEVELOPMENT AND REPRODUCTION IN THE
VIVIPAROUS FISH GIRARDINICHTHYS MULTIRADIATUS

En este capitulo se reportan los resultados de la exposicion de Girardinichthys
multiradiatus al metil paration (MeP; experimentos I y II) y la deteccion de este

insecticida en cuerpos de agua habitados por esta especie.

e Experimento I: bioacumualcion de MeP y efectos en el peso y crecimiento de

peces adultos.

e Experimento II: efectos del MeP en las hembras y en sus camadas expuestas a

concentraciones subletales durante el periodo de gestacion.

e Caracterizacion ambiental del MeP en localidades habitadas por G.

multiradiartus.

Articulo publicado en Environmental Toxicology. En linea en Wiley InterScience,
(www.iterscience.wiley.com)
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the presence of MeP in two waler bodies 8 concenbradiona of 0.0038 and 0,037 ugimi, respacivedy, Our
nessifls: Singipesst that bow MeP cancaniralions atiect immatune fish wilh possible consequences laber in Be

O 2608 Wiy T'enosdicals, [ne. Dviren Teoa ol (0 QOG-0 2008

Keywords: vivipaeous lish; Goodeinas: accumulstion; malormation: melhyl paraibon

INTRODUCTION

The amarillo fish ((Rirardinichrlys mmliredurine) belongs
o ihe Goodeimse, 5 clade of vivipmous topminmows
enidemnic 10 Ceniral Mexica (Miller, 20035), This species
imhabyits mainly the Lemma River basin, wiih fringe populs-
tinis in the Pimsco and Halws basing (Gesumdhed and
Macins {Garcia, 2005; Miller, 2005, I ix sexually dimors
phic: males develop large colosfial fms @nd have a complex
courtship display, and the mating system 5 doven by
female mate choice (Macias Garcia, 1599 In achinion,
fomales have inemal fertilfation with a long gostation pes

Cortegpondeace 0 0, Aeellaso-Agailar, e-imail. asio ki
e, £ TN

Pubitized anloe i Wikey Imeeiomnoe www umersoieros wiley. osmi.
1D T Ko X0

2 2008 Wiey Poodicsals, s,

mekl (33 = T4 days: Ssbono and Madas Carcsa, 20K
unpublished data)h Daring this period, the females iransiier
Hpeproteina and nultsents (sach as plucose snd anting
acids) o embryos {Lombard and Wourns, 19551, Embryos
absorly maernally supplied nutriends trough the ophotac-
mial pl.l-n::dn. a :.]'ruriuli:.ul emtryomic tissee (Lombanli
and ‘Wioanms, 15903) which |5 an extemal propctinn of ihe
hindgue (Schineler, 2005, The unusual breeding bEology
and repeoductive behavior of €5, mwlriradiands have called
the aitontitm of embryologests il eoologisis.

The Goodelnss constinuge the most dizinctive llsh group
in Ceniml Mexioo; yol, most of thar habiiat s theeatened
bry urian, industrial, sl agricudivm] polluinmis such as bem-
eone, xylone, phemod, and pesticides (Hamsen and Affenden,
XMl The ooganophospleoros compounid methyl parathion
(el O Odimethy] O-penitrophony] phosphorathioatc] is
extensively usedd a5 3 pesticide in developing cownines, A
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repoat by D La Veps Salazar ef sl (1997) detecied MeP in
water, sediment and fish from the Ignaclo Ramiree Dam.
ong of the lecalibcs mhabated by . sonfradions in i
Lerma River basin, The concentrations at which it was
Found were 0.05-0.1 pgl., 036-0.7 pgike, and 005 jmfe
and T pgfp = adali and embryonic tissues, respectively
In addatom, the authons roported biosccumulation facions af
4 anid 13461 in fish collecied daring the dry snil ming sea-
sems, peapoctvely.

Methyl] parathion has an organic carbon partition coeffi-
cienl (Kec) of 476, an octanal'walkr panition cocfficiont
(log Koal of 268 and & water solubility of 53 mgfL (EPA,
194 Casilho et al,, 2k Tarkg e al,. M) These char-
scieristics [avor the diffusion of MeP ilroughoat 5 waker
benily (Cassblhe o al,, 20600 Na et al,, Ko, which repre-
semls & serious theeal 1o squatic organisms. Similarly to
meher neganophiaphons pesiicides (OPs), MeP s metabal-
ically mramsfomed mbo several molaboliles, such o motly]
paraoxon and d-nitmphenal (4-np by microsomal mono-
oxigenase P4S0 activity (Jskanavic, 2001 Methyl para-
oxon  inhibits  scetyicholinesternse  (AChHE)  sctivity
(Chialko, 2000}, caasing accumulmbon of acetybcholine m
the merve synapses and disruption of nerve function, which
cai brad 1o uomon, motor dvsfunction amd death (EPAL
1943 Chuokn, 2060k Shaanan ef al., Wi, The acute box-
icaly of OFs leads b0 & combnation of muscarinic anil mico-
tindc aympioms, and cventually o death by respiratory dis-
treas (Caalloway aml Handy, 2003}, I aildizion, MeP i mp-
idly accumulaved in far, lver, kidney, amd beain (Garcia-
Hepetio ol al, [997; Aba.Care of al, 2001), The gonads
alzo appear 1o be subiable organs for deposition of MeP,
particularly im fish {De La Vegs Salorar et al, 1997 Auli-
tya et al., 2002} 1t also caases histopathological damage,
thyroidal malfenciion, and imissnotosicity (Fanta et al.
MK Ebrovwm cf al, 200M S, For these reasons, the Werld
Heahh Organization has classifiod McP as an extromely
harandows pesticide {WHO, 2005} However, & in other
ieveloping coumries, it 1x sHll sathortecd for apricultuml
e im Mexica,

e la Viepa Salwear et al. (1597} sugpesied thai ihe
reproductive outpul of populstions of 7, swlitradiohe
cxpased o mibleihsl concentrations of Mel may be al seri-
ot risk, because embryos accumulate MeF & seven limes
the mie of mlults. However, effects thal could be coouming
theough midieecd cxposune durmg gestation are unksowne
Evidence of MeP scoumulsfion in 3 wild popualation
prompied this sssessmeni of wxic elfocts during the grsta-
tion period and their consequences. This sudy aitempis io
deterening the degree of accummulabon of MeF and hs
cifects in adult fish folbowing chric dictary oxposune, amd
1o azsess e clfiocts of low concemtrations of this pesticlde
m brombs of exposed prognant females. Lasily, wo nepor
field concentrmbons of MeP @ additions] water bodies
inhabited by & aurliiradienes 10 fether characteriee it risk
of exprmire,

Envtrommeais’ Tenzcolapy DOH 101007 8ea

MATERIALS AND METHODS

Organisms and Preparation
of Exparimental Food

Experimental fish were the secomdl generation of o captive
papalation originally collected ab San Juamico Dam, Stabe
of Mexico (15735 K, 99°4T W), They were maintained
in 30 L aquarsa a1 25 = 1°C aml 12 b dask/12 i light ploto-
period mnd fed commercial food Askes (Sem Vipan®,
Bentivigalo, lalyh iwice a day.

Experimeeni 1: Ini the first experimend, we assessed the di-
clary aceumulation of MeP in adull smardlos under con-
tralled conditions. Wie ranchsmly selectod 56 fish of the sanse
age (100 = 2 daysh, weight (0,51 = 019 gh, aod standand
bempth (182 = 16 mm). Thess were exposed 10 a gradicns
of comcentrations by incorparating Mel' (4947 purity;
Tecrm ™, Mexico Ciry, Mexico) into food using aceinnitrile
(Tectigmm, Moxco City, Mexico) 23 a solvend carrier {pro-
ceire modified frons Comoglio el al., 2055, This procedure
Iuas proved Burenless 10 squatic organksens and does not alfect
fincl palatability in fish ond shrimp (Fanta of al, 2003
Comoglic et al., 205, Rogue e1.al., HHS) Adter iotal evapo-
ratbon of acetonlirile, MeP-gpiked food was siored in the
bk al =X, We propared cight comcentrations (100,
(U, Ou0H, U, 002, DU, 0U08, and 0165 e dey
weipht of fomdl, and contol food (treatod with the same
amsount of scetonitribe bat without Mel'l. We allocased seven
fish 10 each comcenimaiion and fod them with (L1 g of spiked
foodl per day for 30 daye, 'We measured fish weighs (gh and
standard kemprh (mm) ar e beginning and at the end of ihe
exporiment i calculate growth and fimal weight gain or loss.
Cowih was caloulsted as ([[linal bength — indiaal length)f
initial lempth] 3 100} and cxpressed as porcentape af initial
bady length (FIBLL We alio recorded the date of any death
occurming during the period of caposure. This dahsm was
wsedd a5 & covariate in the analysis (see under Statisical
Analyses), Desd fish were stored @ — X000 snd surviving
fish wore sacrifBoed by freezing af ihe cod of the experiment.
Because the mpount of tissee per individosl fish was insuff-
clent for gas chromaiography, we used the pfal {poaled) fish
bimmass frimm cach contemtrataon o quantify MeP sl d-ap
concenimations m fissue. Methyl pl.ruﬂﬂii;rn COMCENErazians in
waber, food, and tsse were measuicd using gas chaonusog-
maphy as describod under Chromsographic Mool

We calculsied ithe bioaccumuldsion faceor (BAT) as
fidlcrovs:

AP« McP boudy comcentration

Mel lood conceatrmation & MeP waice concentration

Exporinsent 2: In ihe scooml experiment, we cvabuaied
the eiffect of McF o ihe offspring of cxposcd pregnant
fomales. To conpene the of fspring of umtreated aml treated
fennales, we pliced paies of females together (one 1 be
sexd as contral amed the other as the treatment), with an
mfull male in ibe seme lonk for 10 days o obain
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Fig. 1. Hydrographic map of Cenbmal Mexico showing localions of saampling staliona. &
Inks in @ Mationad padc L. Samponla, (18703 N, 86 1F W), thres dams immsessd in agr-
cullural elds Salassr (16898 N, 08EY Wy ignacis Rarires (1930 WL 8804 Wh and San
Jduanico (18454 N, 86441 W), and ihree rvers: Hidalge (184%0° ML 100%08 Wi Salitrs
(1823 M, 100°08" WA, nd Lerma F0°08' B 100° 107 Wi

synohronle pregnant females and dhus same-ape broods of
paterea] half-ehe, In this way, we could cbiasp offspring
with similar peneilc information from the father. Females
were then tranifered i mdivideal 3 L aqeens, aed kept at
ponuani iempersiore and phoicperad (23°C; 12 h dark12
k Bght). Geovps of between 12 md 16 pairs of females
{welght 181 = 1.27 g snd wandord length: 5251 = 0.4%
e were fed 001 g of MeP-spiked food. Cur experiment
consued of three dxdferend conpentrations (0.00%, 000, and
] ppig dey weight of food) for 50 diys of exposre {prels-
ton period in the Inbariory & 53 = 7.0 deye: Ssboris md
Musfe Gaecla, 2000, enpoblicked datil One MeP-free
canirol faod geonp wie esiabiished for each exposed group
o compire MeP effects on affapeing condition, which was
messnred 1 terme of sarvival do sdalthesd. Theee control
o wire nied bedtiike the diffarel concanirationg wee
nod iesied pimoiiapeonsly. The contral proope were given
focd tredled wth Seclobnle Ak detenbed cirled, We
micasured ibe mas of females before makng and 10 days
liter (just before bepinning the cxpiduge 16 MePapiked
food) ko regsier posmble effecis of mabng on female
weight. They were then weighed every 15 days wnldl pars-
otion wis desmed imrmareni, when her mass wis meas-
wred Spiin (2 dave before giving birth) This mads wis
vompared with ther msss immedislely afler alfsprng wene
buwm: B0 Gk reprodeciive cofpol To detect posadble toxie

eifects of hMeP during e peaition perod, we peconded
malemna] size (slandend lengil; mm), any death, hirk date af
offepeing, brood size (nember of fich in each beood), mezn
per-offepeing o (Elference in female weight before and
afier binh dvaded by the number of affapring ), miscamapes,
md wfillrghe Addiopally, we recorded any obserable
maifsemation in the offspring (Le., wolicss, kyphosds, or
lordais) to-olstain the propontion of malfonmed offspreg for
each beaod [pember of matformed Ash divided boy iial o
ber af fick haown). Esch broad wis pul into an MeP-free S0 L

and kepi wnder controlled cordifons (13 = 1°C
and 12 b darkf1? b light phodoperiodh for sobie querl olier-
wation of monaliy for 8 3-monih period. We caloalated the
proporticn of affepeing survivieg b sdelibood foe ebeh beoud
{nmber of sdnli fish divided by iolal pomber of flah bom).
Both peoportions of malformed offigeing and offipring we-
wiving to ndalibaod in expoesd groupe were compared with
the propoaion in Lhelr resgeclive tinbiol g,

Feld study: poleetial feld exposure of . maltiraadiate
B0 MeP wik ssieiind M beven kealiics (2 lake a8 & Naticnal
Park, three dams in agnoulioral felds, meloding Igmesco
HRamirer Diam, s6d three everi Fig. 1) We chose theie
looalibies bevimse ghey resonibly cover the amanflo's disin.
Buticn (G daendbhed ded Miclin Gaeis, JOF) Al eich loda-
toe, we coallecied sx smples of waler aed sediment during
February of 2005 (the dry season I Central Mexsoo]), when

Erelronrwntad Teafeoks pr DO W0 D00
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TABLE . Matiwyl parathion (MaF} and 4-nitrophanal i#-npl concontrations in waler from squarka and in fish aftor

30 days of axpasurs
Water Congemiraiboes Body Concemraiions
(npfmLy ]

Mcl Dose Supplied  ToulFish  Mortality o

ey o i Iioamass (p) () drp Mel 4 whel A
(1] L 14 ] n ] ] ]
T LB ] 057 = 045 001 = (KGR NI il 194
0 L1 (1] 6= 30 [ B L 1471 (.33 (]
LLEL 1.1 L] inl =538 03T = 40 161 LE1] L&
IR (UL k] 28 - - 162 .44 3
(LI L] 3] -7 G = 189 043 = 2 165 1.7 ix
ik UL ] IR 44 =05 149 = A7 .21 250 1.4
i1 [LE ] 105 = L7 181 =k b or e m 13
16 (k! LK 112 =130 A0 = 1M Ma s -

"Mran * panded orer

*BAF, Woscrmal e e = [Melbuly comretiaie el fosd conormsnlioe. = MeP maet moscestinins]

" D, mot detacnad.

thvere is no indorsive agricudiumal sctivily amd the popalatxns
of {¢, multradug are reproducig (Macins Goascis, [9599;
Macian Ciarcia of al. ¥ We selecied sampling siations
based on our knowbedge of habila use by the anusillo, A
cach site, 30 ml. samphes af wabor and sediment were laken
50 my apart. Meiby| parathion concentration in the samples
weas delormancd by pas ehromarogeaphy as describad later.

Chromatographic Method

Fish dssues, waer, sedimen samples, aml comteod and
M Pospikiod food were analyeed for erganophosphors pes-
ticides following the Official Mexican Norm (Nonma Ofi-
clal Mexbcans, 1995, We used & gas chaomatograph (Hew-
bett Pachoand, 6300 System, Santn Clare, CA, USA)
capripped with & simogen-phoaphors themalenle detecion
(NPIx, Hewlett Packerd, Samin Clara, CA, USA) ol &
D¥E-1T01 cobunan (30 loag % (025 mm inkemal diameier,
film thickness of 025 pm: MW Agilent Technologics,
Santa Clara, CA, USAb at the MNational Consnission of
Agriculture and Pubilic Health (Spanish scronym CENAPA,
Mexico), NErogen was wsed o5 8 camier a1 8 2 mlfmin
flow. The injocton teisperatuae was 330°C and the detocion
tempemture was ANOC, Temperanare was programmed 1p
tisc (rom 100 o 135°C saning with 2 min a8 100°C; then
imcresccd at & rate of 10°Cfmin undil it reached 1R5°C; held
for 10 min, aml incrcasc:d apain at a rale of 15°C/min angl
it reached MMFC and held constant for 13 miin, For calibra-
Ly panposes, ihe Enicmmal sandards were ethy] parathion
(5% parity | and methyl parathlon (9% purity ) with lmits
of detection g1 0.7 jgfml. and 0.2 ppiml., respectively.

Statistical Analyses

Parametnic statistics wone uscil when data met the assump-

v of nomality (Kolmoporoy-Snamov poodness of 6

Envtrommeais’ Tenzcolapy DOH 101007 8ea

test = L05) and bomogeneity of variance (Lovene's fost
Fotest o= 005 We used amalysis of covasiance
(ANCOWA) and Tukoy's powt hoe testl 1o compare weigh
and FIBL betwesn contiol and exposed fish ot cach con-
consration. The date of death of any fish dying befon he
exposure period was over was used as covariate in the anal-
yais, as this conld have also affected the outoome. Treat-
ment effects on fenale mortality rates were compared using
the Manm-Whimey (e, Treamend effects on matermal
size, brood size, amd mean per-offspring mass were com-
parcd using a Wilcoxon maiched pairs tesi. Frogoencics of
miscamiages, mafomestions, and offspring swviving 1o
afulthood were comypanod among ereatmeents using Kniskal-
Wallis tests and Setistica™ version § software (S1aSof,
Tulsa, O, USAL For all analyscs o sel @ = (L5,

Chromatographic analyses confimmed the accumulation of
MeP and fa metabalite f-np in fiah tee. Conceneation
ranges were from 0.21 10 587 ugfg of MeP, and 1171 to
Xt ppfp of 4-mp. We observed tha the minimum BAF
was 1.3 a1 0008 g sed the maxemam was 19.4 a8 00001
gy (Table Ih. The value of the BAF o 0165 jgfy wis not
calculated because ths conconiration proved Bethal for the
fish, Pl concentrations of (00K, 002, and 004 e
caused 5%, 37%, and J2% monality. respoctively (Table
I, The remaining concentrations, 0002 and G004 pefp
haid mo effect Backgrousd monality in the comrod goup
thuring the same poriod was 14%. Both MeP and d-np wene
fosand in water fromn experinecnial aquarta, with concentra-
tioms provieg higher tham in spikod fosd (Table I Fnal
fish weight was signilicamily lower in exposel fish ik in
comtrmls at (001 uglg (Fas = 3,79, P < 0055 anby, The
percentage of initial body lengih (FIBL) showed thae fsh
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Fig. 2 Parcantnge of Iritial body lengih (SEL) ofter sopo-
suns o melbyl pamathion (MeaP) An asbedsk indicales a sip-
nificart Gifensnce compansd with conirol (analyeis of var-
innes, P < 0.05), Ths Galn ane aneaadad is s 2 sland-
ard aror [SEL

in the exposed groaps were signficantly smaller ihan ke
contraly al 0008 o 0 uglp (Frg — 1761, F < B05
Pl 2.

E“ﬁmmmhwdlk?mmﬁuﬂpe-
Aad, anly mn average of 455% of females became pregnand,
which reduced the sxmple sire for mnalyses (Table I}
There were 6o sigrdficant differences befoween control mnd
exposed females in frequency of mimcarrages and mean
per-affsprng mss (Tahle W) Brood &ie showed 3 small,
ponsprificens iendency o be larger in exposed geoupe
Fomale morality rile wis ool sgnificanly  diffeeent
beiween groegs (£ = (4% P o« 000, Uy = 42 P = 0.3
Talbsle ).

Alihough there were no evidend effecis of MeP on preg-
ool females 31 oy of the concenirbons, low concenirs.
toni af MeP* induoed affipricg defonmities, moadly scalio-
ehe (laters] corvatre of the epine; Pig. 3} The propontion of
malformitons was dgnificantly hgher in groups exposed

DIOANDEHOSFROMUS FESTICIDE AND VIMIFAIDUS FiSH 5

K DUOS i (D — DATL P o< QU0 My gy — 564 F < DLD3)
and 000 pfg (Hyy; = 44 F = 0.05) than in those exposcd
o B g or ibe coniml group [Fig 4(AN. Scolickis
reslied in deficlent swimaning in vousg fsh, As a rescdl of
togh the affspring monality socumng doring the firsd week
af 1ife, the peoportion of affipeng servivieg o adalihood
Wis Yowwer En exposed shan in conirol grocps u
001 pgig{D — 0186 P < 02, My 5 — 622 F < D05 and
at 0.1 g [Hap = 5,47 F « 0.05; Fig. 4(B)].

Our field dats revetled the presence of MeP in surface
waker in pwo ot of seven sampled lacalities. The concen-
mrations a8 which i was found sre relatively high, when
coppired with concentnlions reponed is dber dodies (Ta-
bile I}, Meihyl paraiiion was below ihe 13mits of detection
m the rost of the samples, mcluding lpnacie Ramims Dam,
where i1 kad been previonaly detecied (Tie Lo Vega Salazar
el &l 1997; Favan ed al., 2002

DHSCUSSION

Meihy] pamsiboon & mn ineecticide which ks well-lnoon
kixio effects on fish soch & minbow troat (Pacorfynd i
rapkips) ard fxihead mipnow (Piewphaley promeler, EPA,
LY Hm“r,ilupn::nwih.Hnmumﬂ breeding biol-
oy eoch as 6, mielfirsdiens, (0 mamotophic livebearer
where the mother ransfers nuirienis 10 embryos durng &
=2 moedh pestatfon), and which have pot been tmdidonal
tesi orgardama, the effects af exposure 1o Me? and other
paliutirds &re yel unknows, To delermive what gak does
cxposire i MeP dermng the geainison period present io &
Mﬁmﬂm.mﬂmﬂhhﬁ:rﬁﬂhﬁﬁghpﬂa-
Bon poriod and laer e lide, De La Vega Salazxr ef o,
(1997} sugpesied that the zooplanktivore feedimg habet of
G, reuleiradians cold be o Hkely rocte of MeP accumals-
Bon. For this mason, dietary exposore 10 Mei® e selecied
for the experiments] featment. As 3 find slep, we con-
ducied experiment 1 o evainate Mel woxboty in O, sulfiina-
dictuy. Ohar reimle (Tabls I) show tha MeP o

TABLE Il. Summary of data from the sxparimant sxpoaing females to metind parathion during pregrancy

Parmmeters D005 'R Control Q.0 'y Conarol 01 'R Conirol
Exproded Temibed (m) 17 16 15 15 1z 18
Pregnint fezalea {7 & i L] f 3 13
Dieacd fermades () a a o L 4 4
Miscemiaged () a ] 2 t b a
Toeul number of prodesed L] L] T “ L1 &1
affipring (n)

Brocsd sire 150 =432 35+ 128 146 = T E =3 1575 = 557 Tax147
Mep per-cffiprng s (rem) 000 = 0007 006 x Q00 Q0 = Q00F OOk zOALT W7 042 0O5 = D008
Mlabferred affeprang (n) 13 i ] ] | f
Surviving offipeing (n) 21 11 o 4 & |

Teood war axad rean pre off preg maus o pEven e 3 darded ereoe

Environsdaldl Toaivo by DO B D008
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Fig. & Common lalacal cunslune of The spins (scoloais) in
maliormed olispring born 1o females epossd 1o 0,005 and

001 ppig matimd parathion foer — 1 mmy, [Color figurs can
be wviewed in the online issus, which s avalable ol
e, et Col ol g o, |

soramubiled by expoded adult fisk o BAFs within (and
aleo bebow ihe mnge reponied for the amanloe popelaton
il Ignacio Famirer Dam (D La Vega Salazar ef al., 1997}
Thewr rearhs gre herelore relevanl 0 the atusion in ik
field. The BAF s the lowesl concentridion (U001 pgieh
wak Kgher then s the other concenmrations; which may be
beomnse of Isolor moh a8 l.:plﬁk-r and J-!'I.'i..lf':l Bon lametice,
winch conld depend on the avalshZity of MeP in food and
wiler (ke Van der Dosl e &, 000 In sdd&ton o Mel,
we delecled concentmbors. of the 4.op metabokle 1o fsh
Deines 8 concenimbons thave iboee foand Jor Mer® { Table
I, Thi medabolite 15 a fmal product of the MeP mslabalic
pailreny of oxidmion and hydralvals (Jakaeovic, 2000 ; Vii-
s el &, 20K ), bl 18 nleo produced by Med® phodoc s
Ivtic oxidation (Mocteroma e 22, 2007), The 4-pp concen:
Falkofs & Waler o T.!'.Pl.'ﬂil'll-rﬂ'lﬂ.l FOUANL g ncE ihat
MeP trarsformistion by fish was not the anly souroe of this
mseiabolite, mnd (Bl 8 ooosd aleo Rave been (aken up
iEnectly from waler.

Chronic exposie o MeP sffecied Neh welght mnd
growth (as SelHL) ai (=] up'p and af 0008 do (M upie

Erndsonrnianil Tanloslagy DO 10 W0DEea

pontenimBons, reipectvely (Fig. 2, and wis lethal o
%] HEE {Takle I} E:-\.H":rllll.'ll::r ellecis have alko beem
reporied in ofher fsh gpecies expoted 10 MeP and have
been explained op 3 consequendce of slarvation by inhildtion
of feeding behawor (Litle el al, 1990} andior lnsopaiho
bpea dimapge o the padroiniestang level decreasing the
absorpiiodn 01 NuEricnls teom Iood {Eamia o al., 2005 Samd-
lar physiological effects of MeP ity have been roporied
s oiher Lquane {0t il 14 4] ipecics 34 well, Foe rl..l.l":'||'l-!-r.
Comagolio el al. (2003} repored weight loés 1n Branban
dEimp (L oy aadicl vansamdd) led with MeP-gpiked Tood
ot 0.62 amd 1.3 wgle, and Moore el al. (NEF) reporied
growl inspairmend in smpkipads (Hvalella aziéca) expaded
& Me-conlmmaeaied wrler and sedimeni Irom ihe Missls-
apm Eiver Dielta, USA. Owr resalls srongly sopged that
| %51 ] L‘I"lr oshE s o A uEure (waler and food} tok Pi.h"r_
dor 10 MeP @lolion o water (from spikied food; Table Ti
Hoth Mes" opiake routes conld conmnbule & damage 1 -
get ongans such & gl and bver, and led o redwoed weight

and groewth (88 BIBL) in G, meltiradienes, In fidh, thee
ofpane M 1ke mam arpe ol MelF, ai I'I'Fl:ﬂn] by Fanis
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TABLE IIL Levols of motiyl parathion in surinsco waler

OROANOFHOSPHORLUS FESTICIDE AMND VIVIPAROUS FISH T

mlhrmhﬂ I Ls alitienn Relerences

LLELEEER L] lgmacio Bamires [ham, Mexico D¢ L3 Vega Salazar of al, (1997)
GO0 0 Asoya River, Micaragus Camillue e1 3l (3000H
003521 Igmmcic Kmmires [, Mexica Favari ef al. (D00}

LTk Shallow gromndwater in Punjab, Pakistan Taricped all { 2004}

LR (T Yurmunas Kiver. [nsfa Adeem sl Malik {20055
100NN | Taibi Laks, Clina M el all, ( 2006)

Y = O San Muanico Dam, Mexico This sindy

0037 = 003" Salarar Dam, Mexeon This #udy

"Lbeas = stmsdand ofrod,

e al, (MO, wha analyeed the hisopathelogical damage in
Carpdoras palertus by both uplake routes, al 0.0005% pg/
ml. {in waer) s (LOR3 pp'p (in food), Fants et al, (HHE3)
ooncbuded that regardlcss of ow Mel* enmlors e onganizm,
liver funciion was always impaired in O pafearur, and
fumare work shall verify whether ihis i also the s i
5, wwlerraatiatug,

In the second experiment, we evalwated the effocts af
Mel on ofispring from exposed prepnamt females 2 thres
concemtrations. Fensales of & mltiredions commonly
avoid nuting when they are confined with a single male,
with enly abosl 6% of ilw femalkes in such an cxperimental
ircatmend becoming pregmnant {Macias Garcia and Saborio,
M, Guneliler Fuanth amd Maclas Garcha, X6 This
may be ot of the remons why the number of pregnant
femalbes was rodaced (Table 11, Despite this polential bias
im owr experiment, we sill found thai exposed pregnani
femalis wore mol affeciod by kow concentrations of MeP
because moralify rate, brood siee, frequency of miscar-
tages. aml imcan por-offsping mess wore ool difforont
frony those of control groops. However, ibeir offspring
ahownd a 2 incroase im abnormalitics of the spinal coad
it 0.0605 snd 001 jglg [Fig AANL In the case of the group
cxpased fe 0.1 jgfp. we dad ot observe abnomal fishe
peobably because of high embryonic monality followed by
fesmale reabscapiion and ingesbon ol dead tizoe by siblings
{(Greven and Grosshern, 1992), In verebrates, teralogenic
elfects of exposure o OPs haove been documented, For
cxangple, Kumar and Devi { 1993) reported icralogenic signs
shewt meck, musculs hypoplasis of leps and retanded
prowih) in developing chick embryos exposed fo MeP,
Heonfonti ef al. {2008 reporied it malsibion and chioepyr-
ilos kndisce congenitl muscular dysirophy in frog cebryos,
i Cook et al, (2005) reponied that sublethal concendra-
thons of malnbloa Induce malformatbons (redoctons In
Ty lengils aml eye diismetor), as well & a deorease in sar-
vival, in zcbra fish (Damio rerfo) embryos. Owar resals may
movide further ovidemen of OP lomiogenic activily since
il observes scolbosis could be due vo alterations during ibe
tevebopment of the norvoms sysdtem; spocifBically of the
nodochond, A possible msechanism of iersogenic eifects by

OfPe has been proposecd by Brinsljois (2005), who sugpesed
that acute imhibition of ACKHE by bong-som exposuse o
O i dleveloping caganlums might alfect ibe mormphagenic
fumctions of AChE and caase atmormal development of the
nervous sysbem win direct newmoioxic effects. In addition,
Feoifamii ol al. (2004) found a stromg comelmion elecen
ACKE imhitition and notochord malformation,

O rezults alsa show a helghtened mamality kn juvenlle
fish a1 0,00 and 0] ppfp bt moc ot 00003 ppfp. Baoth off-
spring malfomation and caly nsoraliy in expoed groups
condributed in reduce the propariion of affspring sarviving
to adulthenl [Fig. 4B}, Our resudis bead to the conclusion
that developing fish are more senaitive 10 low concentras
s of MelP than ibedr mothers, Analogoss resudis have
been reponed in olber vencbratss by Soleckd e all {14H40)
wh showod that binds fod MePespaked food laid fewer and
fighter egps than controls, Whereas Abuo-Clare ef al, (X001)
ruporiod that AChE activity in fetal brains is moee sonsitive
ta heF than mexiemal AChE sctivity. The smme occurs with
oilcr polluanis, fof example, Aticiboary o al. (1997)
repoaied thai yoonger rats are much more sensitive 1o the
kethal effects of parathion amd chiorpyrifos than adulis, and
Roling ct al. (200) proposcd that eardy-lifio stages of mom-
michog (Fradwlns beteracie are mire sensitive 1o chno-
mium than ibe adull stage becanse in young eiganisms rela-
tvely mew Hesoe: are  growing, developing,  amd
tifferentiating.

T dhe case of ibe amarille fish, we believe that the lipn-
philicity of Mel* favors inbraovarian exposune, amd ghat i
could be stmoabesd by young fish during the peststion pe-
ricl. We saggest that pollulanis sach as Mcl could be
ahsorbeid by burval fish theoagh ibe rophotsenisl tissue inoa
sirmiibar mamner 1o how maternal Hpoprotcins are taken from
the ovarian |umen (see¢ Lombardi and Wourms, 1585
Schimdber, 2005, This s a ypothesis that deserves e be
testied i the fatre.

The presence of MeP in waler bodics has been clearly
temomstrated by s and oileers (Table 1. Moroover, we
ieiecied high kevels of the pesticide duming the dry season
when ihe demsity of &. mulirodimies is highest (Macias
Ciarcia ei al.. 1998). Therefore, wild pregnasi females amd

Frvirosmands? Tiarecalegy D01 10,1008 way
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iheir broods coald be currently being affecied by MeP con-
comrations. Since cur dats demonstrate tha this pesticide
affects the healih of developing {embryonich smarillo fish
with negative conseéquences laser in bfe, this stuidy himts at
a paszibde link between the highly spocialised reprodisctive
beology of &, mdnnsdams and iis volsersbility o MeP.
Fabare studics should focus on the long-term offccts of om-
Tyonic el exposmie oo survival anid subsequent repan-
ilusctive ligncss.

W wish 1o thank M. 1L Gonsdler, M. Corvantes, mnd M. Vills
sama from CENAPA, E. Avils Luns s P. Gesundhen from [E-
UNAMK, and ME. Gonicban, K. Hudson, I3, Keugmen, F. Grarcia
Formenii, & Valero, and 8. Kenyon who kindly commenied on
cwlasy vemaen of the sanuseripl. This wank is par of Arcllang-
Agmilar’'s PAD Thesis, supponed by scholasbips from ibe Mexi
can Comil of Scames and Technalopy (COMACYT) and LINAML
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CAPITULO III

REPORTE DEL EXPERIMENTO PARA DETERMINAR LA INDUCCION DEL
CITOCROMO CYP2B DE HEMBRAS GIRARDINICHTHYS MULTIRADIATUS EXPUESTAS
A METIL PARATION

En este capitulo se reporta el experimento para identificar la actividad catalitica de

P450 tanto en higados de hembras gestantes como en tejidos embrionarios expuestos

a 0.1 ug/g de metil paration.
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CAPITULO III

REPORTE DEL EXPERIMENTO PARA DETERMINAR LA INDUCCION DEL
CITOCROMO CYP2B DE HEMBRAS GIRARDINICHTHYS MULTIRADIATUS EXPUESTAS
A METIL PARATION

Omar Arellano-Aguilar!, Sandra Hernandez?2, Javier Espinosa Aguirre2, Constantino Macias
Garcial. lLaboratorio de Conducta Animal, Instituto de Ecologia, UNAM, 2Laboratorio de

Toxicologia Genomica, Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM.

Resumen: los objetivos de este trabajo fueron establecer la actividad catalitica basal de
la isoforma CYP2B en hembras (Girardinichthys multiradiatus) y comparar la induccion
de CYP2B en gonadas de hembras prenadas y no prenadas expuestas a 0.1 ug de metil
paration/g alimento mediante ensayos de actividad catalitica de la enzima y por
inmunodeteccion. Los resultados no son concluyentes, sin embargo, consideramos que
éstos pueden ser utiles para futuros trabajos que deseen explorar la actividad de las

enzimas monooxigenasas P450 en esta especie.

Palabras clave: citocromo P450; metil paratiéon; pez amarillo

I11.1 Introduccion

Los compuestos hidrofébicos como los hidrocarburos aromaticos policiclicos, los
plaguicidas, los dibenzofuranos policlorados y las dibenzo p-dioxinas son
contaminantes frecuentes en los cuerpos de agua. Estos contaminantes se
caracterizan por tener coeficientes de particion octanol/agua (log Kow por sus siglas en
inglés) mayores a 6. El valor de log Kow €s un indicativo del balance entre la solubilidad
en lipidos y la solubilidad en agua. De acuerdo con Van der Oost et al. (2003), los
compuestos con coeficiente de particion altos son mas afines a los tejidos grasos en los
organismos y pueden ser transferidos a distintos niveles de la red troéfica. La
acumulacion (o bioacumulacion) de contaminantes hidrofébicos es un proceso que se
basa en las tasas de absorcion y remocion del compuesto quimico en el organismo en

relacion con el tiempo de exposicion (Walker et al., 1996). La funcion que describe este
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proceso esta determinada por la concentracion del quimico en la biota (Cg) en un

tiempo determinado (t). Esta funcion se expresa de la siguiente manera:

dt

= [Kagcag + Kalmcalm] - KBCB

= [Kag Cag + KalmCaIm] - [Kexc+Kmet]CB

Donde C se refiere a la concentracion del compuesto y K es una tasa constante.
Los sufijos B, ag, alm, exc y met se refieren a la biota, agua, alimento, excrecion y
metabolismo respectivamente. En los organismos acuaticos la absorcion de un
contaminante puede ocurrir por dos rutas principales; directamente del agua y/o a
través del alimento. De acuerdo con el modelo anterior, la bioacumulacion de un
contaminante hidrofobico depende de la disponibilidad y persistencia del compuesto
en el ambiente y de los factores metabdlicos y de excrecion que estan determinados por
la genética de los organismos, €l sexo, edad, talla, dieta, etcétera (Van der Oost et al.,

2003).

Se ha reportado bioacumulacion de metil paration en embriones y adultos del
pez amarillo Girardinichthys multiradiatus (De La Vega Salazar et al., 1997). EIl metil
paration presenta un valor de log Kow de 2.83, lo que significa que es un compuesto
ligeramente hidrofébico y por lo tanto su tasa de bioacumulacion es baja en
comparacion con compuestos como los organoclorados (log Kow = 7; Fisk et al., 1998).
Sin embargo, se ha demostrado que compuestos con valores de log Kow menores a 6
pueden mantenerse en equilibrio entre el agua y la biota hasta por un ano (Van der
Oost et al., 2003). De La Vega Salazar et al. (1997) reportaron que en los tejidos
embrionarios se acumulan concentraciones mayores de MeP que en los adultos.
Ademas, se ha demostrado que el MeP a bajas concentraciones produce efectos toxicos
en los embriones pero no en las hembras gestantes (Arellano-Aguilar y Macias Garcia

2008). Sin embargo, se desconocen los mecanismos que subyacen a las diferencias de
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bioacumulacion del MeP entre embriones y organismos adultos reportadas por De La
Vega Salazar et al. (1997). Una posible explicacion es que la capacidad metabolica
puede ser distinta entre los embriones y los adultos. Choundary et al. (2003)
reportaron que la expresion enzimatica de los embriones se incrementa gradualmente
a medida que avanza el tiempo de gestacion, y recientemente Johri et al. (2006)
demostraron que los organismos prematuros presentan una capacidad metabdlica
limitada para activar los mecanismos de desintoxicacion conducidos por las enzimas
de los citocromos P450. Por lo anterior, suponemos que los embriones G. multiradiatus
pueden ser metabolicamente deficientes para desintoxicarse y por ello ser mas

sensibles a la exposicion del MeP.

La mayor parte de la transformacion del MeP en los organismos ocurre durante
la fase I del metabolismo por la accion catalitica de las enzimas monooxigenasas P450.
Particularmente, en mamiferos se encontr6é que los citocromos de la familia CYP2B
conducen especificamente el proceso de oxidacion del MeP (Albores et al., 2001). En
una prueba piloto indagamos si en G. multiradiatus se podia detectar el CYP2B usando
como indicador el sustrato pentoxyrresorufin-O-depentylasa (PROD). Los resultados de
la prueba detectaron actividades basales de los citocromos CYP2B1 y CYP2B2 en
hembras adultas (48.5 pmol res/min/mg de proteina y de 34.91 pmol res/min/mg de
proteina respectivamente), lo que nos indic6 que era posible cuantificar la induccion de
P450 por exposicion a MeP y permitio plantear los siguientes objetivos: 1) establecer la
actividad catalitica basal de CYP2B en higados de hembras prenadas de G.
multiradiatus, 2) evaluar la induccion de CYP2B en gonadas de hembras prenadas
expuestas a MeP y 3) cuantificar la presencia de CYP2B mediante ensayos de

inmunodeteccion en tejidos de hembras expuestas al insecticida.

[II.2 Materiales y Métodos

Peces y tratamiento: usamos 48 hembras de apariencia sanas G. multiradiatus
(24 hembras no prenadas y 24 prenadas) de una poblacion mantenida en cautiverio en
el Instituto de Ecologia, UNAM originaria de la localidad San Juanico, Edo. de México.
Cada hembra fue colocada en un acuario de 3 L y diariamente se les proporcionaba

0.1 g de alimento seco (Sera Vipan®, Italia), fotoperiodo 12h/12h (luz/oscuridad) a
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25°C. Antes de iniciar el experimento las hembras fueron sometidas a un ayuno de 24
horas. El experimento se hizo por triplicado, utilizando 4 hembras por cada grupo
(controles: hembras no prenadas y prenadas, y expuestas: hembras no prenadas y
prenadas). Al grupo de hembras expuestas les administramos una concentracion de
0.1 pg MeP/g de alimento por 96 h. El alimento lo preparamos usando una solucion
stock de 0.09 ug MeP/ml de acetonitrilo del cual se tomaron 11 ml y se aplicaron a 10
g de alimento. Una vez preparado el alimento, éste se coloco durante tres horas en
oscuridad a temperatura ambiente para que el acetonitrilo se evaporara. El alimento
preparado se almaceno a -20°C. Al grupo de hembras controles les administramos

alimento preparado con la misma cantidad de acetonitrilo pero sin MeP.

Extraccion y analisis de tejidos: a las 96 horas de exposicion, cada hembra (no
prenada y prenada) fue puesta a -20°C por 5 min para aletargarla y sacrificarla por
decapitacion. Mediante una incision en la base del abdomen extrajimos de cada
hembra el higado y la gonada (en el caso de hembras prefiadas junto con los
embriones). Todos los tejidos los pesamos y los colocamos en una solucion fisiolégica
de 0.15 M KCL a 4°C en una relacion 1:3 (m/v) con respecto al peso del tejido. A
continuacion reunimos en una sola muestra los tejidos (higados o gonadas) de 4
hembras de cada grupo. Homogenizamos las muestras y posteriormente mediante
centrifugacion (9000 g por 10 min; equipo Hettich Mikro 20) obtuvimos el
sobrenadante, el cual contiene la fraccion S9 hepatico. De la fracciéon S9 se obtienen
los microsomas por ultra centrifugacion a 100,000 g por 60 min (equipo Beckman L8-
55), manteniendo la temperatura a 4°C. A continuacion removimos el boton resultante
de la ultracentrifugacion y agregamos el primer amortiguador (fosfatos de potasio
(K2HPO4 y KH2PO4) 0.1 M a pH 7.4 y sacarosa a 0.25 M), manteniendo el volumen
inicial de la muestra. Este procedimiento permite obtener el reticulo endoplasmatico
en donde se encuentran las enzimas. Nuevamente por ultracentrifugacion (100,000 g
por 60 min a 4°C) obtuvimos un boton resultante y lo homogenizamos agregando un
segundo amortiguador (fosfatos de potasio 0.1M a pH 7.4, adicionado con EDTA 1 mM,
DTT 0.1 mM y glicerol al 20% [v/v]). Este procedimiento permite proteger las muestras
de la congelacion. De cada muestra preparamos alicuotas de 50 y 20 ul y las

almacenamos a -80°C.
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Para cuantificar la concentracion de proteina microsomal, usamos cada muestra
por triplicado y cada una fue diluida en una relacion 1:1 (v/v) con agua destilada de
las que se tomaron 20 ul y les agregamos 1 ml de colorante diluido Bio-Rad Protein
Assay, incubandolas por 5 min. Mediante el método estandarizado Bradford (1976)
obtuvimos la curva estandarizada de albumina bovina y la concentracion de proteina
microsomal. Utilizamos un espectrofotometro (Versa Fluor™ BIORAD) con filtro de
excitacion EX/530/20 (No. Cat. 520) y filtro de emision EW/0590/10 (No. Cat. 585)
ajustado a A=595 nm. Posteriormente cuantificamos la actividad enzimatica de CYP2B
por el método de fluorometria (Burke et al., 1994). La fluorescencia fue calibrada con
la curva patréon de resorufina (940 ug de resorufina disuelta en 1 mL de dimetil
sulfoxido (DMSO). La mezcla de reaccion (1 mL) contenia ~1.4 mg/ml de proteina
microsomal, Tris 50 mM y MgClz 25 mM (pH 7.6) y el sustrato pentoxyrresorufin-O-
depentylasa (PROD). Las muestras fueron preincubadas a 37°C por tres minutos, en
un bano con agua, la reaccion la iniciamos con la adicion del NADPH (10 pL de la
solucion 50 mM). Las lecturas fluorométricas fueron programadas cada 15 segundos
por un periodo de 5 min. Con los datos de la concentracion de proteina microsomal y
de la pendiente de la curva de los datos fluorométricos de las muestras, estimamos la
actividad del citocromo CYP2B1 expresada como picomoles de resolucion por minuto

por miligramo de proteina microsomal (pmol res/min/mg de proteina microsomal).

Para cuantificar la modulacion de la sintesis de la proteina CYP2B1/2 usamos
20 pl de cada muestra y les aplicamos anticuerpos policlonales para la prueba
inmunoespecifica Wester blot del citocromo P450 isoformas CYP2B1/2. Usamos como
control positivo un supersoma (BD-Gentest), el cual contiene microsomas obtenidos de
sistemas de sobre-expresion en células de insecto, infectadas con Baculovirus de
CYP2BI1 de rata. El gel de acrilamida fue cargado con 20 pl de cada muestra (~0.1 ug
de proteina microsomal) y 10 pl del supersoma de rata. La electroforesis la hicimos a
200 Volts por una hora. Posteriormente, transferimos las proteinas del gel de
acrilamida a la membrana de nitrocelulosa, durante 1 hora a 100 Volts. La
transferencia se verifico aplicando a la membrana el colorante Ponceu S por 10 min y
al término de este periodo enjuagamos la membrana con agua destilada. La membrana
fue bloqueada con albumina al 3% por una hora en refrigeracion. Después de este

periodo enjuagamos la membrana con una solucion amortiguadora de PBS (Fosfatos
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de sodio y cloruro de sodio) y “Tween” al 0.3%. Enseguida se expuso la membrana a los
anticuerpos especificos rabbit-anti-rat CYP2B1/2 (catalogo ROI-CYP2B12 abr; suero
de 100 pl; Lot: 0507005787, Fitzgerald Industries Internacional INC. USA). El primer
anticuerpo reconoce la proteina de conejo CYP2B y fue aplicado en la membrana por
una hora, seguido de tres enjuagues cada 10 minutos. El segundo anticuerpo, el cual
reconoce al primer anticuerpo y permite observar la proteina, también estuvo en
contacto con la membrana por una hora y tras tres enjuagues de 10 min cada uno,
aplicamos la solucion reveladora (3,3'-diaminobencidina en amortiguador de PBS y

peroxido de hidrogeno al 30%).

Analisis estadisticos: los datos de la concentracion de proteina microsomal
(mg/ml) de las muestras de tejido controles y expuestos a 0.1 ug/g de MeP fueron
transformados usando el logaritmo base 10 para cumplir los supuestos de normalidad

y homoscedasticidad. Se aplico una prueba parameétrica de varianza ANOVA.

I11.3 Resultados

Las concentraciones de proteina microsomal en el higado de las hembras no prefiadas
y preniadas expuestas no difirieron significativamente de las obtenidas en el grupo de
las hembras controles (ANOVA, Fs 12= 0.84 p= 0.89). Sin embargo, observamos ciertas
tendencias. Por ejemplo, en el grupo control, las hembras no prenadas presentaron
una concentracion mayor de proteina microsomal que las hembras prenadas (Tabla
III.1). En cambio en el grupo de las hembras expuestas, la concentracion de proteina
microsomal fue similar entre los higados de hembras no prenadas y prenadas (Tabla
II1.1). Y en el caso de las muestras de los ovarios de hembras prenadas, observamos
que las expuestas presentan una concentracion de proteina microsomal mayor que las
gonadas controles, aunque con un error estandar alto en la muestra de las gonadas

prenadas expuestas (Tabla III.1).
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Tabla III.1. Concentracion de proteina microsomal (mg/ml) en muestras de tejido hepatico y de
gonadas de hembras controles y expuestas a 0.1 pg/g de metil paration.

No. Proteina
Organismos microsomal Error Intervalos de confianza valor valor
& ; : (95%) Py .
por promedio estandar minimo maximo
muestra (mg/ml)
Limite Limite
inferior superior

Tejido hepatico
control
Hembra no
prenada 4 1.51 0.82 -2.02 5.04 0.16 2.99
Hembra
prenada 4 0.48 0.16 -0.20 1.15 0.16 0.65
Tejido hepatico
expuesto
Hembra no
prenada 4 0.43 0.08 0.09 0.77 0.28 0.55
Hembra
prenada 4 0.35 0.09 -0.02 0.73 0.18 0.45
Gonadas
Prenada control 4 0.51 0.08 0.17 0.85 0.36  0.63
Prenada
expuesta 4 1.87 1.53 -4.71 8.46 0.20 4.93

Los datos fluorométricos estuvieron fuera de la curva patron y no fue posible
cuantificar la actividad basal de CYP2B en las muestras de tejido hepatico y de
gonadas. En cuanto a los resultados del ensayo de inmunodeteccion por Wester blot,
nuestras pruebas tampoco mostraron la presencia de CYP2B1 en las muestras de

tejido hepatico, ni en las gonadas en las hembras expuestas y controles (Fig. III.1).
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«——CYP2B

Figura III.1. Analisis de la inmunodeteccion de la proteina microsomal CPY2B1/2. De
izquierda a derecha se observa en el carril 1: gonada de hembra prefiada expuesta a 0.1ug/g
metil paration, en el carril 2: higado de hembra prenada expuesta, en el carril 3: higado de
hembra no prennada expuesta y en el carril 4: higado de hembra prenada control. Como control
positivo se uso el supersoma (carril 5). El volumen de muestra cargado en cada carril fue de 20
ul (~0.1 ug de proteina microsomal). El CYP2B1/2 (peso molecular 54 KDa) esta marcado
sobre la membrana del Western blot.

II1.4 Discusion

Con base en nuestros resultados no fue posible establecer la actividad basal de la
expresion de CYP2B en el higado de hembras prenadas. Tampoco podemos afirmar que
el metil paration indujo en las hembras expuestas la actividad catalitica del CYP2B en
los tejidos hepaticos y en gonadas, ni mucho menos determinar alguna diferencia en la
actividad de este citocromo entre hembras no prenadas y prenadas. Este resultado
contrasta con lo que habiamos obtenido en la prueba piloto (ver introduccion) en la
cual determinamos la actividad enzimatica de las isoformas CYP2B1 y CYP2B2 usando
una muestra de tejido hepatico de 4 hembras adultas. No obstante que para este
estudio seguimos el mismo protocolo que en la prueba piloto, creemos que la
concentracion de proteina microsomal de las muestras de tejido puede explicar porque
no obtuvimos resultados en este trabajo. En la prueba piloto la concentracion de
proteina microsomal fue de 1.76 mg/ml, mientras que en este experimento en
promedio la concentracion de la proteina fue de 0.85 + 0.65 mg/ml. Es probable que
esta diferencia se deba a diversos factores entre ellos la edad, peso o talla de los

organismos usados para este experimento. Ademas, es probable que este mismo
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problema en el tamano de muestra (concentracion de proteina microsomal) fuera la
causa que limito la deteccion de CYP2B por Western Blot. Stegeman et al. (1997)
reportaron la presencia de CYP2B en peces teledsteos cargando cada linea del
inmunoensayo con 30 ug de proteina microsomal, mientras que en este estudio
usamos ~0.1 ug de proteina, por lo que el tamano de muestra en nuestro experimento

fue insuficiente para que la prueba de inmunoensayo fuera adecuada.

No obstante de que no alcanzamos los objetivos planteados, consideramos que
este trabajo puede servir como una guia para poner a prueba nuestra hipotesis en
estudios futuros. En la literatura existen inicamente tres reportes de la cuantificacion
de CYP2B en peces teleosteos. El primero es de Stegeman et al. (1997) quienes
reportaron la inmunodeteccion del citocromo CYP2B por el método Western bloty la
actividad catalitica de la enzima usando como sustrato la PROD. Los otros dos
trabajos Klinger et al. (2001) y Parente et al. (2004) reportaron la actividad de CYP2B
mediante el ensayo de actividad catalitica utilizando como sustrato la PROD en la
carpa (Ciprinus carpio) y en la tilapia (Oreochromis niloticus) expuestos a fenobarbital y
muestras de agua contaminadas por plaguicidas respectivamente. Sin embargo, a
excepcion del trabajo de Stegeman et al. (1997), la mayoria de los estudios han
mostrado que en peces las isoformas de la familia CYP2B estan ausentes o no
responden a los compuestos tipicos que se han usado para cuantificar esta clase de
isoformas (Goksoyr & Forlin 1992; Ruus et al., 2002; Iwata et al., 2002). Asi mismo,
hay una postura muy fuerte en contra de atribuir la presencia de CYP2B usando como
sustrato la PROD en peces teledsteos (Cap. IV de esta tesis) porque de acuerdo con
Goksoyr & Forlin (1992) y Ruus et al. (2002), la isoforma CYP1A en peces teleosteos es

la que conduce la transformacion catalitica de la PROD.

Es evidente que debemos caracterizar la actividad metabdlica entre tejidos
adultos y embrionarios para dilucidar cuales son los factores determinantes en las
diferencias de la tasa de bioacumulacion y de los efectos toxicos en G. multiradiatus.
Sin embrago, es necesario calibrar las pruebas que se hicieron en este trabajo para en
G. multiradiatus y reducir las fuentes de variacion. A continuacion sugerimos algunas
modificaciones a nuestro protocolo: 1) aislar a los embriones de la gonada para evitar

interferencia entre tejidos de distinto origen, 2) analizar al mismo tiempo al menos tres
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isoformas de distintas familias P450 que estén relacionadas con la biotransformacion
de compuestos organofosforados: necesariamente se debera incluir la isoforma CYP1A
como biomarcador de exposicion y 3) se requiere aumentar el tamano de muestra para
incrementar la concentracion de proteinas microsomales (al menos a 2 mg/ml para
actividad enzimatica y a 30 ug para Western blot). Es recomendable aplicar ensayos
mas sensibles como la hibridacion in situ de P450 o la deteccion de los transcritos
(ARN mensajero) de P450 mediante la técnica RT-PCR para determinar la presencia de

la actividad de P450 en embriones de G. multiradiatus.
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CAPITULO IV

REVISION DE LAS ENZIMAS MONOOXIGENASAS P450 EN PECES TELEOSTEOS:
SITIOS DE EXPRESION, FUNCION ENDOGENA, ESPECIFICIDAD Y SENSIBILIDAD

En este capitulo se presenta la revision de la familia enzimatica del grupo de citocromos-
monooxigenasas P450 descritas en 57 especies de peces teledsteos. Asimismo, se revisa

el concepto de biomarcador.
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Resumen: los programas de monitoreo ambiental utilizan herramientas biologicas
para evaluar el impacto de la contaminacion sobre los ecosistemas. Estas
herramientas son organismos sensibles a contaminantes llamados centinelas e
indicadores biologicos suborganismicos conocidos como biomarcadores. En este
trabajo revisamos uno de los grupos de especies centinelas mas empleados en los
programas de monitoreo, los peces teledsteos, y uno de los biomarcadores de
exposicion, las enzimas monooxigenasas del citocromo P450. Observamos que en 57
especies de peces se ha descrito alguno de los elementos de este grupo de enzimas. A
partir de la comparacion de los sitios de induccion y de las funciones endogenas que
desempenan estas enzimas en peces discutimos sobre la especificidad y sensibilidad
de este grupo para ser usado en los programas de monitoreo. Los estudios de los
ultimos anos muestran que hasta el momento la funcion de la mayoria de las
isoformas P450 descritas en peces es desconocida, que contrariamente a lo que se
creia, los mecanismos de induccion entre peces y mamiferos son distintos y por lo
tanto la induccion sustrato- especifica no es equiparable. Ademas, se desconocen las
causas y significado biologico de la ocurrencia de isoformas con las mismas funciones
endogenas. Sugerimos que es indispensable avanzar en el entendimiento de las
funciones de las P450 si hemos de interpretar adecuadamente el significado de los
datos sobre actividad catalitica de las monooxigenasas que arrojan los programas de

monitoreo ambiental.

Palabras clave: monooxigenasas, peces teledsteos, biomarcadores, biomonitoreo.
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IV.1 Introduccion

La contaminacion de los cuerpos de agua es una preocupacion permanente debido a las
implicaciones que tiene sobre los ecosistemas acuaticos y la salud humana. Para evaluar
el impacto de los contaminantes sobre la integridad y calidad de los ambientes se han
establecido programas de monitoreo ambiental que miden el grado de deterioro y riesgo a
contaminantes (Morse et al., 2007). Estos programas emplean ademas de las
herramientas fisico-quimicas, las biolégicas que suelen ser modelos (i.e. organismos) a
los cuales se les miden variables particulares que permiten en teoria estimar los riesgos
por exposicion a contaminantes. Estas variables o parametros pueden ser demograficos
(e.g. estructura de comunidades), epidemiologicos, de historias de vida, toxicologicos
como la bioacumulacion de sustancias quimicas, etcétera. Estos modelos se usan tanto
in situ como en laboratorio. Los modelos in situ o de campo, también llamados especies
centinelas o bioindicadores, deben reunir ciertas caracteristicas para ser considerados en
los programas de monitoreo. Manly (1995), Walker et al. (1996) y Beeby (2001)
recomendaron que las especies centinelas deben ser organismos: 1) faciles de identificar
en campo, 2) abundantes y representativos en su ecosistema, 3) con ciclos cortos de
reproduccion, 4) con capacidad de bioacumular contaminantes, 5) con capacidad de
reflejar los niveles de contaminacion y fuentes de emision, ademas de que 6) se deberia
conocer ampliamente su biologia, ecologia y distribucion. Claramente se trata de una
lista restrictiva y algunos atributos podrian restringir la aplicabilidad de los datos que
aportan (e.g. los procesos de bioacumulacion pueden diferir enormemente entre

organismos de vida corta y especies longevas).

Los peces teleosteos son los centinelas mas usados en el monitoreo ambiental de
ambientes acuaticos, ya que suelen ser vulnerables a los contaminantes, ocupar los
sitios mas altos de las redes troficas y ser la mayor fuente proteica de varias especies
(Solbé 1994; Simon et al., 1998; Henczova et al., 2006). Entre los peces mas usados en
estudios toxicologicos y en el monitoreo ambiental se encuentran el pez cebra (Danio
rerio), la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), el bagre de canal (channel catfish:
Ictalurus punctatus), el medaka japonés (Oryzias latipes), el fundulo (Fundulus
heteroclitus), el salmon del Atlantico (Salmo salar), el sargo de América del Norte

(Stenotomus chrysops) y la tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus). Algunas de estas
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especies como el salmon, el bagre de canal o la tilapia del Nilo se empezaron a usar como
centinelas por su importancia econémica para las pesquerias. En cambio el pez cebra, el
medaka japonés o el sargo son especies que por sus caracteristicas biologicas son faciles
de mantener en cautiverio y que las hacen modelos econoémicos para los estudios
toxicologicos, ademas de que se ha avanzado mucho en el mapeo de sus genomas

(http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/guide/zebrafish /). Se ha observado que en
ambientes contaminados estas especies desarrollan procesos mutagénicos o
enfermedades reproductivas (Haasch 1993), permitiendo con esto describir los
mecanismos de accion de compuestos quimicos (Wang-Buhler et al., 2005) y alertar de la
presencia de compuestos cancerigenos y disruptores hormonales en el ambiente. Una de
las principales ventajas de los peces teledsteos como modelos toxicologicos es la cantidad
de similitudes en las funciones hepaticas entre éstos y los mamiferos, asi como el
sistema de excrecion, que en peces lo constituyen las branquias y los rifiones (Reinert
1992; Wang-Buhler et al., 2005). Estos atributos permiten estudiar en los peces los
mecanismos de biotransformacion y excrecion de diversos agentes quimicos

contaminantes que ponen en riesgo la salud del ecosistema y de los humanos.

A partir de los mecanismos de accion se han obtenido nuevas herramientas
biologicas para la evaluacion ambiental (Dorward-King et al., 2001). Estas herramientas,
llamadas biomarcadores, son respuestas a nivel molecular, celular u organismico que
han sido clasificadas como biomarcadores de exposicion, efecto y susceptibilidad
potencial (Dorward-King et al., 2001). De acuerdo con Walker et al. (1996), los
biomarcadores de exposicion reflejan la presencia de compuestos toxicos en el ambiente
mediante la inducciéon de enzimas con funciones desintoxicantes. En cambio los
biomarcadores de efecto miden los danos sobre la salud y supervivencia de los
organismos. En cuanto a los biomarcadores de susceptibilidad potencial, éstos son los
polimorfismos genéticos que producen individuos metabolicamente deficientes a cierto
contaminantes (e.g. Glutation S-transferasa; GSTM1, GSTT1, GSTP1 (Sabbioni et al.,
2006). En los programas de monitoreo ambiental se han adoptado un numero importante
de biomarcadores tanto de exposicion como de efecto (Tabla IV.1), entre los cuales
destacan la induccion de la actividad de las enzimas monooxigenasas P450, las glutation
S- transferasas, las metalotioneinas, las esterasas (e.g. acetilcolinesterasa AChE) o la

formacion de aductos de ADN (formacion de complejos entre compuestos quimicos y la
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cadena de ADN mediante enlaces azucar-fosfato), los cambios en los niveles de retinol,
porfirinas y suero en sangre, asi como las respuestas del sistema inmune (Walker et al.,
1996). El valor de un biomarcador depende de ciertas caracteristicas que segun Walker
et al. (1998) deberia reunir idealmente, como son la sensibilidad (i.e. deteccion), la

especificidad, la simplicidad y la estabilidad.

Segun algunos autores, la variedad de técnicas y clasificaciones de los
biomarcadores han traido confusion acerca del uso de estas herramientas para evaluar el
ambiente (Dorward-King et al., 2001). Incluso se ha advertido que aunque los
biomarcadores presentan ventajas y multiples usos en el monitoreo, no todas las
ventajas y usos son aplicables a todos los biomarcadores (Dorward-King et al., 2001). Lo
anterior se debe en principio a las diferencias de las respuestas entre individuos, estados
de desarrollo, especies, asi como las caracteristicas del contaminante en cuanto a la
disponibilidad y rutas metabélicas involucradas (Walker et al., 1998). Las respuestas de
los biomarcadores dependen de los factores ambientales como la estacionalidad, la
temperatura, el fotoperiodo, la dieta, etcétera, por lo que los resultados frecuentemente
difieren entre estudios de laboratorio y campo. Lo anterior ocurre por ejemplo con las
enzimas monooxigenasas del citocromo P450 (CYP450) que se utilizan como
biomarcadores de exposicion de ambientes contaminados en los programas de monitoreo.
En este trabajo revisamos aquellos trabajos en donde se ha reportado la actividad de las
CYP450 en peces teledsteos para conocer los principales sitios de induccion y las
funciones metabdlicas en las que participan. Ademas, discutimos si los resultados
obtenidos en los ultimos anos muestran que estas enzimas son verdaderamente
especificas y sensibles a la presencia de contaminantes, requisitos para considerar una

variable biolégica como biomarcador.

IV.2 P450: biomarcador de exposicion

Las enzimas monooxigenasas del citocromo P450 se usan como biomarcadores de
exposicion porque responden a la presencia de contaminantes como los hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAP), los bifenilos policlorados (PCB), el benzo-(a)-pireno (BaP),
las dioxinas, diversos plaguicidas, metales pesados y farmacos con actividad

esteroidogénica (Whyte et al., 2000). Las enzimas CYP450 se localizan en el reticulo
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endoplasmatico de los hepatocitos y su sintesis se induce también en 6rganos como
intestino, rin6n, pulmones, cerebro, corazon, piel, gonadas y tejidos placentarios (Van der
Oost et al., 2003). Estas enzimas dirigen las reacciones de oxidacion, reduccion e
hidrolisis durante la fase 1 del metabolismo y su funcion es la biosintesis de compuestos
como los esteroides, los acidos grasos y las prostaglandinas (Groves 2005a). Tanto los
mecanismos de induccion como de regulacion han sido revisados extensamente en
diversos trabajos (Walker et al., 1996; Werck-Reichhart & Feyereisen 2000; Honkakosky
& Negishi 2000; Tredger & Stoll, 2000; Azenbacher & Azenbacherova 2001; Ioannides et
al., 2004; Dickins 2004). Lo anterior ha permitido el consenso en cuanto al mecanismo
de activacion del ciclo catalitico, el cual inicia con la interaccion entre el sustrato y la
enzima P450 para formar el complejo enzima-sustrato. La reaccion depende de la
presencia de NADPH y oxigeno molecular para reducir el Fell contenido en la molécula
del citocromo. Posteriormente, los atomos de oxigeno se unen al grupo hemo-ferroso del
citocromo, lo que promueve una segunda reduccion y protonacion favoreciendo la
formacion del complejo Felll-hidroperoxido. La protonacion y el espacio heterolitico entre
el puente oxigeno-oxigeno generan una produccion simultanea de agua molecular y un
intermediario hierro-oxén. Finalmente, uno de los atomos de oxigeno se trasfiere del
complejo hierro-oxon hacia el sustrato produciendo un complejo oxidado y con esta
reaccion el producto se disocia completandose el ciclo catalitico (Guengerich 2002;

Groves 2005D).

IV.3 Clasificacion de los citocromos P450

Las enzimas P450 se clasifican por sus caracteristicas tridimensionales, por su afinidad
a grupos de sustratos o por su secuencia de aminoacidos que codifican su sintesis. Una
clasificacion que puede ser considerada como basica es por como son transportados los
electrones del NADPH en el sitio catalitico de la enzima. Esta clasificacion considera
cuatro clases de enzimas P450: las de clase I requieren tanto de una reductasa que
contenga flavin-adenin-dinucleétido (FAD) como de un hierro redoxin-sulfuro; la clase II
requiere solamente de una P450 reductasa que contenga FDA/ Flavin mononucleotido
(FMN) para transferir electrones, la clase IIl no requiere de donadores de electrones y la
clase IV recibe electrones directamente del NADPH (Werke-Reichhart & Feyereisen 2000).

Las enzimas de la clase [ y II son las mas comunes en eucariontes y estan directamente
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relacionadas con los procesos de desintoxicacion y activacion de xenobioticos como
farmacos y plaguicidas (Werke-Reichhart & Feyereisen 2000). Otro tipo de clasificacion es
el propuesto por el Comité de Estandarizacion de la Nomenclatura de los Citocromos
P450, en ésta se designan y agrupan los genes P450 en isoformas, subfamilias y familias
usando como criterio inicial el porcentaje de homologia entre las secuencias de
aminoacidos (Nelson et al., 1996). Esta clasificacion considera a genes CYP450 dentro de
una familia cuando el porcentaje de homologia es mayor al 40% y dentro de una
subfamilia cuando es mayor al 55% (Nelson et al., 1996). No obstante de que esta
clasificacion es la mas usada en la actualidad, recientemente se ha debatido sobre la
viabilidad de ésta en el futuro, ya que con el gran numero de secuencias descritas hasta
el momento los cambios en uno o algunos cuantos aminoacidos en la secuencia del gen
pueden hacer la clasificacion mas compleja (Kelly et al., 2006). En consecuencia, en el
8vo. Simposio Internacional sobre P450 se propuso un nuevo sistema de clasificacion

usando como criterio las funciones biologicas de estas enzimas (Kelly et al., 2006).

IV.4 La superfamilia P450 en peces teleosteos

En los peces se han descrito 34 isoformas que se agrupan en 19 subfamilias y
constituyen 8 familias de P450 (CYP1, CYP2, CYP3, CYP4, CYP11, CYP17, CYP19y
CYP26; Tabla IV.2). Las familias de peces mas estudiadas son la Cyprinidae, Salmonidae,
Fundulidae, Ictaluridae, Cichlidae, Sparidae y Adrianichthyidae (Tabla IV.2). Estas
familias incluyen especies de importancia comercial, de facil mantenimiento en cautiverio
y artificialmente amplia distribucion geografica (Burr & Manden 1992). Entre las especies
mas usadas para identificar isoformas P450 en peces se encuentran el pez cebra, la
trucha arcoiris, el fandulo, la tilapia del Nilo, el bagre de canal y el medaka japonés
(Tabla IV.2). De las 57 especies de peces mostradas en la Tabla IV.2, la isoforma CYP1A
se ha reportado en el 64% de las especies, mientras que las isoformas CYP19A en el
17.5%, la CYP17C en el 15.7% y las CYP1B1, CYP1C, CYP2E1 y CYP17C entre el 14 y el
15%. Las isoformas de las subfamilias CYP2K y CYP2M se reportan en el 10.5% de las
especies y por debajo de este porcentaje se encuentran las enzimas de las subfamilias
CYP2N, CYP2P, CYP2X, CYP3A, CYP3C, CYP4T1, CYP11A1 y los miembros de la familia
CYP26. Las diferencias porcentuales en la frecuencia de isoformas entre la CYP1A y las

otras isoformas en peces se deben a que la CYP1A es la mas usada biomarcador de
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exposicion prototipo y por ello la mas buscada. Lo anterior coincide con la revision de
Whyte et al. (2000) y Siroka & Drastichova (2004) sobre los estudios del CYP1A en peces

teleosteos.

IV.5 Sitios de induccion y funciones endogenas de las monooxigenasas

La identificacion y descripcion de los sitios de induccion de los P450 se hacen mediante
ensayos de actividad catalitica, de inmunodeteccion o de cuantificacion del ARN
mensajero (Saraqueste & Senger 2000). En los teledsteos, las enzimas P450 se han
identificado en higado, intestino, gonadas, rinones, cerebro y branquias, asi como en
sangre, bazo, piel (en aletas) y ojos (Tabla IV.3). En particular, los citocromos de las
familias CYP1, CYP2, CYP3, CYP19 y CYP26 se han identificado durante la embriogénesis
y la organogénesis en tejidos del sistema nervioso y reproductivo, en donde se ha
propuesto que tienen relacion incluso con la determinacion y diferenciacion sexual (Rich
& Boobis 1997; Kazeto et al., 2001; Kudoh et al., 2002; Hallaren et al., 2006; Wang et al.,
2006; Tabla IV.3).

Los estudios sobre las funciones endogenas en las que participan los P450 en
peces son recientes (Lewis 2001). Estos muestran que la mayoria de las isoformas
descritas tienen complementos similares en mamiferos (Kashiwada et al., 2005). Por
ejemplo, las primeras cuatro familias de citocromos (CYP1-4) en mamiferos estan
relacionadas con el metabolismo de los sustratos bilirrubina, androsteronas, acido
retinoico, pregnanos, glucocorticoides y acidos grasos (Lewis et al., 2002). En los peces
estas familias, a excepcion de la CYP4, también cumplen funciones metabdlicas
relacionadas con la biosintesis de esteroides y de acidos grasos (Tabla IV.4). Sin embargo,
como se discute mas adelante, en algunos casos las funciones de las CYP450 en peces
difieren de las de los mamiferos a pesar de tener la misma estructura. En general, los
citocromos de la familia 1 llevan a cabo la hidroxilacion de la pregnenolona y algunos
estudios muestran su participacion como reguladores de los fluidos en branquias y
durante la embriogénesis (Leaver et al., 2000; Godard et al., 2005). En cuanto a los
miembros de la familia 2, éstos basicamente participan en peces teledsteos en el
metabolismo de los acidos grasos (Tabla IV.4). En algunos miembros de la familia 3 se ha

detectado la actividad sobre la testosterona, aunque de otros la funcion es desconocida
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(Tabla IV.4). Lo anterior ocurre también para la familia 4 y las subfamilias 17Ay 17B de
las que no se han reportado funciones especificas (Tabla IV.4). En cuanto a los miembros
de las familias 19 y 26, éstos participan en la aromatizacion de esteroides y la
hidroxilacion del acido retinoico durante el desarrollo embrionario respectivamente. Un
caso particular es la subfamilia CYP2B, que no se ha identificado en peces: incluso la
literatura muestra resultados ambiguos lo que ha generado un debate entre los que han
reportado la presencia de CY2B (Stegeman et al., 1997) y los que afirman su ausencia en

peces teleosteos (Goksoyr & Forlin 1992; Ruus et al., 2002).

IV.6 Subfamilia CYP2B

Los miembros de la CYP2B de mamiferos son usados como biomarcadores debido a que
su sintesis se induce tipicamente por la exposicion a hidrocarburos no planares como los
bifenilos policlorados (BPC), el fenobarbital, la B-naftoflavona (BNF) y plaguicidas
organofosforados como el metil paration (Stegeman et al., 1997; Albores et al., 2001). En
peces, sin embargo, los estudios de Goksoyr et al. (1986) en el bacalao del Atlantico
(Gadus morhua) mostraron que el inductor tipico de CY2B (i.e. BNF), en realidad induce
la actividad de CYP1C. Por lo anterior, Goksoyr & Forlin (1992) concluyeron que la
subfamilia CYP2B se encuentra totalmente ausente en peces. Sin embargo, Stegeman et
al. (1997) reportaron la presencia de las isoformas CYP2B en cuatro de diez especies de
Perciformes usando la actividad catalitica de la pentoxirresorufin-O-depentilasa (PROD;
indicador de la actividad de CYP2B) y la deteccion de la proteina mediante
inmunoensayos. Recientemente, Ruus et al. (2002) cuestionaron el uso de PROD como
indicador de CYP2B ya que sus estudios en el bacalao del atlantico mostraron que la
isoforma CYPI1A dirige la catalisis de PROD, por lo que enmascara la presencia de
CYP2B. En otro estudio Iwata et al. (2002) reportaron la presencia del receptor nuclear
CAR (regulador de CYP2B en mamiferos) en el sargo de América del Norte. Sin embargo,
estos autores observaron que no hay activacion de CAR, ni expresion de CYP2B en peces
expuestos a uno de los inductores mas potentes de CYP2B. Parece probable que los
mecanismos de activacion de esta subfamilia pudieran ser diferentes entre peces y
mamiferos.

Con el ejemplo anterior podemos inferir que existen ademas de mecanismos

distintos de activacion catalitica de las P450 entre peces y mamiferos, diferencias
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metabolicas entre especies de peces ademas de las diferencias entre las técnicas usadas
para cuantificar las P450 en términos de especificidad y sensibilidad. Asimismo,

observamos que los inductores estandares de las P450 no son siempre eficaces.

IV.7 Inductores de P450

En las técnicas tradicionales de deteccion de las enzimas P450 se usan compuestos
quimicos de referencia para activar la induccion de las monooxigenasas y poderlas
identificar. Por ejemplo, la actividad de las enzimas de la familia 1 es inducida en peces
por los compuestos 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCCD), B-naftoflavona,
fenobarbital (PB); y es inhibida por surfactantes, metales pesados y corticosteroides
(Haasch et al., 1993; Berndston & Chen 1994; Larno et al., 2001; Petkam et al., 2003; Da
Silva & Meirelles 2004). En cambio, la actividad de la familia CYP26 se induce
especificamente con acido retinoico (White et al., 1996; Kudoh et al., 2002; Gu et al.,
2005). Algunos compuestos pueden inducir al mismo tiempo la actividad de distintas
familias de enzimas como es el caso del 17B- estradiol que influye en la expresion de
CYP1A1, CYP2K1, CYP2M1, CYP3A27, CYP11A1l y CYP19A1/2 (Buhler et al., 2000;
Govoroun et al., 2001; Kazeto et al., 2004; Patel et al., 2006), o el BaP, que induce la
actividad de CYP1A, CYP1B, CYP1C, CYP19A1/2 y CYP17 (Kazeto et al., 2004; Hoffman
& Oris 2006; Wang et al., 2006; Willet et al., 2006). Sin embargo, algunos compuestos
de referencia que se han usado para inducir la expresion de ciertas P450 en mamiferos
no la inducen en las contrapartes de peces. Ejemplo de lo anterior es la relacion entre el
fenobarbital y la CYP2B (Iwata et al., 2002) o el metoxicloro y la CYP3A (Stuchal et al.,
20006). Ademas, tampoco parece cierta la idea de que las monooxigenasas P450 muestran
un comportamiento tejido-especifico (Tabla IV.3). Aunque existen excepciones como en el
caso de la isoforma CYP2K6, cuya actividad se ha detectado inicamente en higado y en
ovarios (pero se desconoce su funcion; Wang-Buhler et al., 2005) o el CYP19A2, cuya
actividad se induce en cerebro y no en ovario, a diferencia de lo que ocurre en la isoforma
hermana, CYP19A1, aunque ambas isoformas estan involucrados en el metabolismo de
esteroides (Meucci & Arukwe 2006). A partir de estas observaciones se ha propuesto que
las diferencias en la expresion tejido-especifica entre citocromos, incluso de la misma
subfamilia (como en el caso de CYP19A), estarian dadas por las funciones metabdlicas en

las que se involucran particularmente en cada tejido (Patel et al., 2006). Sin embargo, en

- 57 -



ciertos casos la naturaleza tejido-especifica de la funcion aun no es clara. Por ejemplo, la
isoforma CYP17 metaboliza precursores esteroidogénicos que promueven la maduracion

de los foliculos ovaricos, y en peces ademas de expresarse en gonadas, higado, cerebro e

intestino, se expresa en branquias, aunque su funcion en este organos es desconocida

hasta el momento (Wang & Ge 2004).

IV.8 Uso de P450 en el monitoreo ambiental

En los programas de monitoreo ambiental las CYP450 son usadas para evidenciar la
presencia de contaminantes en el ambiente debido a su alta afinidad por xenobio6ticos.
Por ejemplo, la medicion de la actividad de las monooxigenasas (particularmente CYP1A)
en los higados de trucha arcoiris, la solla (Platichthys flesus) y la Limanda noérdica
(Limanda limanda) se usa en el programa de monitoreo de los efluentes industriales y de
los cuerpos de agua de las costas del mar del norte en Alemania (Pluta, 1993). La
experiencia de este programa ha determinado que CYP1A es altamente sensible a la
presencia de contaminantes, su respuesta claramente depende de la concentracion y es
una medicion consistente y reproducible (Pluta, 1993). Empero, se ha detectado que la
variabilidad en la actividad enzimatica es mucho mayor en muestras de campo que de
laboratorio debido probablemente a factores como la migracion, las diferencias
fisiologicas, los tiempos de exposicion, los sitios de muestreo y las concentraciones de
contaminantes bioacumulados durante la historia individual de los organismos (Pluta,
1993). Se ha sugerido por tanto que los programas de monitoreo deben establecer las
actividades enzimaticas basales in situ entre organismos de sitios de referencia (no
contaminados) y contaminados. Este procedimiento se ha aplicado en varios lugares
como en el Rio Hikiji de la prefectura de Kanagawa (Japon), en donde los niveles de
policlorinados, dibenzo-p-dioxinas, dibenzofuranos y PCB inducen la actividad del CYP1A
y reducen tanto la concentracion de estrogenos en plasma como el indice
gonadosomatico, comprometiendo de esta manera las funciones reproductivas de las
carpas (Sakamoto et al. 2003). En otros casos se compara la actividad enzimatica de
P450 de distintos sitios para evidenciar posibles riesgos por contaminacion. Por ejemplo,
en el rio Guandu de Brasil, fuente de agua potable para la ciudad de Rio de Janeiro, se
ha usado la actividad de las monooxigenasas en tilapias de ciertas zonas del rio para

alertar a la poblacion humana de posibles riesgos por contaminantes organoclorados
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(Parente et al., 2004). Otra practica comun en el biomonitoreo es el transplante de
organismos de sitios no contaminados a sitios con niveles medibles de contaminacion.
Un ejemplo es el trabajo de Zhu et al. (2006), quienes utilizaron ensayos de
inmunodeteccion para cuantificar la actividad de P450 (isoformas de las familias CYP1 y
CYP2) en peces arrecifales de zonas cercanas a las plataformas petroleras del oeste
Australiano. Estos autores mostraron que usando este procedimiento se pueden obtener
bioindicadores que permiten alertar sobre riesgos a la salud de las poblaciones de peces

por descargas de hidrocarburos.

IV.9 Consideraciones finales

La interpretacion de los resultados que se obtienen a través de un biomarcador depende
de las premisas siguientes: de acuerdo con Van der Oost et al. (2003) se debe tener
especial cuidado con las siguientes fuentes de variacion: 1) las diferencias entre los
resultados de laboratorio y de campo, 2) el significado e interpretacion de la induccion de
actividad de enzimas en términos de relevancia biologica y toxicologica y 3) la
interferencia de factores no relacionados con contaminantes que inciden en la actividad
de las enzimas y que pueden confundir los factores causales (e.g. estrés por
manipulacion). Por lo anterior es recomendable el uso de varios biomarcadores en
combinacion con la cuantificacion de la bioacumulacién de contaminantes para
establecer relaciones de causa—efecto. En los peces, los biomarcadores que se usan con
frecuencia son los fisiologicos (e.g. indice gonadosomatico, indice somatico del higado y
parametros morfomeétricos), los reproductivos (e.g. niveles de vitelogenina VTG en
plasma) y los moleculares (e.g. inhibicion de AChE y actividad de CYP1A1; Orrego et al.,
20006). Segun Van der Oost et al. (2003), los biomarcadores mas sensibles en peces
(considerando los criterios de Walker et al., 1998) son las enzimas de fase 1 (e.g.
actividad de CYP1A), los productos de biotransformacion (e.g. metabolitos de HAP
biliares), los parametros reproductivos (e.g. VTG en plasma) y los parametros genotoxicos
(e.g. aductos de ADN hepatico). En la practica, segun Orrego et al. (2006) los
biomarcadores en peces mas estables y por lo tanto los que representan herramientas
biologicas utiles en el monitoreo ambiental son la induccion de CYP1A, el indice de
madurez gonadal y los niveles de VTG, debido a que los patrones de respuestas de estos

indicadores en laboratorio y en campo se correlacionan positivamente.
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Otros factores que se deben considerar cuando se usan biomarcadores como las
P450 son la sensibilidad de la técnica de cuantificacion y el tipo de isoforma que se
evalua. Por ejemplo, la actividad catalitica, la inmunodeteccion de la proteina o la
cuantificacion del ARN mensajero (ARNm) son técnicas de rutina para cuantificar o
detectar la induccion catalitica de la sintesis de CYP450. Estos ensayos difieren en
sensibilidad. Autores como Haash et al. (1993) han recomendado el ensayo de
hibridacion de ARNm de los P450 como la prueba mas sensible para el monitoreo
ambiental, ya que este ensayo proporciona resultados confiables desde las primeras
horas de exposicion y en exposiciones cronicas antes que las pruebas de actividad
catalitica o de inmunoensayo. En cuanto a los tipos de isoformas que se usan en el
monitoreo ambiental, la isoforma CYP1A ha sido la mas empleada en los programas de
monitoreo (Whyte et al., 2000). Sin embargo, se ha observado por ejemplo, que la
isoforma CYP1B es mas sensible que la CYP1A en branquias de peces expuestos a BaP,
TCDD y PCB (Willett et al., 2006). En otro caso la isoforma CYP19A2 mostré mas
sensibilidad que CYP1A, CYP11A, CYP17C y CYP19A1 en higados de peces expuestos a
BaP (Hoffman & Oris 2006).

Desde que en 1954 se descubri6 la primera enzima P450 por Martin Klingenberg y
David Garfinkel (Porter 2004) se han reportado alrededor de 3000 secuencias. De las
diferentes isoformas descritas 1277 se encuentran en animales, 1098 en plantas, 207 en
eucariontes inferiores y 461 en bacterias
(http//:drnelson.utmem.edu./cytochromeP450). De acuerdo con nuestra revision, en
términos de monitoreo ambiental s6lo algunas isoformas P450 retinen los requisitos
establecidos para calificar a una variable biologica como biomarcador. Ello se debe a que
los estudios recientes de las P450 en peces muestran que los mecanismos de induccion
de ciertas isoformas no son los mismos entre especies y a que no siempre presentan un
patron tejido-especifico, ni una respuesta sustrato-especifica clara como se habia
supuesto en los ultimos 20 anos. Ademas, aun no se entiende por qué algunos P450
presentan funciones endogenas redundantes e incluso responden a los mismos
sustratos. Es recomendable que antes de aplicar una nueva isoforma P450 como
estimador del grado de perturbacion o de riesgo ambiental entendamos primero cuales

son las funciones que desempena en los procesos metabolicos, la actividad basal en
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diferentes especies tomando en cuenta que ésta depende de los requerimientos ecologicos
en términos de habitos alimenticios, distribucion, sexos, estados de desarrollo, etcétera.
Asimismo, es necesario establecer los sitios de induccion biologicamente mas relevantes,
es decir, aquellos 6rganos y tejidos que comprometen la supervivencia y reproduccion de
los organismos. La informacion anterior debera ser conocida previamente para
interpretar correctamente los datos de la induccion de la actividad catalitica de P450 en

los programas de monitoreo ambiental.
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TABLAS

Tabla IV.1. Biomarcadores agrupados por tipo de dafno de acuerdo a la clasificacion de Peakall & Walker 1994 y Walker et al., 1996.

Exposicion Efecto Susceptibilidad
Induccion de metalotioneinas Inhibicion de esterasas (e.g. Polimorfismos genéticos sensibles (eg.
acetilcolinesterasa) gen GSTM1)

Induccion de glutation S- transferasa

Induccion de monooxigenasas P450

Inhibicion del acido dehidratasa
aminolevulinico (ADAL)
Reduccion de retinol y tiroxina
Alteracion en parametros
morfomeétricos (talla y peso
Adelgazamiento del cascaron)
Alteracion en el indices somatico
(higado y géonadas)

Induccién de aberraciones
cromosomicas
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Tabla IV.2. Enzimas monooxigenasas del citocromo P450 descritas en peces teleosteos

Orden Familia & Especie CYP450 Referencias
Subfamilia
Anguilliformes Anguillidae Anguila japonesa CYP1B1, CYP1C1, CYP11A, CYP17, P450scc, Kazeto et al. (2000), Kazeto et al.
Anguilla japonica (Temmink & P450c17. (2006)
Schlegel, 1845)
Synbranchiformes Synbranchidae Anguila del arroz CYP17a, CYP17b, CYP17c Yu et al. (2003).
Monopterus albus (Zuiew, 1793)
Cypriniformes Cyprinidae Carpa comin CYP 1A, CYP1B1, CYP1B2, CYP1C1, CYP1C2 Marionnet et al. (1996), Fernandes et

Cyprinus carpio capio (Linnaeus,
1758)

Carpa plateada
Hypophthalmichthys molitrix
(Valenciennes, 1844)

Pez dorado

Carassius auratus auratus
(Linnaeus, 1758)

Carpita cabezona
Pimephales promelas (Rafinesque,
1820)

Pez cebra

Danio rerio (Hamilton, 1822)

Cacho

Leuciscus cephalus (Linnaeus,
1758)

Cachuelo

Leuciscus idus (Linnaeus, 1758)

CYP2, actividad APND, ECOD, EROD.

Actividad ECOD, EROD, APND

CYP19A1, CYP19A2

CYP1A, CYP11A1, CYP17,CYP19A1, CYP19B1

CYP 1A1, CYP1B1P,CYP2AD3, CYP2AD2, CYP2AA2,
CYP2AA1, CYP1B1, CYP20, CYP1C2, CYPICI1,
CYP2V1, CYP2KS8, CYP2K7, CYP2K®6,

CYP2K16, CYP2K17, CYP2K18, CYP2K19, CYP2K20
CYP2K21 CYP2K21-del, CYP2K22, CYP2N13,
CYP2P6, CYP2P7, CYP2P8, CYP2P8-de7,8, CYP2PO,
CYP2P10, CYP2P10-de9, CYP2P-sel, CYP2X6,
CYP2X7, CYP2X7-de9, CYP2X7-de9c, CYP2XS8,
CYP2X9, CYP2X10, CYP2X11, CYP2X11-del,
CYP2Y3, CYP2Y4, CYP2AA3, CYP2AA4, CYP2AA4-de3,
CYP2AAS, CYP2AA6, CYP2AA6-ie6, CYP2AA7,
CYP2AAS8, CYP2AD6,CYP3C1, CYP3A56, CYP4FAS3,
CYP4T8, CYP5A1, CYP7A1, CYP7C1, CYP7DI1,
CYP8A1, CYP2AE1, CYP2AE1-de9, CYP8B1, CYP8B2,
CYP8B3, CYP11A1, CYP11A2, CYP11B1, CYP17A1,
CYP17A2, CYP17c, CYP19A1, CYP19A2, CYP21,
CYP24, CYP26A1, CYP26A1, CYP26B1, CYP26CI1,
CYP26D1, CYP27A.a, CYP27A.b, CYP27A.c,
CYP27A.d, CYP27B1, CYP27C1, CYP39, CYP46Al,
CYPA2, CYP51A1.

Actividad EROD

Actividad EROD

al. (2002), Sakamoto et al. (2003), El-
Kady et al. (2004), Itakura et al.
(2005), Henczova et al. (2006).
Henczova et al. (2006).

Tchoudakova & Callard (1998),
Callard et al. (2001), Tchoudakova et
al. (2001)

Lindstrom-Seppa et al. (1994), Halm
et al. (2003), Filby et al. (2007).

Buchman (1993), White et al. (1996),
Nelson (1999), Callard et al. (2001),
Kishida & Callard (2001), Trant et al
(2001), Kudoh et al. (2002), Kazeto et
al. (2001), (2004), (2005), Wang & Ge
(2004), Godard et al. (2005), Gu et al.
(2005), Luo et al. (2005), Tseng et al.
(2005), Wang-Buhler et al. (2005),
Zhao et al. (2005), Corley-Smith et al.
(2006), Hoffman & Oris (2006), Nunez
et al. (2006), Shang et al. (2006),
Moise et al. (2007).

Larno et al. (2001)

Jedamski et al. (1994)
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Tabla IV.2. Continuacion

Orden Familia & Subfamilia  Especie CYP450 Referencias
Salmoniformes Salmonidae Trucha arcoiris CYP1A1, CYP1A2, CYP1A3, CYP1B1, Winkelhake et al. (1983), Sakai et al.
Salmoninae Oncorhynchus mykiss (Walbaum, 1792) CYP1B2, probable CYP2B, CYP2K]1, (1992), Lester et al. (1993), Haash et
CYP2K1vl CYP2K1v2, CYP2K1v3, CYP2K3, al. (1993), Berndston & Chen (1994),
CYP2K4, CYP2KS5, CYP2M1, CYP3A, Buhler et al. (1994), Celander &
CYP3A27, CYP3A45, CYP4T1, CYP11A1, Forlin (1995), Sadar et al. (1995),
CYP17, CYP109. Camphell (1996), Celander et al.
(1996), Falckh et al. (1997),
Kokayashi et al. (1997), Nunez et al.
(1997), Cok (1998), Lee et al. (1998),
Heilmann et al. (1998), Kobayashi et
al. (1998), Buhler et al. (2000), Yang
et al. (2000), Lee et al. (2001),
Govouroun et al. (2001), Lee and
Buhler (2003), Petkam et al. (2003),
Nakamura et al. (2005), Kanda et al.
(20006).
Salmon real CYP1A1, Actividad EROD Wilson et al. (2000)
Oncorhynchus tshawytscha (Walbaum,
1972)
Salmon del Atlantico CYP2K, CYP2M, CYP19, CYPIC Thibaut et al. (2002), Meucci &
Salmo salar (Linnaeus, 1758) Arukwe (2006).
Salmonidae Lavareto CYP1A1l Soimasuo et al. (1998)
Coregoninae Coregonus lavaretus (Linnaeus, 1758)
Batrachoidiformes Batrachoididae Pejesapo CYP 1A Morrison et al. (1995).
Opsanus tau (Linnaeus, 1766)
Baloniformes Adrianichthyidae Medaka japonés CYP1A, CYP2E1, CYP 3A, CYP3A27, Kaplan et al. (1991), Crivello &
Oryziinae Oryzias latipes (Temminck & Schlegel, CYP3A40, CYP3A38, CYP4T1. Schultz (1995), Lipscomb et al.
1846) (1997), Wall and Crivello (1998),
Kullman and Hinton (2001),
Kullman (2000), Al-Arabi (2002).
Kim et al. (2004), Kashiwada (2005).
Siluriformes Bagridae Rita CYP1A
Rita rita (Hamilton, 1822)
Ictaluridae Bagre de canal CYP1A, CYP1B, CYP2K1, CYP2M1, CYP2X1, Schlenk et al. (1997), Perkins and

Ictalurus punctatus (Rafinesque, 1818)

CYP3A, CYP 11A, CYP17, CYP19A2,

Schlenk (1998), Godard et al. (2000),
Celander et al. (2002), Schlenk et al.
(2002), Kazeto & Trant (2005),
Nunez et al. (2006), Stuchal et al.
(2006), Willett et al. (2006)
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Tabla IV.2. Continuacion

Orden Familia & Especie CYP450 Referencias
Subfamilia
Cyprinidontiformes Fundulidae Fandulo CYP 1A, CYP3A30, CYP1C1, Sam & Stegeman (1989), Van Veld et al. (1992),
Fundulus heteroclitus (Linnaeus, 1766) CYP1C2, CYP2K1,CYP2K2, (1997), Celander & Stegeman (1997), Morrison et
CYP2N1, CYP2M1, CYP2N2, al. (1998), Oleksiak et al. (2000), Haash (2002),
CYP2P1, CYP2P2, CYP2P3, McArthur et al. (2003), Oleksiak et al. (2003), Patel
CYPE, CYP3A30, CYP3AS56, et al. (2006), Wang et al. (2006).
CYP19A2, CYP19A1.
Poeciliidae Poeciliopsis CYP1A, P450jp (CYP2E1) Crivello & Schultz (1995), Smolowitz et al. (1992)
Poeciliinae Poeciliopsis sp.
Guatopote del Mayo CYPIE1 Crivello & Schultz (1995), Kaplan et al. (1999)
Poeciliopsos monacha (Miller, 1960) (2001)
Guatopote de San Jeronimo CYP1E1 Crivello & Schultz (1995).
Poeciliopsis fascista (Meek, 1904)
Guatopote gordito CYP1E1 Crivello & Schultz (1995), Kaplan et al. (2001)
Poeciliopsis viriosa (Miller, 1960)
Guatopote de Sonora CYP2E1 Crivello & Schultz (1995), Kaplan et al. (1999)
Poeciliopsis occidentalis (Baird & Girard, (2001).
1853)
Guatopote del mocorito CYP1A, CYP2E1, CYP3A Crivello & Schultz (1995), Celander et al. (1996),
Poeciliopsos lucida (Miller, 1960) Kaplan et al. (2001).
Guppy CYP19arom Hallgren et al. (2006).
Poecilia reticulate (Peters, 1859)
Rivulidae Almirante de manglar CYP1A Kim et al. (2004)
Rivulus marmoratus (Poey, 1880)
Perciformes Siganidae Sigano pintado CYP1A1l Raza et al. (1995)
Siganus canaliculatus (Park, 1797)
Cichidae Haplo de Burton (CYP19) Registro en Nelson (2004)
Pseudocrenilabrinae Haplochromis burtoni (Ginther, 1894)
Tilapia del Nilo CYP1A1l, CYP1C1, CYP1C2, Ueng & Ueng (1995), Parente et al. (2004), Wang et
Oreochromis niloticus niloticus (Linnaeus, CYP20, CYP1B1, CYP19A, al. (2006).
1758) actividad PROD (CYP2B).
Tilapia azul CYP1A1l Ueng & Ueng (1995)
Oreochromis aureus (Steindarchner, 1864)
Sparidae Xlavitia CYP1A, Probable CYP2B, Stegeman & Woodin (1997).
Lagodon rhomboids (Linnaeus, 1766) actividad PROD.
Sargo de América del Norte CYP1A, CYP1B, CYP1IC1/2, Morrison et al. (1995), Godard et al. (2000), Iwata
Stenotomus chrysops (Linnaeus, 1766) CYP20, CYP2AD4, CYP17, et al. (2002), Godard et al. (2005).
CYP19, actividad PROD
Dorada del Pacifico CYP1A Ortiz-Delgado et al. (2005)
Sparus aurata (Linnaeus, 1758)
Mullidae Salmonete de fango CYP1A Morcillo et al. (2004)
Mullus barbatus barbatus (Linnaeus,
1758)
Gobiidae Gobi CYP1A Al-Arabi et al. (2002)
Oxudercinae Apocryptes bato (Hamilton, 1822)
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Tabla IV.2. Continuacion

Orden Familia & Especie CYP450 Referencias
Subfamilia
Perciformes Carangidae Jurel centellante CYPI1A, probable CYP2K1, Zhu et al. (2006).
Carangoides fulvoguttatus (Forsskal, 1775) probable CYP2M1.
Chaetodontidae Mariposa de aleta ribeteada CYP2N6 registro en Nelson (2004)
Chaetodon auriga (Forsskal , 1775)
Pez de coral Atol CYP2N4 registro en Nelson (2004)
Chaetodon mertensii (Cuvier, 1831)
Pez de coral bimanchado CYP2NS8 registro en Nelson (2004)
Chaetodon plebeius (Cuvier, 1831)
Pez mariposa de manchas CYP2N5 registro en Nelson (2004)
Chaetodon punctatofasciatus (Cuvier, 1831)
Pez mariposa naranja CYP2N7 registro en Nelson (2004)
Chaetodon xanthurus (Bleeker, 1857)
Lutjanidae Pargo abanderado CYP1A, probable CYP2K1, Zhu et al. (20006)
Lutjaninae Lutjanus carponotatus (Richardson, 1842) probable CYP2M1
Percisae Perca europea Actividad CYP17 Linderoth et al. (2006)
Perca fluviatilis (Linnaeus, 1758)
Serranidae Cherna enjambre CYP1A, probable CYP2B, actividad Stegeman & Woodin (1997)
Cephalopholis cruentata (Lacepede, 1802) PROD
Haemulidae Ronco CYP1A, probable CYP2B, actividad Stegeman & Woodin (1997)
Haemulon aurolineatum (Cuvier, 1830) PROD
Pomacentridae Petaca rayada CYP1A, probable CYP2B, actividad Stegeman & Woodin (1997)
Abudefdud saxatilis (Linnaeus, 1758) PROD
Kyphosidae Chopa blanca CYPI1A, probable CYP2B, actividad Stegeman & Woodin (1997)
Kyphosus sectator (Linnaeus, 1758) PROD
Pleuronectiformes Pleuronectidae Limanda nérdica CYP 1A Craft et al. (2001)
Pleuronectinae Limanda limanda (Linnaeus, 1758)
Solla roja CYP2E1 Wall & Crivello (1998)
Pseudopleuronectes americanus (Walbaum, 1792)
Solla europea CYP1B Godard et al. (2000), Leaver et al.
Pleuronectes platessa (Linnaeus, 1758) (2000), Craft et al. (2001).
Platija limon CYP1A Anulacion et al. (1998), Sarasquete et
Pleuronectes vetulus (Girard, 1854) al. (2000), Craft et al. (2001)
Solla del pacifico CYP1A Craft et al. (2001), Anulacion et al.
Platichthys stellatus (Pallas, 1788) (1998).
Solla Actividad EROD Napierska & Podolska (2005).
Platichthys flesus (Linnaeus, 1758)
Tetraodontiformes  Tetraodontidea Pez verde moteado CYPI1A, CYP2B, CYP2N3, CYP21, Registro en Nelson (2004)
Tetraodon nigroviridis (Marion de Procé, 1822) CYP1B1
Gasterosteiformes Gasterosteidae Espinosillo CYP2ADS5, CYP1IC Registro en Nelson (2004),
Gasterosteus aculeatus (Linnaeus, 1758)
Characiformes Prochilodontidae Sabalo rayado Actividad EROD Da Silva & Meirelles (2004)
Prochilodus scrofa (Steindachmer, 1881)
Gadiformes Gadidae Bacalao del Atlantico CYP1A, actividad EROD, PROD, Goksoyr et al. (1986), Ruu et al.
Gadus morhua (Linnaeus, 1758) P450C (2002).
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Pié de Tabla IV.2. La clasificacion taxonomica usada en esta tabla se baso en Froese, R. and D. Pauly. (Eds.) 2007. FishBase
(www.fishbase.org.version (01/2007). La compilacion de las isoformas presentadas en esta tabla se obtuvo de la literatura y de la
lista Nelson DR (2004) publicada en el portal de internet (http//:drnelson.utmem.edu/cytochromeP450.html).

APND: aminopireno-N-demetilasa, (CYP2B o CYP3A isoenzima); ECOD: 7-ethoxy-coumarin-O-deetilasa; EROD: Etoxyresorufina-O-
deetilasa; PROD: Pentoxyresorufina-O-depentilasa. El nombre comtn de cada especie es en inglés.
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Tabla IV.3. Sitios de induccion de las monooxigenasas P450 en peces teleosteos

CYP Expresion en tejidos

CBR OJ HDO CZN ITNO BRQ RNN BZO SGR PL MOR MCL OVR TST EMB
1A X X X+ X X X X X X X
1B1 X X X+ X X
1B2 X X X+
1C1 X+ X X X X+
1C2 X X X
2E1. X
2K1 X X X X+ X
2K6 X X
2M1 X X+ X X X X
2N1 X Nd X X X Nd Nd Nd Nd Nd Nd
2N2 X X X X X X X
2P1 Nd X Nd X Nd Nd Nd Nd Nd
2P2 X X
2P3 X X
2X X
3A27 X X X+ X
3A38 X X
3A40 X X
3A45 X X+
3A56 X X+ X+ X X X
3A30 X X+ X+ X X X
3A65 X X X X X X
3C1 X X X X X X X
4T1 X
11A1 X X X
17C X X X X X X X+
17A1 X X
17B X X
17A2 X X
19A1 X X X X X
19A2 X X X X Nd X
26A1 X X
26B1 X X X X
26D1 X X X

CYP: citocromo; Nd: no detectado; CBR: cerebro; OJ: ojos; HDO: higado; CZN: corazon,;
ITNO: intestino; BRQ: branquias; RNN: rifiones; BZO: bazo; SGR: sangre; PL: piel; MOR:
mucosa oral; MCL: musculo; OVR: ovarios; TST: testiculos; EMB: tejido embrionario.

X: induccion; X+: induccion alta.
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Tabla IV.4. Funcion endogena de las monooxigenasas P450 en peces teleosteos

Subfamilias Funcion Referencias
(CYP)
1A1 Hidroxilacion de pregnenolona Ptkam et al., 2003
1B Probable regulador de gas o fluidos en Leaver et al., 2000
branquias
1C Probable participacion durante la Godard et al., 2005
embriogénesis
2B Desconcida Ruus et al., 2002
2E1 Metabolismo de nitrosoetilaminas Kaplan et al., 1999
2K Hidroxilacion de acido laurico (ac. graso) Yang et al., 2000; Wang-Buhler et
al., 2005; Thibaut et al., 2002
2M1 Hidroxilacién de acido laurico Haasch 2002; Thibaut et al.,
2002
2N Hidroxilacion/epoxilacion de acido Oleksiak et al., 2000
araquidonico
2P Hidroxilacion/epoxilacion de acido Oleksiak et al., 2003
araquidonico
2X Desconocida Schlenk et al., 2002
3A27/38/40/45 Hidroxilaciéon de testosterona Lee et al., 2001; Kullman et al.,
2001; Lee & Buhler
2003; Kashiwada et al., 2005
3A56/30/61 Desconocida Hegelund & Celander 2003; Tseng
et al., 2005
3C1 Desconocida Corley et al., 2006
4T1 Desconocida Falckh et al., 1997
11A1 Hidroxilacion de colesterol Kazeto et al., 2006
17C Hidroxilaciéon de Hallm et al., 2003; Wang-Buhler
pregnenolona/progesterona/corticosteroides et al., 2005; Kazeto et al., 2006
17A Desconocida Yu et al., 2003
17B Desconocida Yu et al., 2003
19A Aromatizacion de androgeno/testosterona Tchoudakova & Callard 1998;
Kazeto & Trant 2005
26A1 Hidroxilacion de acido retinoico White et al., 1996; Kudoh et al.,
2002
26B1 Probable participacion en el metabolismo de Nelson 1999
acido retinoico
26D1 Probable participacion en el metabolismo de Gu et al., 2005

acido retinoico
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CAPITULO V

EXPOSURE TO PESTICIDES IMPAIRS THE EXPRESSION OF FISH
ORNAMENTS REDUCING THE AVAILABILITY OF ATTRACTIVE MALES

En este capitulo se muestran los resultados del experimento central de
la tesis en el cual se evaluaron los efectos del metil paration sobre los
ornamentos (talla y coloracion de aletas) y conductas sexuales (cortejo y
preferencia) en peces que estuvieron expuestos a 0.005 ug/g durante el

periodo de gestacion via materna.

Articulo publicado en Proceedings of the Royal Society B (2008) 275,
1343-1350.
(DOI:10.1098/rspb.2008.0163)
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CAPITULO VI

DISCUSION GENERAL

-85 -



CAPITULO VI

DISCUSION GENERAL

Se sabe muy poco sobre los afectos de los compuestos antropogénicos en los procesos
de seleccion sexual (Jones & Reynolds 1997). La evidencia de que el metil paration
(MeP) se bioacumula en el pez amarillo Girardinichthys multiradiatus (De La Vega
Salazar et al., 1997) permitié disenar una investigacion para evaluar los efectos de este
contaminante en la expresion de ornamentos y conductas reproductivas. Un aspecto
novedoso de este estudio fue determinar si los efectos del MeP producidos durante el
desarrollo embrionario pueden repercutir en la vida adulta, no sélo en términos de
supervivencia, sino en términos reproductivos a través de los efectos sobre la expresion

de caracteres sexuales secundarios.

El metil paration al igual que otros plaguicidas organofosforados y carbamatos
es un compuesto neurotoxico que actiia inhibiendo la actividad de la
acetilcolinesterasa. En peces y en general en vertebrados se han documentado
ampliamente los efectos toxicos de este plaguicida (EPA 1999; Garcia et al., 2003;
Capitulo I). Los resultados que obtuve en este estudio coincidieron con el tipo de
efectos que se espera de la exposicion cronica de peces a MeP (Capitulo II). La
exposicion a 0.165 ug/g fue letal para G. multiradiatus. Los peces perdieron peso al
exponerse a una concentracion de 0.001 ug/gy su crecimiento fue afectado a
concentraciones de 0.008 a 0.04 ug/g. Ademas, el MeP se acumuloé en G. multiradiatus
de manera dosis-dependiente y los factores de bioacumulacion mostraron que la
relacion entre la acumulacion del plaguicida en los peces y la concentracion a la que
estuvieron expuestos estuvo dentro del rango reportado por De La Vega Salazar et al.
(1997). Lo anterior sugiere por lo tanto que el experimento reprodujo razonablemente

concentraciones similares a las que los peces estan expuestos en la naturaleza.

Una caracteristica biolégica importante de G. multiradiatus es su reproduccion
vivipara; los embriones dependen de los nutrientes que aporta la madre durante la
gestacion (Schindler 2005). Este tipo de reproduccion es poco comun en peces

teleosteos, por tal motivo, la pregunta a contestar fue si la exposicion a MeP durante el
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desarrollo embrionario podria imponer costos metabolicos tales que limiten la cantidad
de recursos que los machos adultos pueden usar para producir, mantener y exhibir
sus ornamentos. Ademas, De La Vega Salazar et al. (1997) habian sugerido que este
plaguicida podria actuar sobre la viabilidad de los embriones porque éstos acumulan
mas que los organismos adultos. Sin embargo, previamente a este trabajo se
desconocian los efectos toxicos del MeP en G. multiradiatus. En consecuencia, uno de
los objetivos de la tesis fue determinar los efectos del MeP en el desarrollo y
reproduccion del pez amarillo (Capitulo II). Encontré que no hubo efectos en la
supervivencia y el embarazo de hembras adultas expuestas a 0.005, 0.01 y 0.1 ug/g
MeP. Sin embrago, las concentraciones por debajo de 0.1 ug/g indujeron
malformaciones en los embriones y a 0.01 y 0.1 ug/g la supervivencia de las camadas
a la edad adulta disminuy6 significativamente. Los resultados anteriores sugieren que
las poblaciones expuestas a MeP en la naturaleza podrian estar enfrentando riesgos
por la reduccion en el reclutamiento de nuevos individuos. De ocurrir lo anterior, el
numero de individuos a lo largo de las generaciones disminuiria de tal manera que los
procesos de extincion local podrian acelerarse, ya que la pérdida de individuos en las
poblaciones expuestas, en principio, provocaria la reduccion en la variabilidad genética
(Maltby et al., 2001). Ademas, la mortalidad diferencial de los individuos en las
poblaciones expuestas podria repercutir por un lado en la reduccion de la proporcion
operacional de sexos (individuos disponibles para la reproduccion; Osorno et al., 2003)
y por el otro en la seleccion de individuos portadores de alelos resistentes (e.g.
potencial de glutation-redox-hepatico; Penia-Llopis et al., 2003) que con el tiempo
generarian poblaciones tolerantes a los efectos toxicos del MeP o a otros
contaminantes. Lo anterior sin duda plantea la necesidad de estudiar si en G.
multiradiatus existen alelos resistentes a MeP y que tan intensa deberia ser la seleccion

para promover tales adaptaciones.

Entre las diversas preguntas que surgieron de los resultados anteriores, una de
ellas fue si este plaguicida realmente representa un riesgo para las poblaciones de G.
multiradiatus. En el estudio de campo que realicé en 2005 durante la estacion de secas
(Capitulo II), registré concentraciones de MeP en 2 de 7 cuerpos de agua donde habita
G. multiradiatus, es decir, en el 28.5% de las poblaciones de esta especie. E1 MeP fue

detectado a altas concentraciones en las presas en comparacion con los reportes de
-87-



éste en otros tipos de cuerpos de agua (ver Apéndice 1). Este resultado es interesante
porque de acuerdo con Lindell (2004), el flujo de agua en las presas y lagos es bajo por
lo que la dinamica en términos fisicoquimicos es estable, lo que aumenta la vida media
de compuestos quimicos en la columna de agua y en los sedimentos. Ademas, en
Meéxico es notoria la actividad agricola en las margenes de las presas debido a que los
agricultores aprovechan la disponibilidad de agua para mantener sus cultivos a lo
largo del ano. Como consecuencia de la intensa agricultura, las descargas (o
escurrimientos) de los agroquimicos como el MeP hacia los cuerpos de agua podrian
ser mayores en las presas que en cualquier otro tipo de ambiente acuatico. Con base
en los datos de este estudio, es muy probable que las poblaciones de G. multiradiatus
confinadas en las presas sean mas vulnerables a contaminantes agroquimicos que

aquellas que se encuentran en rios o manantiales.

Otra pregunta que surgio con los resultados del capitulo II tiene que ver con los
mecanismos que subyacen a los efectos teratogénicos y a la reduccion en la
supervivencia de los peces expuestos durante el desarrollo embrionario, los cuales
podrian estar relacionados con las caracteristicas genéticas, la capacidad metabdlica y
fisiologica durante el desarrollo y en las primeras horas de vida postnatal.
Recientemente, Choudhary et al. (2003), Cook et al. (2005) y Johri et al. (20006)
hicieron notar que el metabolismo de los organismos en estados tempranos de
desarrollo es deficiente para eliminar compuestos toxicos. Para determinar si esto
podria ocurrir en G. multiradiatus propuse cuantificar la induccion de la actividad de
las monooxigenasas del citocromo P450 en los higados de las hembras gravidas y en
los embriones mediante una exposicion a 0.1 ug MeP/g alimento por 96 h. Escogi este
grupo de enzimas, en especial la isoforma CYP2B, porque se ha determinado que es la
responsable de la desintoxicacion y activacion del MeP (Albores et al., 2001; Jacanovic
et al., 2001). Aunque en una prueba piloto habia cuantificado la actividad catalitica de
CYP2B a través de la transformacion catalitica de PROD (pentoxyrresorufin-O-
depentylasa), en el experimento que propuse no obtuve resultados positivos debido a
que la concentracion de proteina microsomal en las muestras fue muy baja. Sin
embargo, considero que éste es un punto de partida de estudios futuros encaminados
a cuantificar la actividad de P450 en el pez amarillo y resolver entre otras cosas por

qué en los tejidos embrionarios la acumulacion de MeP es mayor que en los adultos.
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Por lo anterior, inclui el reporte del experimento (Capitulo III). Como complemento,
realicé una investigacion bibliografica sobre las enzimas P450 reportadas en los peces
teleosteos (Capitulo IV). En la revision de 141 publicaciones encontré que de las 27
subfamilias de P450 que se han descrito para peces teledsteos en el 40% de éstas se
desconocen las funciones endogenas. Por otro lado, hasta la fecha se ha detectado la
actividad catalitica de las isoformas CYP1A, CYP1C, CYP2M, CYP3A38/40/65, CYP3C,
CYP19 y CYP26 durante el desarrollo embrionario. Estas isoformas participan en
procesos de organogénesis, determinacion y diferenciacion sexual, incluso la actividad
catalitica de las isoformas de la subfamilia CYP19 favorece la expresion de conductas
reproductivas (Capitulo IV). Ademas, de las 34 isoformas P450 descritas en peces solo
en la fase embrionaria se expresa el 35%, mientras que en el higado de peces adultos
se expresa el 79% (Capitulo IV). Actualmente, hay un mayor interés en la descripcion
de los mecanismos involucrados en la embriotoxicidad de contaminantes. En este
sentido, G. multiradiatus tiene la ventaja de ser una especie vivipara, en donde la
relacion que se establece entre la madre y los embriones asemeja la reproduccion de
los mamiferos, y por su tamano y facil mantenimiento en cautiverio pudiera ser un
modelo para evaluar los efectos de contaminantes en el desarrollo embrionario. Lo
anterior siempre y cuando no comprometa la conservacion de la especie en la

naturaleza.

Los caracteres sexuales secundarios en las especies dimoérficas y conductas de
cortejo (expresados tipicamente por los machos) permiten generar la competencia por
pareja (Darwin 1871). Una posible razon por la que los ornamentos evolucionan es que
al imponer costos en los organismos portadores (Kotiaho 2001) pueden reflejar la
calidad (o condicion) de los individuos y por tanto la seleccion podria actuar por
mecanismos de preferencia por el caracter (revision de Andersson & Simmons 2006).
En G. multiradiatus los atributos sexuales en los machos estan exacerbados en
comparacion con sus especies hermanas (Macias Garcia 1994). Este trabajo de tesis se
planteod bajo el supuesto de que los factores de estrés como la contaminacion pueden
incrementar los costos de producir, exhibir y mantener los atributos sexuales en el pez
amarillo. Debido a las restricciones en cuanto al disefnio experimental, el tamano de
muestra para el experimento fue bajo, pero suficiente para obtener resultados con los

cuales contestar la pregunta central de este estudio. Los datos del capitulo V
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mostraron que los descendientes (hembras y machos) de las hembras gravidas
expuestas a 0.005 ng/g alcanzaron tallas menores a la edad reproductiva en
comparacion con sus medios hermanos controles, lo que muestra que el MeP produjo
un efecto en el crecimiento de los organismos que podria estar relacionado con
posibles efectos en la glandula tiroides (Yadav & Singh 1987; Brown et al., 2004).
Ademas, el efecto sobre las aletas fue marcado en los machos (sexo que presenta el
ornamento), lo que indica que el rasgo sexualmente seleccionado de los machos fue
afectado por la exposicion a MeP y por tanto este resultado supone que la produccion
del ornamento es costosa. Al estimar la heredabilidad (h?) del ornamento (e.i. aletas
ornamentadas) entre los machos descendientes (expuestos y controles) y sus padres
encontré que la pendiente de la regresion en el grupo control demuestra que este
atributo esta ligado al sexo (h?= 2m= 1.13+0.096). Sin embargo, este efecto se pierde
en el grupo de medios hermanos expuestos a MeP, lo que refuerza la idea de que el
ornamento es probablemente un indicador de la condicion pasada de los individuos

(Capitulo V).

En cuanto a la coloracion fue evidente que hembras y machos difieren en la
intensidad del color medido como indices de saturacion del croma total (Ch) y croma
amarillo (Cy), rojo (Cr) y ultravioleta (Cuv; Capitulo V). Las aletas ornamentadas de los
machos expuestos mostraron que los indices de color en las longitudes de onda de los
carotenos son menores que en sus medios hermanos controles. De igual modo, los
indices de color corporal en las hembras fueron afectados. Los resultados anteriores
muestran que la exposicion a MeP durante el desarrollo embrionario produjo efectos
en organos involucrados en la sintesis o absorcion de pigmentos que fueron evidentes
hasta la edad adulta cuando los ornamentos (aletas dimorficas) se expresan. En
general los resultados antes descritos contribuyen con un aspecto de los efectos de
contaminantes ambientales como el MeP en peces ornamentados que no se habia
documentado hasta ahora. Sélo Monteiro et al. (2006) habian reportado, de manera
anecdotica, la baja intensidad del color amarillo en el Brycon cephalus expuesto a 2
ug/ml de MeP por 96 horas en agua, pero estos autores no discutieron sobre cuales
podrian ser las implicaciones de esta observacion o si este efecto podria tener algun

significado en la condicion de los peces.
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En cuanto a los resultados de las pruebas conductuales, éstos mostraron que
los machos expuestos a MeP desplegaron conductas de cortejo energéticamente menos
demandantes y que las hembras sesgaron su preferencia hacia los machos control al
incrementar los intentos de cépulas, siendo incluso las hembras expuestas mas
selectivas (Capitulo V). Lo anterior indica por un lado que la exposicion a MeP causo
efectos (dano en higado o sistema neuromotor) que limitaron los despliegues de
conductas de cortejo activas en los machos y por el otro que el MeP no repercutio en la
preferencia de las hembras. En consecuencia los resultados del capitulo V muestran
dos aspectos importantes: por un lado, los machos expuestos a MeP estan en franca
desventaja con respecto a sus medios hermanos controles porque éstos son menos
preferidos por las hembras, y por el otro, aunque las hembras expuestas son mas
selectivas, éstas al presentar tallas menores pudieran ser menos fecundas o menos
atractivas para los machos debido a que en peces y en particular en G. multiradiatus la
fecundidad correlaciona con el tamano (Magurran & Macias Garcia 2000; Macias
Garcia & Saborio 2004). La fecundidad o atractividad de este tipo de hembras
expuestas a MeP es un aspecto que debera tomarse en cuenta en subsecuentes

estudios.

El tamano y el color, en ciertas especies son atributos sexualmente
seleccionados que pueden reflejar la condicion de los individuos (Bounduriansky
2007). De acuerdo con los resultados antes descritos, la condicion (o calidad) de los
peces expuestos a MeP fue afectada y ésta se reflejo en la expresion de los ornamentos
y en el despliegue de conductas de cortejo. Por tanto, este estudio apoya fuertemente
una de las predicciones clave en el modelo de hdndicap; la expresion de ornamentos
sexuales es dependiente de la condicion (Pomiankowski & Iwasa 1998; [wasa &
Pomiankowski 1999). Ademas, este trabajo muestra que la exposicion subletal a MeP
produce machos poco atractivos y potencialmente puede reducir la proporcion
operacional de sexos. Lo anterior pudiera tener implicaciones en el tamano efectivo de
las poblaciones (numero de individuos que realmente se reproducen), y en
consecuencia afectar la viabilidad de las poblaciones expuestas, acelerando asi los
procesos de extincion. Lo anterior es un punto critico considerando que ciertos
goodeidos (e.g. Ameca splendens y Zoogoneticus tequila) se encuentran en un serio

peligro de extincion (Bailey et al., 2007).
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Con los resultados de este estudio y con la evidencia de los efectos toxicos del
MeP en otras especies de peces a continuacion presento un diagrama en donde integro
los posibles mecanismos que subyacen los efectos del MeP sobre la expresion de los
atributos sexuales y las conductas reproductivas (Fig. VI.1). La exposicion a MeP
durante el desarrollo probablemente produjo alteraciones en el funcionamiento de
organos como la glandula tiroides, el higado, el intestino (Yadav et al., 1987; Ghosh et
al., 1989; Fanta et al., 2003; Brown et al., 2004) e incluso en la trofotenia (efecto que
debera ser probado). Estos danos en el funcionamiento de 6rganos blanco pudieron
generarse por dano oxidativo (Drégue 2001; Monteiro et al., 2006) o por la
intercalacion de MeP entre los grupos polares de los fosfolipidos en las membranas
celulares (Videria et al., 2001). Los efectos del MeP durante el desarrollo embrionario
pudieron trascender hasta la edad reproductiva y provocar un funcionamiento
deficiente en la asimilacion de nutrientes que repercutio en el crecimiento de los
organismos y en particular en las aletas ornamentadas de los machos. De igual modo,
a través de la alteracion en la funcion hepatica (Castillo et al., 2002; Fanta et al., 2003;
Chon et al., 2005) se puede explicar por qué los machos expuestos tienden a desplegar
conductas de cortejo energéticamente menos demandantes y por qué tanto hembras
como machos presentaron indices menores de saturacion de color. Los pigmentos lipo-
proteicos (e.g. carotenoides ; Bertrand et al., 2006; McGraw 2006) se obtienen a través
de la dieta y requieren del metabolismo para ser transformados como factores
antioxidantes o para ser enviados a los sitios de almacenamiento (e.g. piel, gonadas;
Grether et al., 2008), en donde cumplen, en ciertas estructuras, funciones en la
expresion de ornamentos. Los bajos indices de saturacion de color en los ornamentos
de los machos y en las estructuras corporales de las hembras expuestas podrian estar
indicando deficiencias metabodlicas como una consecuencia de la exposicion a MeP
durante la ontogénesis. En el caso de las hembras expuestas, en éstas probablemente
se desencadenaron en la edad adulta mecanismos de compensacion conductual que
explicarian por qué fueron mas selectivas hacia machos controles. Este resultado en
particular coincide con el trabajo de Grether et al. (2005), quienes observaron que las
hembras de guppies (Poecilia reticultata) con dietas pobres en pigmentos carotenoides
compensan sus deficiencias apareandose con macho cuyos ornamentos reflejan una

dieta rica en carotenos o niveles altos de carotenoides. En conclusion, con este estudio
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demuestro que los contaminantes como el metil paratiéon atiin a concentraciones
subletales producen efectos negativos en la reproduccion de G. multiradiatus, lo que
podria tener implicaciones negativas a nivel poblacional. Finalmente, es importante
senalar que las poblaciones no se encuentran expuestas a contaminantes aislados en
la naturaleza, sino que sobreviven en presencia de mezclas complejas de
contaminantes que pueden tener efectos sinérgicos o antagonicos en los individuos en

combinacion con otros factores de estrés tanto naturales como antropogénicos.

-93-



Exposicion a metil paration durante el desarrollo embrionario y sus consecuencias
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Figura VI.1. Integracion de los posibles mecanismos involucrados en los efectos del metil paration sobre el desemperfio sexual de G.

multiradiatus. Las lineas solidas representan efectos toxicos y las lineas punteadas procesos de desintoxicacion o eliminacion

(referencias en el texto). (*) Actualmente se desconocen los efectos del insecticida sobre el tejido trofoténico. Hormonas tiroideas

(T4; T3) .
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VI.1 Futuros trabajos

Estudios futuros deberan estar encaminados a evaluar las implicaciones de
exposiciones continuas de contaminantes como MeP en poblaciones de G.
multiradiatus tanto en cautiverio como en campo. De los resultados que se obtengan
deberan tomarse medidas para reducir el riesgo en las poblaciones expuestas a
contaminantes. Ademas, se debera continuar con la evaluacion de mas compuestos
quimicos para validar a G. multiradiatus como un posible biomonitor local y a la
coloracion de los ornamentos como un posible biomarcador no invasivo de exposicion.
Lo anterior seria de utilidad en los programas de monitoreo ambiental y de
remediacion en zonas donde se distribuye esta especie. Ademas, se debera continuar
con los estudios que determinen cuales son los factores que participan en las
diferencias metabdlicas entre organismos en estados tempranos de desarrollo y
adultos. Finalmente, se debera continuar con la determinacion de los efectos de
compuestos antropogénicos en los atributos sexuales y sus implicaciones sobre la

adecuacion de los organismos.
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APENDICE 1

USO DE PLAGUICIDAS EN LA CUENCA LERMA-CHAPALA

Al.1 Introduccion

La cuenca Lerma-Chapala se encuentra en la zona centro de la Republica Mexicana,
tiene una extension de 53,591 km?2 y un gradiente altitudinal de los 4690 a los 1600
msnm. La cuenca esta dividida en tres regiones hidrolégicas; Alto, Medio y Bajo Lerma
(INE 2003). Estas regiones abarcan los estados de México, Querétaro, Guanajuato,
Michoacan y Jalisco. Segun el Compendio Nacional de la Secretaria del Medio Ambiente y
Recursos Naturales (SEMARNAT 2004), la cuenca registré en 2000 una disponibilidad de
agua de 39,479 hms3, de escurrimiento superficial virgen de 32,370 hm3 y de recarga de
los acuiferos de 7,109 hm3. Lerma-Chapala es una zona con alta riqueza de endemismos
tanto de flora como de fauna (Arriaga et al., 2000). Al mismo tiempo, también es
importante por la produccion agricola y pecuaria, y es la mas densamente poblada del
pais, comprendiendo el 38% de la poblacion y el 15 % de los municipios del pais (INEGI
2003). Lo anterior produce en la cuenca una presion fuerte sobre sus recursos hidricos
que ascienden a los 9,032Mm? anuales. De la cantidad de agua de la region Lerma-
Chapala, el 73% se utiliza iinicamente para la actividad agricola, lo que representa poco
mas del 53% de la cobertura total de la cuenca (INEGI 2003; Tabla Al.1). Los cultivos
que predominan son de riego y humedad, de temporal y plantacion forestal. De éstos
tres, el cultivo de temporal es el mas comun (INEGI 2003). Los principales cultivos son de

maiz, sorgo, trigo y en menor medida, papa, alfalfa y arroz (http://www.redagua-

Isp.org.mx/esp01/cuenca/cuenca.htm).

Como resultado de la precaria planeacion en el desarrollo de los asentamientos
humanos, los problemas politicos y de gobierno, la explotacion de agua, la actividad
industrial, la ganaderia y la agricultura, en la cuenca se ha acelerado en los ultimos 50
anos el cambio de uso de suelo y con ello el deterioro ambiental (Caire 2004). Por
ejemplo, entre 1976 y 2000 la cobertura de area boscosa cambio de 5,162.50 km?2 a
3,600.30 km?2, lo que represento una tasa de cambio de -0.015 (INE 2003). De igual
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modo, se produjo una reduccion de de la cobertura de los cuerpos de agua (96.38 km?2),
debido a los proceso de desecacion (INE 2003). Las coberturas que aumentaron fueron
las zonas de cultivos y pastizales (INE 2003). Dado que en la actividad agricola se usa
una gran variedad de agroquimicos, el objetivo de este estudio fue hacer una revision de
los informes del gobierno en cuanto a los niveles de plaguicidas y su impacto en los
cuerpos de agua de la cuenca Lerma-Chapala, principal zona de distribucion del pez

amarillo Girardinchthys multiradiatus.

AI.2 Diagnostico de la cuenca en relacion con la calidad de agua

La Gerencia de Saneamiento y Calidad de Agua SGT de la Comision Nacional de
Agua (CNA) reporto en 2002 con base en la Demanda Quimica de Oxigeno (DQOs), que el
51.2% de las estaciones de monitoreo de la Cuenca Lerma-Santiago-Pacifico presentaron
buena calidad de agua (rango: >20mg/1 <100 mg/L DQO) y so6lo el 1.2% de las estaciones
se encontraban fuertemente contaminadas (rango: >1000 mg/L; INE 2003). El cuerpo de
agua mas contaminado en la cuenca segun el reporte del Instituto Nacional de Ecologia
(2003) fue el Rio Turbio con niveles de DQO en el rango de 250 a 500 mg/L. Por parte de
la Gerencia Regional Lerma-Santiago-Pacifico, ésta determiné 69 cuerpos de agua en la
region y los clasificé en aptos o no aptos para el abastecimiento publico, recreacion, vida
acuatica, industrial y agricola. El diagnostico mostro que para el abastecimiento publico
el 36% es apto, el 42% no es apto y en un 21% no hay datos, para la vida acuatica el
39% es apto, el 39% no es apto, y del 21% no hay datos, y para uso industrial y agricola

el 72% es apto, el 7.2% no es apto y del 20% no hay datos (Tabla A1.2).

En el informe general de 1995 de la Comision Nacional para el Conocimiento y Uso
de la Biodiversidad (CONABIO) se dictaminé que los agroquimicos son los principales
causantes del deterioro de la calidad de agua del Lerma. Al analizar los datos que reporto
INEGI (2004) en cuanto las hectareas de cultivo y el uso de agroquimicos en el periodo
comprendido de 1997 a 2001, se observa una correlacion positiva (r2=0.91, t=1110,
P<0.05) entre el incremento de campos de cultivo (tasa anual de 0.11) y de plaguicidas
(tasa anual de 0.14; Fig.A1.1). Aunque se ha observado una disminucion en la aplicacion
de fertilizantes nitrogenados y fosfatados entre 1997 y 2001, el uso de plaguicidas y en

particular de insecticidas ha ido en aumento (Fig. A1.2; INEGI 2003). Por lo anterior, se
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puede deducir que la cuenca enfrenta serios problemas ambientales a causa de la
contaminacion por agroquimicos, particularmente de plaguicidas, lo cual coincide con el

informe general de CONABIO 1995.

AI.3 Uso de plaguicidas en la cuenca

La incorporacion de solidos suspendidos en los cuerpos de agua por la erosion del
suelo, los asentamientos humanos y los productos agroquimicos de los cultivos ha ido en
aumento en la cuenca del Lerma (INE 2003). A finales de 1970 la cuenca recibia
descargas de 7.5 millones de habitantes, de las que el 33.85% provenian de la industria
de productos quimicos y del 33.81% de los asentamientos humanos (Vizcaino 1975).
Actualmente la cuenca recibe la descarga de aguas residuales de las industrias quimicas,
petroquimicas, agroindustriales y de 20 millones de habitantes, por lo que el deterioro en
la calidad de agua es evidente (Tabla AI.3). Los informes de SEMARNAT muestran que las
bacterias, la materia organica (i.e. grasas, aceites, detergentes), mezclas de aguas
industriales, metales pesados, sales organicas y diversos plaguicidas usados en cultivos
de trigo, cebada, maiz, arroz, algodon, flores y plantas de ornato y tabaco son los
contaminantes mas comunes en la cuenca

(http:/ /www.semarnat.gob.mx/regiones/chapala/problematica.shtml). Sin embargo, los

informes no especifican cuales son los tipos de plaguicidas que se usan en la cuenca y
cuales son los riesgos ambientales que se corren. En México se cuenta con un listado de
plaguicidas que estan autorizados (CICLOPLAFEST 1998). De estos 68 se sabe que
pueden causar cancer en humanos, 21 alteran el desarrollo embrionario y causan danos
reproductivos, 33 son disruptores endocrinos, 21 pueden debilitar el sistema inmune y
50 estan relacionados con problemas de infertilidad masculina (RAPAM 2004). La Red de
Investigadores del Agua de la Region Lerma-Chapala-Santiago ha informado que en el
Medio y Bajo Lerma los contaminantes principales son los plaguicidas organoclorados.
Entre los tramos mas criticos por las concentraciones de plaguicidas se encuentran los
cuerpos de agua de Merkazusa y La Piedad. Ademas, esta Red de Investigadores ha
reportado que en los rios Turbio, Guanajuanto y Duero también se han detectado altos
niveles de toxicos, sin precisar cuales son éstos. En las regiones de la cuenca que

comprenden los estados de Querétaro y Guanajuato se han reportado altas
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concentraciones de metales pesados como zinc y cadmio (SEMARNAT 2005). En el lago
de Chapala también se han detectado altos niveles de organoclorados. Los datos
muestran que el lago se encuentra altamente contaminado en un 51%, moderadamente
contaminado en un 41% y solo el 8% de agua superficial esta considerado como
aceptable. De acuerdo con un informe de la Asociacion Amigos del Lago A.C., en el lago
de Chapala se detectaron concentraciones de DDT (de 100 a 350 png/Kg) y de
Hexaclorohexano (de 500 a 3000 pg/kg). En otros reportes se han mencionado altas
concentraciones de fosforo y fosfatos en el lago de Chapala (Anda et al., 2001). Hansen &
Afferden (2001) reportaron ademas la presencia de plaguicidas como el aldrin, dieldrin,
heptaclor epoxico, hexaclorobenceno y lindano, asi como DDT y sus metabolitos p,p’-
DDE, p.p-DDD en la Presa Solis, Salamanca, Rio Turbio y La Piedad. Asimismo, hay
datos de niveles de metales pesados en el lago de Chapala, en el rio La Piedad y el rio
Guanajuato. En cuanto al monitoreo de plaguicidas en la cuenca destaca el seguimiento
que se le ha dado a la presa Ignacio Ramirez en la region del Alto Lerma (Tabla A1.4).
Ademas, Arellano-Aguilar & Macias Garcia (2008) reportaron concentraciones altas de

metil paration en las Presas Salazar y San Juanico del Estado de México (ver Capitulo II).

Al.4 Conclusion

En la cuenca del Lerma la urbanizacion, industrializacion, construccion de presas y la
agricultura han ocasionado la reduccion en el flujo de agua y la contaminacion por
sustancias toxicas, lo que afecta la calidad del agua y a sus ecosistemas (Bueno et al.,
1996; Hansen & Arffenden 2001). México cuenta con 506 especies de peces continentales
y de éstas el 32% son especies endémicas (Miller 2005), por lo que es alarmante que el
mayor sistema hidrologico del pais, la cuenca Lerma-Chapala, se encuentre amenazado
por la degradacion ambiental. Los informes muestran que la concentracion de
plaguicidas en la cuenca va en aumento y que a pesar de los esfuerzos para reducir la
contaminacion no se ha revertido esta tendencia, por lo que los efectos sobre los
ecosistemas de la cuenca se van agravando. Pese a que algunos datos muestran que los
niveles de plaguicidas en los cuerpos de agua estan en niveles por debajo de los
permitidos, se desconoce si estos niveles son un riesgo para las especies endémicas. Por

otro lado, los inventarios de los plaguicidas que se utilizan en la zona son escasos 0 no se
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han realizado por lo que se desconoce la situacion y manejo de estas sustancias incluso a
nivel nacional. Es importante elaborar el inventario de plaguicidas utilizados en la
cuenca, asi como determinar el modo y la frecuencia con que se aplican estos
agroquimicos. También, se requiere de programas de monitoreo que determinen las
concentraciones de los plaguicidas y sus efectos sobre la biota para alertar posibles

riesgos sobre los ecosistemas y la salud humana.
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Figura Al.1. Incremento en las toneladas usadas de plaguicidas en relacion al incremento de area de
cultivo en el periodo de 1997 a 2001. Fuente: INEGI 2004.
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Figura Al.2. Cantidad de agroquimicos usados en el periodo de 1997 a 2002 en la cuenca
Lerma-Chapala. La figura esta dividida por fertilizantes (nitrogenados o fosfatados) e

insecticidas y plaguicidas. Fuente: INEGI 2003.
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TABLAS

Tabla Al.1. Usos del agua de la Cuenca Lerma-Chapala

Subcuenca  Municipal Agricola Pecuario Industrial Total de

abastecimiento
Alto Lerma 562.99 877.80 60.12 117.67 2,170.30
Medio Lerma 387.48 4.380.40 165.95 127.19 5,079.53
Bajo Lerma  313.73 1,348.50 87.21 32.74 1,782.18
Total 1,264.20 6,606.70 313.28 277.60 9,032.01

Los datos estan expresados en Mm3: Fuente: Inf Lerma, N12 mayo 1998. Boletin del Centro de
Informacién de la Cuenca Lerma-Chapala. http://136.142.158.105/LASAA98 /VargasVelazquez.pdf.

Tabla A1.2. Calificacion de las regiones hidricas comprendidas en la Cuenca Lerma- Santiago-Pacifico.

Regiones Cuerpos  Abastecimiento Recreacion Pesca y vida acuatica Industrial y agricola
De agua Publico
Apto No S/D Apto No S/D Apto Noapto S/D Apto No S/D
(%) Apto (%) (%) Apto (%) (%) (%) (%) (%)  Apto (%)
(%) (%0) (%)
Lerma- 69 36 42 21 39 39 21 39 39 21 72 7.2 20
Santiago
Huicicila 1 100 0 0 100 O 0 0 100 0] 100 O 0
Ameca 7 0 57 42 0 57 42 14 42 42 57 0 42
Costa de 7 28 0 71 14 0 85 1 0 0 1 0 0
Jalisco
Armeria de 8 62.5 25 O 50 37.5 O 50 37.5 0 875 O 0
Coahuayana
Costa de 1 SD SD O SD SD 0 SD SD 0 SD SD 0
Michoacan
SD; sin dato
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Tabla A1.3. Descargas de los principales municipios y parques industriales de la cuenca (tomando de
http://www.semarnat.gob.mx/regiones/chapala/problematica.shtml).

Subcuencas Descarga de agua residuales e industriales Calidad del agua

Alto Lerma Parques industriales: Santiago Tianguistengo y Fuertemente contaminado
Lerma-Toluca
Municipales: Toluca, Lerma, Atlacomulco y
pequenos poblados del Estado de México.

Medio Lerma Industriales: Querétaro, Celaya, Irapuato y Fuertemente contaminado
Salamanca.
Municipales: Villa corregidora, Cortazar y
Villagran

Bajo Lerma Municipales: Leon, Abasolo, Pénjamo, La Piedad Contaminado

y La Barca

Tabla Al.4. Niveles de plaguicidas detectados en la presa Ignacio Ramirez region del Alto Lerma.

Compuesto quimico Concentracion (mg/L) Referencia

Metil paration 0.00005 - 0.0001 De La Vega Salazar et al., 1997

Metil paration 0.0002 - 0.00035 Favari et al., 2002

Malation 0.000024 - 0.00013 Favari et al., 2002

Aldrin 0.016 - 0.024 Favari et al., 2002

Dieldrin 0.067 -0.27 Favari et al., 2002

Endrin 0.06 -0.17 Favari et al., 2002

Metil paration No detectado Arellano-Aguilar & Macias Garcia 2008
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APENDICE 2

Regiones de los registros morfologicas y colorimétricos

A) Medidas corporales., 1) profundidad del cuerpo, 2) longitud total, 3-6) dimensiones
de las aletas, A y B) diametros de ojo y pupila, C) longitud de aleta caudal, D)
pedunculo.

B) Zonas corporales donde se midieron los porcentajes de reflectancia (360-740 nm).
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APENDICE 3

Diseno de los acuarios para las pruebas de conducta

Cortejo
Habituacion 6\ 24:00 h
Aclimatacion Q 00:05’

Habituacioén a la bolsa 9 00:05’

REGISTRO 00:15’

Eleccion de pareja

Habituacion 9 24:00 h
Aclimatacion 6\ 00:05’
Habituacion a la caja 6\ 00:05’

REGISTRO 00:20°

Bomba
de aire

(=

i

3

™

Zona de registro

N

5cm Acetato
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APENDICE 4

Acuarios de Exposicion

i 3

-

Foto: Arellano-Aguilar

Acuarios de Mantenimiento
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