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RESUMEN

Investigaciones a nivel mundial han sefialado que el declive poblacional de anfibios es
causado por varios factores entre los que se encuentra la contaminacion quimica. En México, existen
pocos estudios sobre el efecto de la contaminacion en el desarrollo y la supervivencia de los anfibios.
Los objetivos del presente estudio fueron identificar y analizar el efecto de diferentes concentraciones
de compuestos nitrogenados (amonio, nitrito y nitrato), en un medio artificial, en el desarrollo del
ajolote Ambystoma mexicanum. Este efecto se evalu6 en funcidn de las malformaciones, del

desarrollo incompleto, y del tamafio corporal pequefio, asi como de la mortalidad.

Los resultados obtenidos demuestran que los individuos de A. mexicanum presentaron desarrollo
incompleto y edemas en los estadios 0 al 43 (estadios embrionarios), curvamiento de cola y espina
dorsal y ausencia de cola en el estadio 44 (organismos recién eclosionados). De éstos efectos, solo el
desarrollo incompleto y el curvamiento de cola y espina dorsal tuvieron una frecuencia estadisticamente
significativa.

Se comprob6 que las concentraciones de los compuestos nitrogenados utilizadas no afectaron el
crecimiento de los organismos en el estadio 44, es decir que los organismos que sobreviven no son
significamente de menor tamafio que los del lote control. Con respecto a la toxicidad de los
contaminantes se concluyo que el compuesto nitrogenado que afecté mas a la supervivencia y desarrollo
de A. mexicanum fue el amonio, seguido del nitrito y nitrato, y que a partir de una concentracion de 0.20
mg/l de amonio, 0.25mg/l de nitrito y de 4 mg/l de nitrato, la supervivencia de los organismos
disminuyo mas de 80%.




ABSTRACT

Several investigations worldwide indicate that amphibian declines are caused by several factors,
one of them being chemical pollution. In Mexico very little has been done in this area of research. The
main objectives of this work were to identify and analyze the effect that water pollution in the form of
ammonium, nitrite and nitrate (in different concentrations) has on the development of Ambystoma
mexicanum. The effect of these pollulants was evaluated in terms of the morphological malformations,

incomplete development, size at hatching and mortality.

The results showed that individuals of Ambystoma mexicanum showed incomplete development
and edema in stages 0 to 43 (embryonic stages), curling of the tail and spine, and absence of tail at stage
44 (newly hatched organisms). Of these effects, only the incomplete development and curling tail and
spine had a statistically significant frequency.

Results also show that size at hatching is not affected by these chemicals, so those embryos that
hatched were not significantly smaller than those from control experiments. With regard to the toxicity
of compounds, ammonium was the chemical that affected the most the survival and development of A.
mexicanum, followed by nitrate and nitrite. Survival of organisms decreased in more than 80% when

exposed to concentrations of 0.20 mg / | of ammonia, 0.25mg / | of nitrite and 4 mg / | of nitrate.




INTRODUCCION

A principios de la década de los ochentas, cientificos de diversas partes del mundo notaron una
disminucion y extincion de algunas poblaciones de anfibios (Storfer, 2003). Fue en el afio de 1989
durante el primer congreso mundial de herpetologia, donde se presentaron datos oficiales de
disminuciones drasticas de anfibios en varias localidades del mundo, lo cual sugeria la posibilidad de un
patron global; sin embargo, las causas y mecanismos que provocaban este fendmeno eran desconocidas
(Collins y Storfer, 2003).

Los factores que se han identificado como causantes del declive de los anfibios del mundo, son de
diferente indole como: 1) la alteracion, destruccion y fragmentacion del habitat, 2) la introduccién de
especies exoticas, 3) la sobreexplotacion, 4) las enfermedades infecciosas, 5) el cambio climatico global,
6) la contaminacion quimica, 7) la radiacion UV-B, 8) las malformaciones y los posibles sinergismos
entre multiples factores (Blaustein y Johnson, 2003a; Carey y Alexander, 2003; Collins y Storfer, 2003 y
Daszak et al., 2003).

1) La alteracion, destruccion y fragmentacion del habitat son los factores mas obvios que
contribuyen a la declinacién de estos organismos (Blaustein y Kiesecker, 2002; Ramirez-Bautista et al.,
2009). Esto se debe a que los anfibios son altamente sensibles a los cambios de temperatura y humedad
provocados por la alteracion en la vegetacion. Petranka et al. (1993), evaluaron el impacto de la
destruccion del habitat en poblaciones de salamandras; encontrando una menor riqueza y abundancia en

6 claros de los Montes Apalaches.

2) La introduccidn de especies exoticas tiene un impacto fuerte en las poblaciones naturales de
anfibios, ya que éstas compiten por alimento, introducen enfermedades o depredan a los anfibios de la
region. Un ejemplo de esto lo reportan Bradford et al. (1994) para la Sierra Nevada de California en los
Estados Unidos, en donde las poblaciones de Rana muscosa declinaron o desaparecieron en corto tiempo
(10 afios) después de la introduccion de peces del género Oncorhynchus.

3) El efecto de la sobreexplotacion de anfibios para uso doméstico, alimentario y medicinal es
poco conocido, pero se infiere que puede ser significativo (Collins y Storfer, 2003). Por ejemplo, Huacuz
(2002) report6 una captura inmoderada de la especie Ambystoma dumerilii, provocada por la gran




demanda comercial de la especie. Huacuz reporta una captura de casi 200,000 organismos entre 1987 y
el afio 2000, lo cual ha causado una disminucion poblacional drastica de la especie de una densidad de
1.1 org/ ha a la que se encontro en el afio 2000 la cual fue de tan solo 0.006 org/ ha.

4) Existen elementos bibticos, como virus, bacterias, parasitos, protozoarios, oomicetes y hongos,
que provocan enfermedades, mortalidad y dafio subletal en los anfibios (Blaustein y Kiesecker, 2002).
Actualmente se les considera a estas enfermedades infecciosas como una causa directa de la declinacion
de algunas poblaciones de anfibios, debido a que estos padecimientos infecciosos pueden aparecer
stbitamente en la poblacion, incrementando rapidamente su incidencia y virulencia en un amplio rango
geografico (Carey y Alexander, 2003). Un ejemplo es la quitridiomicosis, enfermedad ocasionada por el
hongo Batrachochytrium dendrobatidis, que ha sido encontrado en casi todo el mundo (Australia,
Europa, Centro y Norteamérica), y se ha comprobado que ha causado declive de muchas especies de
anfibios (Collins y Storfer, 2003 y Daszak et al., 2003).

5) El cambio climatico global ha ocasionado la modificacion de los patrones de precipitacion y
temperatura, lo cual afecta la reproduccion y fenologia de algunas poblaciones de anfibios (Pounds et al.,
1999; Blaustein y Kiesecker, 2002 y Carey y Alexander, 2003). Existen varios estudios donde se ha
detectado la correlacidn entre factores climaticos y declinacion de anfibios. Un ejemplo de esto es el
caso de Eleutherodactylus coqui y otras especies de Puerto Rico, que tuvieron un declive dramatico en
1983 correlacionada con el incremento en el namero de dias con menos de 3 mm de precipitacion media
anual (Stewart, 1995).

6) Se ha observado que la contaminacién quimica puede causar mortalidad en los anfibios, ya que
afecta su conducta, reduce sus tasas de crecimiento o induce inmunosupresion (Alford y Richard, 1999;
Blaustein y Kiesecker, 2002). La amplia variedad de contaminantes que afectan las poblaciones de los
anfibios se puede resumir en pesticidas (muchos de ellos han sido confeccionados a base de nitr6geno),
fungicidas, herbicidas y metales pesados (Blaustein et al., 2003). Recientemente se han registrado varios
casos de declinacion a causa de contaminacion; por ejemplo, Kirk (1998) document6 que el DDT
rociado en algunos bosques de Oreg6n podria haber ocasionado mortalidad en una poblacion de Rana
pretiosa.

7) En los altimos afos la radiacion solar que llega a la superficie terrestre se ha incrementado
debido a la disminucion de la capa de ozono. Esta radiacion esté dividida en varios espectros de luz

(infrarroja, blanca y ultravioleta), los cuales se definen por su longitud de onda, medida en nanémetros
4




(nm). La radiacién que causa mayor dafio es la ultravioleta (UV) que se clasifica en tres tipos, UV-A
(315-400 nm), UV-B (280-315 nm) y UV-C (200-280 nm). Se ha observado que de los tres tipos, la
radiacion UV-B es la que ocasiona mas dafio a los anfibios, ya que provoca problemas como: una tasa
lenta de crecimiento, muerte celular, mutaciones y disfuncidn del sistema inmune, los cuales a su vez
resultan en la presencia de malformaciones e incremento de mortalidad de embriones (Blaustein et al.,
2003). Blaustein et al. (2003) reportaron una baja frecuencia de eclosion en la salamandra Ambystoma
macrodactylum (14.5%) cuando los embriones se someten a radiacién UV-B. Los autores también han
reportado que el incremento en la radiaciéon UV-B ha afectado a mas de 40 especies de anfibios (ranas y

salamandras).

8) El tema de las malformaciones en anfibios es complejo porque esta asociado con la calidad del
agua, fisiologia, desarrollo, ecologia y anatomia de estos organismos, esto Gltimo debido a que la piel de
estos organismos es lisa y permeable, ademas de que sus huevos s6lo estan cubiertos por envolturas
gelatinosas, lo que podria hacerlos mas susceptibles a contaminantes quimicos y asi ocasionarles
anormalidades (Casas-Andreu y Aguilar-Miguel, 1997). En la ultima década ha existido un incremento
en la aparicién de malformaciones en anfibios, tanto que en mas de 60 especies se han observado estas
anomalias (Blaustein y Johnson, 2003) y en algunos casos hasta un 80% de los individuos ha exhibido
algun tipo de malformacion (Blaustein et al., 2003). De acuerdo con Blaustein y Johnson (2003 a y b),
los anfibios que sufren malformaciones tienen desventajas, ya que no pueden escapar de sus
depredadores, y tampoco se alimentan de manera eficiente, lo cual podria llevar a toda una poblacién a la
extincion.

Recientemente diversos trabajos han reportado la existencia de un factor causante de
malformaciones en anfibios que no habia sido tomado en cuenta. Esta es la contaminacion del ambiente
por nitrégeno en forma de amonio, nitrato y nitrito (Marco et al., 1999; Schuytema y Nebeker, 1999;
Ortiz et al., 2004 y Romansic et al., 2006). Aunque es cierto que el nitrdgeno se encuentra en los cuerpos
de agua de manera natural, éste elemento tiene distintos origenes. Por ejemplo, el nitrégeno amoniacal
que existe en aguas profundas generado por la reaccién que producen las bacterias autétrofas al reducir
los nitratos (NOs) a amonio, por otro lado los animales muertos al degradarse producen nitrégeno
amoniacal (Blanco, 1995). Sin embargo un exceso de amonio, nitrato o nitrito puede provenir también
por el uso indiscriminado de insecticidas y fertilizantes ademas del vertimiento de basura organica e

inorgénica (De la Rosa, 2006).




Lo cuerpos de agua en areas urbanas son especialmente susceptibles a acumular contaminantes de
diversas fuentes. Por ejemplo en el Lago de Xochimilco los habitantes 1) han vertido sus aguas
residuales a los canales,2) han usado fertilizantes (la mayoria hechos a base de nitrégeno) para el cultivo
en las chinampas sin una asesoria adecuada y 3) han propiciado una alta concentracién de materia
organica en descomposicion; por el cultivo de especies no nativas como el lirio acuatico Eichhornia

crassipes y los peces Oerochromis niloticus y Cyprinus carpio (De la Rosa, 2006).

Los organismos de A. mexicanum habitando su medio natural estan siendo expuestos a una alta
contaminacién de nitrogeno (Zambrano et al. 2007). Estudios recientes sefialan que ademas de la
contaminacion del lago de Xochilmilco, la reduccion del Lago y a la presencia de especies invasoras ha
contribuido a que actualmente la poblacién este reducida a 0.0012 organismos por metro cuadrado, con
la posibilidad de extinguirse en 15 afios.

El presente trabajo tiene como objetivo principal determinar el dafio que provocan ciertas
concentraciones de compuestos nitrogenados a la supervivencia y desarrollo de organismos de el ajolote

de Xochimilco (Ambystoma mexicanum) en los primeros estadios de vida.




ANTECEDENTES

Efectos de la contaminacién por nitrogeno en anfibios

La toxicidad del nitrogeno es debida a que los nitratos se convierten en nitritos y éstos oxidan el
hierro de la hemoglobina convirtiendo a ésta en methemoglobina, la cual tiene muy poca afinidad por la
molécula de oxigeno y por tanto, disminuye su transporte en los vasos sanguineos (Ryczel, 2006).
Asimismo, se ha documentado que el nitrégeno en grandes cantidades es cancerigeno y una vez que éste
entra en el cuerpo puede permanecer en los pulmones, exhalarse 0 moverse en la sangre, sistema digestivo
o piel (INFRA, 2007).

El efecto por exposicion a compuestos nitrogenados en embriones y larvas de anfibios ha sido
documentado para varias especies (Buttner y Nace, 1984; Marco et al., 1999; Marco y Blaustein, 1999;
Schuytema y Nebeker, 1999; Hatch y Blaustein, 2003; Ortiz et al., 2004 y Romansic et al., 2006) y en
general los resultados observados han sido: incremento en tasa de mortalidad, decremento en tasa de
supervivencia, presencia de diversas malformaciones, desarrollo lento y bajo crecimiento. Por ejemplo,
larvas de Ambystoma gracile y Rana pretiosa expuestas a 25 mg/l de nitrato de potasio tuvieron un
porcentaje de supervivencia de tan solo un 50 y 40% respectivamente, presentaron malformaciones como
edemas y encorvamientos de cola, redujeron su capacidad para nadar y mostraron desequilibrio y paralisis
(Marco et al., 1999). Por otro lado larvas de Rana pretiosa, Anaxyrus boreas, Pseudacris regilla y
Ambystoma gracile presentaron esas mismas anomalias morfolégicas cuando fueron expuestas a 7 mg/l de
nitrito de sodio (Marco et al., 1999). Finalmente, larvas de Rana cascadae que fueron expuestas a una
concentracion de 3.5 mg/l, de amonio presentaron desarrollo y absorcion de cola de forma lenta (Marco y
Blaustein, 1999).

En lo que respecta a los efectos en los embriones, se han registrado diversas anomalias morfoldgicas.
Por ejemplo, cuando se expusieron embriones de Pleurodeles waltl, Discoglossus galganoi, Hyla arborea,
Bufo bufo y Bufo calamita a concentraciones de 50, 100 y 200 mg/l de nitrato de amonio todos los
embriones mostraron algin grado de sensibilidad. Por ejemplo, Pleurodeles waltl presenté un menor
tamafio corporal pero la mortalidad fue baja (menos del 10%) mientas que H. arborea sufrié una
mortalidad del 95%. Los embriones de Discoglossus galganoi, B. bufo y B. calamita presentaron edemas,
doblamiento de cola y curvamiento de espina dorsal “lordosis” (Ortiz et al., 2004). En otro estudio se
expusieron embriones de Pseudacris regilla y Xenopus laevis a diferentes compuestos nitrogenados tales




como: cloruro de amonio, nitrato de amonio, sulfato de amonio y nitrato de sodio. Los resultados
mostraron que P. regilla expuesta a una concentracién maxima 25 mg/I de cloruro de amonio presento
supervivencia de 76.7%; sin embargo, el 17% de los organismos sobrevivientes presentaron lordosis
(curvamiento de espina dorsal). Por otro lado X. laevis mostro supervivencia de 76.7% con una
concentracion de casi 50mg/I de cloruro de amonio y el 25 % de los sobrevivientes presentaron lordosis.
Con el nitrato de amonio, P. regilla exhibi6 una supervivencia de 53.3% a una concentracion de 25.1 mg/ |,
y ningn organismo presentd malformaciones. Mientras que X. laevis presentd una supervivencia de
88.3% a la concentracion de 25.1 mg/ |, y todos los organismos presentaron lordosis. Con el sulfato de
amonio P. regilla mostrd una supervivencia de 6.7% a la concentracion de 45.4 mg/l y el 6 % de los
presentaron edemas Yy lordosis, mientras que X. laevis present6 una supervivencia de 80% a una
concentracion de 23.1mg/ | y todos los organismos exhibieron lordosis. Finalmente, con el nitrato de sodio
P. regilla tuvo una supervivencia de 36.7% a una concentracion de 979.2 mg/l, el 9% de los organismos
presentaron edemas Yy lordosis mientras que X. laevis presenté un 60% de supervivencia a una
concentracion de 470.4 mg/l y el 50 % de los organismos presentaron lordosis (Schuytema y Nebeker,
1999).

Caracteristicas generales de Ambystoma mexicanum

El ajolote mexicano Ambystoma mexicanum (Shaw, 1798) es una salamandra que pertenece a la
familia Ambystomatidae. Esta familia esta formada por el género Ambystoma, el cual se distribuye desde el
sur de Canada y Alaska hasta el Eje Neovolcanico Transversal Mexicano (Matias, 2006 y Huacuz, 2002).
En Mexico existen 17 especies del genero Ambystoma de los cuales 4 son neotenicos: A. mexicanum
(Figura 1), A. andersoni, A. dumerilii y A. taylori. El hecho de que estas especies sean neotenicas las hace
especialmente susceptibles a los contaminantes presentes en su medio natural ya que pasan su vida entera

en forma de larva (Graue, 1998 y Flores et al., 1995).




Figura 1. Dibujo de la larva de Ambystoma mexicanum realizado por Elvia Esparza.

Los organismos de A. mexicanum han sido utilizados en diversas investigaciones debido su relativa
facilidad de reproduccion, pero sobre todo en el area de biologia del desarrollo por su capacidad de
regeneracion de miembros del cuerpo (Graue, 1998). Por otro lado, A. mexicanum es reconocido por su
importancia histérica, cultural, econémica y ecoldgica. Desde la epoca prehispanica hasta la actualidad el
ajolote es utilizado como alimento y medicina para el tratamiento de enfermedades de vias respiratorias.
Desde un punto de vista ecolégico, A. mexicanum es una especie que sirve como indicador ambiental por
sus caracteristicas de la piel, lo cual lo hace altamente susceptible a la calidad general del ambiente
(Huacuz, 2002 y Blaustein y Wake, 1990).

El habitat original de A. mexicanum se remonta a un lago extenso y somero que durante el
Pleistoceno cubria el Valle de México, alimentado principalmente por dos manantiales (Xochimilco y
Chalco) (Brandon, 1989). En el sigo X VI la superficie de distribucién era de aproximadamente 600 km?;
sin embargo, el crecimiento urbano ha ocasionado la desecacion y desaparicion de casi todo el habitat de A.
mexicanum, reduciéndose a solo 180 km? divididos en varios canales en el Lago de Xochimilco (Figura 2)
(Roldan y Bojorquez, 1995). Ambystoma mexicanum habita en cinco canales: Fernando Celada, Laguna del
Toro, El Bordo, Japdn y Puente de Urrutia (Zambrano, 2004).




=

£

Figura 2. Plano de localizacion de los canales de Xochimilco en donde se ha encontrado A. mexicanum: 1. El bordo; 2. Japén; 3. Puente de Urrutia; 4.
Laguna del Toro; 5. Fernado Celada. Tomado de Google (2009).
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La zona chinampera de Xochimilco tiene fuertes problemas de contaminacion quimica (Zambrano et
al. (2007)). Las fuentes de esta contaminacion son derivadas primordialmente por una altisima densidad
poblacional con un sistema de alcantarillado insuficiente, con un drenaje que no se ha conectado con el
sistema general de desagle por lo que los habitantes vierten sus aguas residuales a los canales. Otra fuente
de contaminacién también derivada de la sobrepoblacidn, son los tiraderos de basura orgénica e inorgénica.
Finalmente, los agricultores de la zona aplican insecticidas y fertilizantes (los cuales estan hechos a
principalmente a base de nitrdgeno) en los cultivos sin la asesoria adecuada (De la Rosa, 2006 ; UNESCO,
2006 y Zambrano et al., 2009).

Para determinar el grado de contaminacién del agua, Contreras (2006) obtuvo los valores fisico-
quimicos incluyendo las concentraciones promedio de los compuestos nitrogenados amonio y nitratos
(Tabla 1). La autora sefiala que la concentracion promedio de amonio en Xochimilco es de 1.4 mg/l y el
promedio de la concentracidn de nitratos en el mes de octubre fue de 9.13 mg/l con un pH superior a 7. En
lo que respecta a los valores de nitritos Gonzales (2006) encontro tres tipos de concentraciones: 0.1, 0.2 'y
0.3 mg/l en las zonas de: Puente de Urrutia, Apatlaco, Laguna de la Asuncion y la Draga. De acuerdo a la
Norma Oficial Mexicana (NOM-127-SSA1-1994), los valores permisibles de la concentracion de
compuestos nitrogenados en el agua es alrededor de 0.50 mg/I de nitr6geno amoniacal, 1 mg/l de nitrito y
10 mg/I de nitrato.
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Tabla 1. Concentraciones (mg/l) de amonio y nitrito en los canales de Xochimilco. Los canales que estan
subrayados representan las localidades donde se han colectado algunos individuos de A. mexicanum. Datos
tomados de Contreras, (2006).

Canal Promedio de la Promedio de la concentracion de
concentracion de nitratos mg/I
amonio mg/I

Laguna del Toro 0.79 0.57

El Bordo 0.55 4.13

Puente de Urrutia 1.84 9.03

Cuemanco 0.47 10.74

La virgen 1.57 5.78

Infiernito 2.94 8.61

Apampilco 2.01 9.39

Pizocoxpa 2.34 11.44

Belem- Sta Cruz 1.34 35.68

Caltongo- turistico 1.42 16.87

Canal Nacional 1.79 14.89

Toltenco 1.04 0.44

Cuacalco 1.27 0.55

Amelaco 1.32 0.00

Media 1.48 9.15

D.S 0.68 9.40

La importancia cultural, econdémica, ecoldgica, el declive de las poblaciones de A. mexicanum
aunado a la problematica de la contaminacion en su hébitat, sefialan que es necesario obtener
conocimientos que proporcionen herramientas para un adecuado manejo y conservacion de la especie. Es
por esto que el presente trabajo tiene por objetivo determinar alteraciones en el desarrollo y supervivencia
en los primeros estadios de vida de A. mexicanum provocados por la exposicion a concentraciones de

amonio, nitrito y nitrato similares a las observadas en su habitat el Lago de Xochimilco.
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OBJETIVOS

Generales

» ldentificar las alteraciones en el desarrollo de A. mexicanum en los estadios embrionarios (0 al
43) y en los recién eclosionados (estadio 44) por la exposicion a diferentes concentraciones de

compuestos nitrogenados (amonio, nitrito y nitrato) en un medio artificial.

Especificos

> Identificar las malformaciones morfoldgicas presentadas por los embriones y recién eclosionados
de Ambystoma mexicanum cuando son expuestos a diferentes concentraciones de amonio, nitrito

y nitrato.

» Determinar la tasa de desarrollo incompleto en embriones de Ambystoma mexicanum cuando son

expuestos a diferentes concentraciones de amonio, nitrito y nitrato.

» Determinar la variacion en tamafio corporal en eclosionados de A. mexicanum después de la

exposicion a diferentes concentraciones de amonio, nitrito y nitrato.

» Comparar la tasa de supervivencia de embriones de A. mexicanum después de la exposicion a

diferentes concentraciones de amonio, nitrito y nitrato.

13



METODOS

1.- Obtencidn de huevos.

Se colocaron organismos reproductores en una proporcion de dos machos por una hembra en tinas
de aproximadamente 1 metro de diametro. Los organismos se mantuvieron en las tinas por un periodo
maximo de 5 dias, en un ambiente de oscuridad total y a una temperatura aproximada de 15 ° C. Cada 24
horas se revisaba la tina para retirar las puestas de huevos y si al cabo de 5 dias no habia puestas, los

organismos se retiraban.

2.- Concentraciones y reactivos utilizados.

La eleccién de los reactivos utilizados y la metodologia utilizada fue establecida siguiendo los
estudios de Marco et al. (1999), Marco y Blaustein (1999), Romansic et al. (2006) y Schuytema y
Nebeker (1999). En lo que respecta a las concentraciones de los compuestos utilizadas, estas se eligieron
de manera que incluyera las reportadas en los canales de Xochimilco donde se encuentra la especie. De
esta manera se empleo nitrato y nitrito de sodio asi como cloruro de amonio en diferentes

concentraciones (Tabla 2).

Tabla 2. Concentraciones de reactivos utilizados para los diferentes experimentos (Exp.) en mg/I

Numero de Reactiv. Exp.1 Exp.2 Exp.3 Exp.4 Exp.5 Exp.6 Exp.7
recipientes 0S

(experimento més

3 replicas)

4 amonio 0.1 0.20 0.25 0.3 0.35 05 e
4 nitrito 0.1 0.20 0.25 0.3 0.35 05 e
4 nitratos 0.1 0.3 0.5 2 4 5 7

4 15 - S

testigo
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3.-Experimentos.

Cada experimento consistio en someter huevos de Ambystoma mexicanum a las concentraciones
antes mencionadas de amonio, nitrito y nitrato hasta el momento de la eclosion de los mismos. Los
experimentos se llevaron a cabo en el cuarto himedo del Instituto de Biologia (UNAM). En total se
realizaron 6 experimentos para los compuestos de amonio y nitrito, 7 para el compuesto nitrato, debido a
que las concentraciones de este compuesto en el Lago de Xochimilco son mas altas que en los otros
compuestos, por lo que era necesario agregar un experimento mas para este compuesto . En lo que
respecta al lote control, este consto de 7 experimentos en los que solo habia huevos fertilizados de
Ambystoma mexicanum en agua. La diferencia entre este y los otros lotes fue la ausencia de algun

compuesto nitrogenado. Es importante mencionar que todos los lotes constaron de 4 réplicas.

Cabe destacar que en el momento del desove, se contd el nimero de huevos y se tomaron 80
huevos para cada experimento, teniendo entonces 4 recipientes con 20 huevos en cada replica. Los
recipientes utilizados tuvieron un diametro de 13 cm con una profundidad de 20 cm, y con una capacidad
de 2 litros, por lo que, cuando se requeria tener una concentracion de 0.1 mg/Il, en cada recipiente se
ponia 0.2 mg del compuesto requerido. A partir de la instalacion, se cambi6 el medio (agua + compuesto
nitrogenado) de todos los recipientes cada 3 dias, con el fin de que las concentraciones de los reactivos

no cambiaran por evaporacion

. Todos los recipientes tuvieron oxigenacion permanente durante cada

experimento.

4.- Seguimiento de los experimentos.
Diariamente se observé cada recipiente para registrar el estado de cada organismo. Cuando se
encontraban organismos no viables o con alguna malformacion se extraian, se observaban bajo el

microscopio Y se registraba el fendmeno.

5.-Registro de datos

Para facilitar el analisis de resultados, éstos se registraron en dos tipos de formatos para cada
experimento. El primero present6 los datos de: tipo de lote experimental , concentracion en mg/l de los
reactivos, nimero de organismos en cada replica, nimero y porcentaje de organismos muertos por
ausencia de desarrollo o desarrollo incompleto, ndimero y porcentaje de organismos eclosionados sanos,

namero y porcentaje de organismos con malformacion (en huevo y eclosionado) y tipos de
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malformacién; mientras que en el segundo formato se registré la longitud total (hocico-cola) en

milimetros de los recién eclosionados de cada experimento.

6.- Analisis de resultados.

Los resultados de frecuencia de malformaciones, de desarrollo incompleto, tamafio corporal y
tasa de supervivencia se presentan de manera grafica en forma de porcentaje para todos los lotes
experimentales. Para efectuar de manera correcta los analisis estadisticos, se transformaron los datos de
frecuencia de supervivencia de cada lote experimental en base a las recomendaciones de Zar (1999). La
transformacion consistio en obtener el arcoseno de la raiz de cada valor de los lotes experimentales
utilizados. Los datos de frecuencia con su transformacion se pueden observar en el apéndice V. De la
misma manera los datos de tamafio corporal de recien eclosionados fueron transformados al obtener el

log del promedio de la longitud de cada lote experimental. Se utilizo el programa Statistica 8.

Malformaciones.

El anélisis consistio en determinar que malformaciones presentaban una frecuencia considerada
alta (5% o mas) y peligrosa debido a que la poblacion estaria en inminente declinacién (Blaustein y
Johnson, 2003Db).

Desarrollo incompleto.

Se realizaron graficas en las que se comparo la frecuencia de esta anomalia en el desarrollo entre
los lotes de compuestos nitrogenados Yy los lotes control con el fin de determinar si este fue provocado
por la exposicion de los embriones a los contaminantes. De la misma manera que las malformaciones
morfoldgicas, se analizo si este fendmeno se presentaba con una frecuencia mayor del 5% para

determinar si esta anomalia podria poner en peligro de extincion a la poblacion de A. mexicanum.
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Variacion en tamafio corporal de recien eclosionados

Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) anidado para determinar si los compuestos
nitrogenados causaban talla menor con respecto a los lotes control. Cabe destacar que el séptimo
experimento de nitratos no fue analizado para evitar sesgo en los resultados. ). Posteriormente, si se
encontraban diferencias significativas se efectuaria un analisis de comparaciéon multiple (pos hoc) para
identificar que concentraciones y que compuestos serian diferentes entre si en cuanto a las tallas de los

organismo.La prueba estadistica post hoc utilizada seria la prueba de Tuckey.

Tasa de supervivencia

Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) anidado para determinar si los compuestos
nitrogenados causaban una alta tasa de mortalidad con respecto a los lotes control.

También se efectuo este andlisis para saber si habia diferencias significativas en la tasa de
supervivencia de todos los lotes en los seis experimentos (el septimo experimento de nitratos no fue
analizado para evitar sesgo en los resultados). Posteriormente, si se encontraban diferencias
significativas se efectuaria un analisis de comparacién maltiple (pos hoc) para identificar que
concentraciones y que compuestos serian diferentes entre si.

La prueba estadistica post hoc utilizada para saber entre que tratamientos y concentraciones

habia diferencias significativas seria la prueba de Tuckey.

17



RESULTADOS

Los datos registrados al final de cada experimento, sefialan que los compuestos nitrogenados
afectaron de varias formas a los embriones de A. mexicanum. El primer efecto fue la muerte de los
embriones entre el estadio 1 (huevo fertilizado) y el 43. Al hecho de que los embriones no se
desarrollaran hasta el estadio 44 (eclosidn) se le llamo desarrollo incompleto, debido a que por el evento
de muerte, los organismos interrumpieron dicho proceso. Para la realizacion de las resefias de los
resultados obtenidos en las imagenes que se muestran, se revisaron las descripciones de las etapas del
desarrollo embrionario de A. mexicanum, las cuales fueron hechas por Armstrong et al. (1989) y se
encuentran en el apéndice 1.

Los porcentajes de supervivencia, desarrollo incompleto y presencia de malformaciones en cada
experimento, se presentan en la tabla 3. A cada tratamiento se le dio un nombre que esta compuesto por
el del contaminante y un nGmero consecutivo para las diferentes concentraciones. Experimento 1, a una
concentracion de 0.1mg/l en los tres compuestos nitrogenados (nitritol, nitratol, amoniol). Experimento
2, amonio?2 y nitrito2 a una concentracion de 0.2mg/l y nitrato2 a 0.3 mg/l. Experimento 3, amonio3 y
nitrito3 a una concentracion de 0.25 mg/l y el nitrato3 a 0.5 mg/l. Experimento 4, el amonio y el nitrito a
una concentracion de 0.3 mg/l y el nitrato a 2 mg/l. Experimento 5, el amonio y el nitrito a una
concentracion de 0.35 mg/l y el nitrato a 4 mg/l. Experimento 6, el amonio y el nitrito a una
concentracion de 0.5 mg/l y el nitrato a 5 mg/l. Experimento 7, el compuesto nitrato a una concentracion
de 7 mg/l.
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Tabla 3. Valores de nimero y porcentaje de organismos muertos por ausencia de desarrollo o desarrollo
incompleto, namero y porcentaje de organismos eclosionados sanos, nimero y porcentaje de
organismos con malformacion (en huevo y eclosionado) y tipos de malformacion en cada concentracion

Lote Concentracion  Nameroy NUumeroy NUumeroy Tipos de
experimental en mg/ldelos  porcentaje porcentaje porcentaje de malformacion
reactivos de de organismos con

organismos organismos malformacion
muertos por  eclosionados  (en huevoy
ausenciade  sanos eclosionado)
desarrollo o
desarrollo
incompleto
Nitrito 1 0.1 5 6.25% 73 91.25% 2 25% CURVAMIENTO
DE ESPINA
DORSAL
Nitrito 2 0.20 32 40% 48 60%
Nitrito 3 0.25 62 775% 13 16.25% 2 25% CURVAMIENTO
DE ESPINA
3 3750, DORSAL
MULTIPLES
ANOMALIAS y
EDEMAS
Nitrito 4 0.30 42 525% 35 43.75% 3 CURVAMIENTO
3.75% DE ESPINA
DORSAL
Nitrito 5 0.35 50 62.5% 22 27.5% 6 75% CURVAMIENTO
DE COLA
1 1.25%
EDEMA
1 1.255
AUSENCIA DE
COLA
Nitrito 6 0.5 64 80% 10 125% 4 5% CURVAMIENTO
DE ESPINA
DORSAL
1 1959,  PRESENCIA DE
EDEMAS
1 1.25%
ORGANISMO
ECLOSIONADO
SIN COLA
Nitrato 1 0.1 2632.5% 54 67.5% 1 1.25%  CURVAMIENTO

DE ESPINA
DORSAL

de los lotes de compuestos nitrogenados y los lotes control.
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Continuacion de la tabla 3. Valores de nimero y porcentaje de organismos muertos por ausencia de
desarrollo o desarrollo incompleto, niimero y porcentaje de organismos eclosionados sanos, namero y
porcentaje de organismos con malformacion (en huevo y eclosionado) y tipos de malformacion en cada
concentracion de los lotes de compuestos nitrogenados y los lotes control.

Lote Concentracion Numeroy  NUmeroy Numero y Tipos de
experimental en mg/l de los porcentaje porcentaje  porcentaje de malformacion
reactivos de de organismos
organismos organismos  con
muertos eclosionados malformacion
por sanos (en huevoy
ausencia eclosionado)
de
desarrollo
0
desarrollo
incompleto
Nitrato 2 0.30 30 375% 50 6250% O
Nitrato 3 0.5 10 133% 66 83.3% 4 5%  CURVAMIENTO
DE ESPINA
DORSAL
Nitrato 4 2 35 43.75% 45 0
56.25%
Nitrato 5 4 70 875 4 5% 2 PRESENCIA DE
2.5% EDEMAS
3
3.75%
CURVAMIENTO
1 DE ESPINA
1.25% DORSAL
AUSENCIA DE
COLA.
Nitrato 6 5 77 3 3.75% 0
96.25%
Nitrato 7 7 74 6 0
92.5 7.5%
Amonio 1 . 11 PRESENCIA DE
13.75% 1.25% EDEMAS
Amonio 2 0.20 59 21 2 AUSENCIA DE
2.5% COLA
73.75% 26 .25%
Amonio 3 0.25 63 15 2 25% CURVAMIENTO
78.7% 18.75% DE ESPINA
DORSAL
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Continuacion de la tabla 3. Valores de nimero y porcentaje de organismos muertos por ausencia de
desarrollo o desarrollo incompleto, niimero y porcentaje de organismos eclosionados sanos, namero y

porcentaje de organismos con malformacion (en huevo y eclosionado) y tipos de malformacion en cada

concentracion de los lotes de compuestos nitrogenados y los lotes control.

Lote Concentracion NUmeroy NUumeroy Numero y Tipos de
experimental en mg/l delos  porcentaje porcentaje porcentaje de  malformacion
reactivos de de organismos

organismos  organismos  con
muertos por eclosionados malformacion

ausenciade  sanos (en huevoy
desarrollo o eclosionado)
desarrollo
incompleto
Amonio 4 0.30 13 63 78.75% 2 25%  CURVAMIENTO
16.25% DE ESPINA
1 1250  DORSAL
1 1950  MULTIPLES
' ANOMALIAS
EDEMA
Amonio 5 0.35 71 88.75% 8 1 1.25%  EDEMA
10%
Amonio 6 0.5 80 100% 0 0% 0

Control1 e 10 125% 73 91.6% 0
Control 2 ~ —ememeeeeee- 18 22.5% 62 77.5% 0
Control 3 - 18 22.5% 62 77.5% 0
Control 4  —ememeeeeee- 13 16.25 67 0
83.75%
Control5 - 8 72 0
10% 90%
Control6 ~ ----—--- 19 23.75% 61 76.25% 0
Control 7 —ememeeeeee- 6 7.5% 63 78.5% 0
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Malformaciones

Las malformaciones observadas fueron las siguientes: curvamiento de espina dorsal , ausencia de
cola, edemas y lo que llame multiples anomalias que incluyen la presencia de edemas y desarrollo
incompleto. Es importante mencionar que las dos primeras solo se observaron en las larvas recién
eclosionadas, mientras que los edemas, las multiples anomalias y el desarrollo incompleto se
encontraron en los embriones. Las imagenes de estas malformaciones se puede observar en el

apéndice II.

Los porcentajes mas altos de curvamiento de espina dorsal (5 y 7.5%) se presentaron en el
tratamiento de nitrito a concentraciones de 0.35 y 0.5 mg/l, mientras que en el tratamiento de nitrato se
encontrd también un porcentaje alto (5%) a una concentracion de 0.5 mg/l (Fig. 3). Se considero este
porcentaje alto, debido a que Blaustein y Johnson, (2003b) indican que si en una poblacion se encuentra
un porcentaje igual o mayor a 5% de malformaciones, esta se encontraria en peligro inminente de

extincion. Es importante mencionar que en los lotes control no se presento esta anomalia.

Curvamiento de espina dorsal
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Tratamientos

Figura 3. Porcentaje de la presencia de curvamiento de espina dorsal. Ver tabla tres para
concentraciones de cada experimento.
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Las otras tres malformaciones: 1) edemas, 2) ausencia de cola, y 3) maltiples anomalias, no
tuvieron un porcentaje igual o mayor de 5% de frecuencia, por lo que, no se les consideraron altas y

peligrosas para la poblacion. No obstante, estas anomalias no se presentaron en ninguno de los lotes
control.

Desarrollo incompleto

El desarrollo incompleto se present6 en porcentajes bajos en los experimentos con concentraciones
bajas (0.1 mg/l) de compuestos nitrogenados. Este evento aumento su frecuencia a partir del 2°
experimento de los tres compuestos, llegando hasta el 100% en el caso de los tratamientos con
concentraciones altas de amonio (0.5 mg/l); en comparacion a los lotes control en los cuales se
obtuvieron porcentajes de desarrollo incompleto entre el 7 y el 24 (Fig. 4).

Las imagenes obtenidas del desarrollo incompleto se pueden observar en el apéndice IlI.

o Desarrolloincompleto
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Figura 4.- Porcentaje de desarrollo incompleto en cada experimento.
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Tamafo corporal en recien eclosionados

La longitud de cada organismo eclosionado para cada uno de los experimentos se presenta en el
apéndice IV. En latabla 4, se muestra a manera de resumen el promedio y la desviacion estandar de la

longitud hocico-cola de los organismos eclosionados en cada experimento.

Tabla 4. Se presenta el promedio y la desviacion estandar de los datos de la longitud hocico-cola de los
organismos recién eclosionados en cada experimento.

El simbolo -------- significa ausencia de dato debido a que ningun organismo eclosiono y por lo tanto no
fue posible tomar alguna medida de longitud.

Tratamiento Concentracion en mg/I Promedio de longitud Desviacion estandar
total
Nitrito 1 0.1 14.43 0.90
Nitrito 2 0.20 12.85 0.88
Nitrito 3 0.25 11.25 0.91
Nitrito 4 0.3 13.12 1.05
Nitrito 5 0.35 11.442 0.91
Nitrito 6 0.5 11.53 0.84
Nitrato 1 0.1 14.32 0.80
Nitrato 2 0.3 12.95 0.91
Nitrato 3 0.5 14.82 0.63
Nitrato 4 2 12.64 1.15
Nitrato 5 4 12.77 0.86
Nitrato 6 5 11.68 177
Nitrato 7 7 10.55 0.78
Amonio 1 0.1 13.46 0.71
Amonio 2 0.20 12.75 0.84
Amonio 3 0.25 10.88 0.66
Amonio 4 0.3 11.60 1.46
Amonio 5 0.35 11.79 0.82
Amonio 6 05 | e mmemeees
Control 1 0 14.78 0.66
Control 2 0 14.40 0.78
Control 3 0 12.84 0.21
Control 4 0 12.82 0.97
Control 5 0 13.04 0.94
Control 6 0 14.40 0.88
Control 7 0 13.83 0.94
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El andlisis de varianza anidado, que toma en cuenta la longitud de los organismos recién
eclosionados (en los primeros seis experimentos) entre los lotes de los compuestos nitrogenados y el

lote control, arrojo un resultado de F363=.59292; P>0.05. Este valor indica que no hay diferencias

significativas en las longitudes, por lo que ninglin compuesto afectd significativamente el crecimiento de

los organismos de Ambystoma mexicanum expuestos a los tratamientos del presente estudio. En la figura

5 se aprecia que las barras que muestran el intervalo de la longitud de cada tratamiento no difieren
significativamente entre si; sin embargo las barras que representan las longitudes de los lotes control y
nitrato son muy similares, lo que corrobora que el nitrato es el compuesto nitrogenado menos letal con
respecto al nitrito y amonio.

De la misma manera, el analisis indicé que no hubo diferencias significativas en la longitud de
los organismos, cuando la prueba tomo en cuenta la concentraciones y los compuestos nitrogenados ya
que se obtuvo un resultado de F1963=.97741; P >0.05 el cual sefiala que las longitudes no difieren de

manera significativa. La figura 6 muestra la poca fluctuacion de la longitud teniendo como variable

independiente la concentracion y la longitud como variable dependiente.
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Figura 5. Grafica que muestra los valores de longitud para los cuatro lotes experimentales.
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Figura 6. Grafica que muestra la oscilacion entre los valores de longitud para los cuatro
lotes experimentales.

Tasa de supervivencia

En la Figura 7, se muestra el porcentaje de supervivencia de los organismos en los diferentes lotes
experimentales. En general, la supervivencia fue alta cuando los huevos se expusieron a los tres
compuestos nitrogenados en una concentracion baja (0.1 mg/l). En la grafica se observa claramente que
en el caso del amonio la supervivencia fue declinando conforme aumentaba la concentracion del
compuesto. En los lotes experimentales de nitrito y nitrato se aprecia notoriamente el patron de declive
de supervivencia entre los primeros dos experimentos y en los ultimos dos; sin embargo, no se observa el
patrén de forma continua como en el caso de amonio. En lo que respecta a los lotes control podemos

notar que el porcentaje de supervivencia mantiene un equilibrio entre 76 y 91 %.
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Figura 7.- Porcentaje de la supervivencia en cada experimento. Ver concentraciones correspondientes en
Tabla 5.

El anélisis de varianza (ANOVA) anidado, que tomo en cuenta la supervivencia entre los
compuestos nitrogenados y el lote control, arrojo un resultado de F3 7,=45.900; P<0.05 el cual indico
la existencia de diferencias significativas. En la figura 8, se observa de manera clara que los tres

compuestos nitrogenados afectaron la supervivencia de embriones siendo el amonio el compuesto mas
toxico.
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Figura 8. Grafica que muestra los diferentes valores de supervivencia para los cuatro lotes
experimentales.

Tomando en cuenta las concentraciones, el analisis de varianza anidado indico un resultado de
F20,72=13.572; P<0.05 el cual indico la existencia de diferencias significativas en la supervivencia entre
las diferentes concentraciones de compuestos nitrogenados. En la figura 9, se observa que a excepcién
del tratamiento control hay una declinacién de la sobrevivencia cuando la concentracion de los
compuestos aumenta. Hay que destacar que el compuesto nitrato afecta a la supervivencia de los
embriones a partir de una concentracion mayor a 2 mg/l; mientras que el compuesto amonio presenta

una alta tasa de mortalidad a partir d e 0.5 mg/I.
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Figura 9. Grafica que muestra la oscilacion entre los valores de supervivencia para los cuatro lotes
experimentales.

La prueba de Tuckey sefialo en primer lugar que los lotes control entre si no tuvieron diferencias
significativas, por lo que ningun tratamiento de este tipo afecto la supervivencia de los embriones de A.
mexicanum. Es importante destacar que no hubo diferencias significativas entre todos los compuestos
nitrogenados a una concentracién de 0.1 mg/l con respecto a los lotes control, por lo que a esta

concentraciéon ningin compuesto afecta la supervivencia de los embriones de A. mexicanum.

El anélisis también indico que el nitrito a partir de la concentracion de 0.25 mg/l tuvo diferencias
con los lotes control por lo que desde esa concentracion el compuesto perjudica la supervivencia;
igualmente la
prueba mostro que existen diferencias significativas entre los lotes con 0.1 mg/l y los que tuvieron una

concentracion igual o mayor a 0.25 mg/l del mismo compuesto.

Referente al nitrato, este perjudica a la supervivencia a partir de la concentracion de 4 mg/l, lo que
indica que este, es el compuesto nitrogenado que perjudica menos la supervivencia en comparacion con

el amonio y el nitrito.
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DISCUSION

Ambystoma mexicanum, es una especie emblematica para la cultura mexicana ya que desde los
antiguos Aztecas se ha reconocido su importancia historica, cultural y econdmica. Sin embargo, esta
especie se encuentra en estado critico de conservacion. Algunos de los factores que han causado la
dramatica disminucion de la poblacién de A. mexicanum incluyen: 1) el estado deplorable de su habitat,
ocasionado principalmente por la desecacion y las perturbaciones antropogenicas, que a lo largo de
muchos afios han mermado la calidad del agua de su habitat (Zambrano et al., 2008) 2) la introduccion
de especies exoticas tales como la carpa y la tilapia que actian como depredadores (Valiente, 2006) 3) la
captura comercial (Casas-Andreu et al., 2003) y 4) la contaminacion del lago de Xochimilco.
Especificamente, la contaminacion por nitrégeno es muy alta debido a que los habitantes vierten
desechos y agua residual a los canales, convirtiéndolos en tiraderos de basura organica e inorganica,
ademas los agricultores han optado por el uso indiscriminado de insecticidas y fertilizantes los cuales
estan hechos primordialmente a base de nitrégeno (De la Rosa, 2006).

Malformaciones morfoldgicas.

Este trabajo registra tres tipos de malformaciones: curvamiento de cola y espina dorsal, edemas y
ausencia de cola. Todas las malformaciones fueron provocadas por los tres compuestos nitrogenados
utilizados; sin embargo, existieron algunas diferencias en las frecuencias de cada malformacién en cada

compuesto.

En el caso del amonio, se aprecio un aumento en la frecuencia de las malformaciones a medida que
la concentracion del compuesto se incremento; sin embargo, a partir de la concentracion de 0.35 mg/l se
observa que el compuesto provoca una alta tasa de mortalidad y por lo tanto los registros de
malformaciones disminuyen. En el estudio de Schuytema y Nebeker, (1999) se registr6 que el 70% de
28 organismos sobrevivientes de Pseudacris regilla expuestos a concentraciones de aproximadamente
25.1 mg/l de cloruro de amonio, exhibieron curvamiento de espina dorsal y edemas. Estas
malformaciones se obtuvieron en el presente estudio a menor concentracion, lo que podria indicar que
los embriones de Ambystoma mexicanum presentan menor resistencia a la presencia de

malformaciones.

Bajo el compuesto de nitrito se presentaron todas las malformaciones, pero se aprecia que en casi
todos los experimentos excepto en la concentracion de 0.20 mg/l se observo el curvamiento de cola y
espina dorsal, ademas de que el porcentaje de frecuencia de esta malformacion observado en este
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compuesto fue el mas alto (7.5 %) a diferencia de los otros 2 reactivos. Para contrastar este estudio es
importante sefialar que Marco et al. (1999) mencionan que larvas recién eclosionadas de los anfibios
Anaxyrus boreas, Pseudacris regilla y Ambystoma gracile expuestas a altas concentraciones de nitrito (7
mg/l de nitrito de sodio) mostraron edemas, y encorvamientos de cola, mientras que en el presente
trabajo, los embriones tuvieron una mortalidad de 80 % a concentraciones de 0.5 mg/l pero si se

presentaron ambas malformaciones por lo que los datos de ese estudio corroboran nuestros resultados.

En el tratamiento de nitrato, se observéd que a medida que la concentracion era mas alta se
presentaba mayor porcentaje de malformaciones (excepto en el ltimo experimento porque hubo una
mortalidad del 100%). Se presentaron los tres tipos de malformaciones; sin embargo, solo el
curvamiento de espina dorsal mostrd un porcentaje alto (5%) a una concentracion de 0.5 mg/l. Es
importante destacar que en los experimentos con este reactivo, se encontré mayor diversidad de
malformaciones, debido a que los embriones tuvieron una tasa baja de mortalidad por lo que el estrés,
provocado por este compuesto durante el desarrollo embrionario pudo provocar tales anomalias. En lo
que respecta a otras investigaciones similares, Marco et al. (1999) mencionan que larvas de Ambystoma
gracile, expuestas a concentraciones de nitrato de sodio (12.5y 25 mg/l) presentaron edemas y
curvamientos de cola, mientras que en nuestro trabajo se presentaron las mismas malformaciones. Ortiz
et al. (2004) mencionan que Discoglossus galganoi, Bufo bufo y B. calamita presentaron
malformaciones como edemas, doblamiento de cola y curvamiento de espina dorsal “lordosis”. De igual
manera en este trabajo bajo el tratamiento de nitrato (a 0.1y 0.5y 4 mg/l ) se presentaron edemas y
curvamiento de espina dorsal, por lo que los resultados del presente estudio son similares a los de Ortiz
et al. (2004).

Por altimo, de acuerdo a los antecedentes encontrados, este trabajo presenta un nuevo registro de
malformacién en anfibios recién eclosionados, este fue la ausencia de cola, ademas, con los datos
obtenidos se concluye que la Gnica malformacién con una frecuencia significativa fue el curvamiento
de espina dorsal, ya que Blaustein y Johnson, (2003a), mencionan que la frecuencia normal de

malformaciones ocasionadas por mutaciones, errores en el desarrollo y traumas es por debajo del 5%.

Desarrollo incompleto.

Esta irregularidad en el desarrollo consistié en que los embriones murieron pero alcanzaron un
determinado estadio de desarrollo. Esta anomalia aumenté a partir del 2° experimento en los

tratamientos con contaminantes, llegando a una frecuencia de hasta el 100% a una concentracion de 0.5
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mg/l de cloruro de amonio; sin embargo, en los lotes control en ningln experimento se obtuvo un
porcentaje mayor del 20%, lo que indica que los compuestos de nitrégeno provocan frecuentemente esta
anomalia en el desarrollo. Es importante destacar que a medida que las concentraciones de compuestos
nitrogenados se incrementaron, la frecuencia de desarrollo incompleto se acrecentd; sin embargo, los
valores de se mantuvieron constantes en los tratamientos control. La aseveracion anterior se demuestra
también con los resultados obtenidos en los analisis de tabla de contingencia y de correspondencia, ya
que sugieren que el desarrollo incompleto y por lo tanto la mortalidad estan asociados a los lotes con los

compuestos nitrogenados a concentraciones mas altas de 0.1 mg/I.

Longitud de los organismos recién eclosionados expuestos a compuestos nitrogenados.

A través de los resultados del analisis de varianza anidado se puede concluir que los tratamientos
de los compuestos nitrogenados a cualquier concentracién no afectaron el crecimiento de los organismos
de Ambystoma mexicanum. El trabajo de Ortiz et al. (2004) sefiala que embriones y larvas de la
salamandra Pleurodeles waltl, tuvieron un tamafio pequefio cuando se expusieron a altas
concentraciones de nitrato de amonio, este resultado contradice el de este trabajo; sin embargo, es
importante destacar que a partir de la concentracion de 0.25 mg/l de amonio, la tasa de mortalidad fue
alta y ademas se obtuvieron algunos datos de longitud desde 8.91 mm, los cuales fueron eventos raros en
otros tratamientos, esto sugiere que posiblemente no se obtuvo estadisticamente una talla
significativamente menor en los organismos bajo el tratamiento de amonio debido a que el anélisis

necesito mas datos que corroboraran esto.

Supervivencia.

Este trabajo demostré que la tasa de supervivencia de embriones y larvas recién eclosionados de
A. mexicanum se ve afectada bajo algunas concentraciones de compuestos nitrogenados presentes en los
canales de Xochimilco. Por ejemplo, el amonio fue el compuesto més letal para los embriones de la
especie, ya que a concentraciones de escasos 0.20 mg/l la supervivencia de los embriones fue de 26%.
En contraste Schuytema y Nebeker (1999) encontraron que el cloruro de amonio afecté de menor
manera a la supervivencia de embriones de los anuros Pseudacris regilla y Xenopus laevis ya que la
primer especie mostré una supervivencia de 76.7 % en una concentracion de 49.7 mg/l, mientras que la
segunda especie tuvo una supervivencia de 73.3% a una concentracion de 49.1 mg/l . Las diferencias
pudieron deberse a los modelos de especies, por lo que Ambystoma mexicanum parece ser mas

sensible a la contaminacion de nitrégeno.
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Los resultados de este estudio sefialan que en el caso del nitrito, la supervivencia fue de 12.5% a
una concentracion de 0.5 mg/l, a diferencia del amonio en la que se registré una mortalidad de 100%,
mientras que en el tratamiento de nitrato se obtuvo una supervivencia de 83.3%. Por lo anterior, se
concluye que el nitrito fue menos letal que el amonio. Los resultados del compuesto de nitrito en esta
investigacion varian de manera significativa con otros estudios. Por ejemplo Marco et al. (1999)
encontraron que las larvas de la especie Rana pretiosa no fueron muy sensibles al tratamiento de nitrito
ya que presentaron una sobrevivencia de 83.3% auna concentracion de 0.44 mg/l. Posiblemente estos
resultados son diferentes porque los autores expusieron larvas y no huevos al compuesto, por lo que éstas

podrian haber presentado mas resistencia.

Por otro lado, el contaminante nitrato fue el menos letal, ya que se observé que a concentraciones
de 0.5 mg/l los organismos mostraron una supervivencia alta (83.3%) en comparacion con los
resultados en los tratamientos con nitrito y amonio, en los cuales a la misma concentracion tuvieron
entre un 80 y 100% de mortalidad. En lo que respecta a otras investigaciones similares, Marco et al.
(1999) mencionan que larvas de Ambystoma gracile, expuestas a concentraciones de nitrato de sodio
(12.5 y 25 mg/l) presentaron una supervivencia de 80 y 50%, en contraste en este trabajo, en el que se
presentd una mortalidad de mas de 90% en el tratamiento con 7 mg/l de nitrato de sodio. La diferencia
en el porcentaje de supervivencia pudo deberse a que las larvas podrian estar presentando mayor
resistencia que los embriones a los efectos del compuesto. Por otro lado Ortiz et al. (2004) realizaron
estudios de los efectos de la contaminacion por nitrato de amonio en embriones y larvas de la salamandra
Pleurodeles waltl, encontrando una mortalidad baja (menos del 10%) a concentraciones de hasta 200
mg/l de nitrato de amonio. Las diferencias entre este estudio y el de Ortiz et al. (2004) podrian haber
sido causadas por los organismos utilizados, al igual que el estadio en el que se expusieron los huevos al
reactivo, ya que los autores sometieron los huevos a partir del estadio 10 a 12, en cambio en este trabajo
se requirié que los experimentos se realizaran con huevos desde el estadio 0 hasta el 44. Otra
diferencia entre los dos experimentos es el tipo de reactivo ya que en el presente trabajo, siguiendo las
sugerencias de Schuytema y Nebeker (1999) y Hatch y Blaustein (2003) se seleccioné el cloruro de
amonio y no el nitrato de amonio, ya que en este Gltimo la toxicidad podria ser ocasionada por el ion
amonio o el ion nitrato. Por otro lado Schuytema y Nebeker (1999) expusieron embriones de
Pseudacris regilla y Xenopus laevis a nitrato de sodio a concentraciones de 0.1 a 2716 mg/l. Los
resultados mostraron que P. regilla presentd una supervivencia de 20% a una concentracion de 50.9
mg/l, mientras que X. laevis a una concentracion de 25.1mg/l , tuvo una supervivencia de 86.7%. Lo
anterior podria confirmar que los anuros en comparacion con las salamandras presentan mas resistencia

a la contaminacién de nitrogeno.
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Con los resultados mencionados, este trabajo concluye que a partir de una concentracion de 0.20
de amonio, 0.25 de nitrito y de 4 mg/l de nitrato la supervivencia de los organismos disminuyo mas de
80%. Estos datos fueron corroborados con el anélisis de varianza anidado el cual sefialo que a dichas
concentraciones de compuestos nitrogenados la supervivencia es significativamente diferente a lo
obtenido en los lotes control. Es importante mencionar que se eligio el analisis de varianza (ANOVA)
anidado debido a que las concentraciones que se utilizaron fueron diferentes ya que dependieron de la
cantidad compuesto en el Lago de Xochimilco. En este trabajo por ejemplo, el nitrato se encuentra en
mayores concentraciones en comparacion con el nitrito y amonio; mientras que estos Ultimos se
encuentran en la misma cantidad. Ademas la teoria del anlisis de varianza anidado menciona que los
modelos para disefios de muestreo anidado deben de presentar mas de un componente aleatorio, es decir
dos variables independientes que posean variabilidad entre cada una (Mendenhall y Sincich, 1997), los

cuales en este trabajo serian el tratamiento ( nitrito, nitrato y amonio) y la concentracion .

Vinculacién de resultados con el habitat del Lago de Xochimilco.

Durante esta investigacion en condiciones de laboratorio utilizando concentraciones de 0.5 mg/I
de amonio y nitrito y las de 4 a 9 mg/l de nitrato imitando los niveles en el habitat de A. mexicanum se
encontrd que estos contaminantes perjudican de manera grave la supervivencia y desarrollo de la
especie en los primeros estadios de vida. Por lo tanto, la alta mortalidad, ausencia de desarrollo, tamafio
pequefio y presencia de malformaciones en los embriones y larvas de la especie podrian estar
ocurriendo en vida silvestre. Sin embargo, esto sdlo se podria saber con exactitud si el experimento se
hubiera realizado con una metodologia de mesocosmos y no de microcosmos como fue el caso del
presente estudio. Ademas hay que tomar en cuenta que el Lago de Xochimilco es heterogéneo en sus
condiciones ambientales por lo que los valores de los parametros fisico-quimicos no siempre son
iguales, no obstante, este trabajo sefiala que si la contaminacidn sigue en aumento junto con los otros
factores de declinacion para la especie; la poblacidn de A. mexicanum en el Lago de Xochimilco podria
desaparecer. Ante esta problematica es necesario ejecutar acciones con el fin de disminuir la
contaminacién en el lago. UNESCO (2006) proporciond un plan de manejo eficaz para la conservacion
y administracion del agua. Los puntos a seguir de este plan son: 1) incrementar la inversion en obras
hidraulicas de las plantas que tratan el agua que se vierte en Xochimilco, 2) reforestar el &rea de montafa
ademas de rehabilitar los cuerpos de agua de la subcuenca Xochimilco con la finalidad de alimentar los
canales con agua de diferente calidad, 3) establecer un sistema de drenaje principal en la zona que rodea
las chinampas para que rebombee hacia el canal profundo, 4) controlar el crecimiento de la poblacién

humana en los margenes de los canales, controlar las descargas de aguas residuales hacia los canales
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con la introduccion de bafios ecoldgicos, secos 0 humedos, 5) capacitar a productores agricolas y
floricultores para reducir el uso de agroquimicos y 6) fomentar la cultura de conservacion y uso
sustentable del agua, tanto de la poblacion local como la del Distrito Federal. Sin lugar a dudas, el
cumplimiento de estos puntos reduciria enormemente la contaminacion del Lago de Xochimilco; sin

embargo, las autoridades no han realizado en su totalidad este plan de manejo.
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CONCLUSIONES

» Los organismos de Ambystoma mexicanum expuestos en condiciones experimentales a diferentes
concentraciones de nitrito, nitrato y amonio similares a las de su habitat en el Lago de Xochimilco
presentaron:

a) Desarrollo incompleto y edemas en los estadios 0 al 43 (estadios embrionarios).

b) Curvamiento de cola y espina dorsal y ausencia de cola en el estadio 44 (organismos recién
eclosionados).

» Las anomalias morfologicas observadas con frecuencia significativa fueron el desarrollo
incompleto y el curvamiento de cola y espina dorsal.

» Las concentraciones de los compuestos nitrogenados utilizadas no afectaron el crecimiento de los

organismos en el estadio 44.

» El compuesto nitrogenado que afectd mas a la supervivencia y desarrollo de A. mexicanum fue el
cloruro de amonio seguido del nitrito de sodio y nitrato de sodio.

» A partir de una concentracion de 0.20 mg/l de cloruro de amonio, 0.25mg/l de nitrito de sodio y
de 4 mg/l de nitrato de sodio la supervivencia de los organismos disminuyo mas de 80%.
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APENDICE |

Apareamiento y desarrollo embrionario de Ambystoma mexicanum.

La reproduccion comienza cuando el macho estimulado deposita un espermat6foro (resultado de
la secrecion de las glandulas cloacales), el cual tienen la forma de un cono gelatinoso con el esperma en
la punta. Posteriormente, la hembra lo introduce en su cloaca y los espermas son expulsados en el
momento del desove, de manera que unos cuantos choquen con la superficie de cada huevo en el camino
hacia la cAmara cloacal de la hembra (aproximadamente cada hembra desova un promedio de 800
huevos) (Graue, 1998).

El desarrollo embrionario de un vertebrado comienza por la fecundacién, en la cual se reestablece la
diploidia al fusionarse los prontcleos masculinos y femeninos. Posteriormente empieza la segmentacion,
la cual es una serie de divisiones mitéticas rapidas y consecutivas donde existe una alteracién de la
relacion nucleo/citoplasma; por lo que, existe un patrén diferenciado en la distribucién del vitelo, que en
el caso de los anfibios, da por resultado el huevo denominado mesolécito. Este tipo de huevo tiene una
gran cantidad de vitelo que tiende a concentrarse en el polo vegetativo, mientras que el nicleo se
desplaza hacia el polo animal. El tipo de segmentacidn de un anfibio es la holoblastica desigual en la
cual las células resultantes de cada division son independientes y cada una se encuentra rodeada de su
propia membrana. A partir de la primera division a cada célula que forma parte del embridn se le llama
blastomero. En este tipo de segmentacion la tercera division es latitudinal en la cual se forman 8
blastomeros desiguales, resultando en una mérula con un polo animal formado por muchas células
pequefias y un polo vegetativo con pocas células y grandes. La segmentacion en general produce una
masa de células llamada blastula, la cual puede crecer llamandose a este tipo celoblastula que en el caso
de los anfibios es irregular. Después de la segmentacion sigue la gastrulacion en la cual se originan las
tres capas blastodérmicas y se establece el plano corporal basico y debido al movimiento de células se
permite las interacciones entre células antes lejanas y se determina la neurulacion y la organogénesis.
Hay varios tipos de gastrulacidn, pero en los anfibios se lleva acabo la gastrulacion por invaginacién, en
la cual las células del polo vegetativo se pliegan hacia dentro y se introducen hacia el blastocele. De esta
forma se crea una cavidad rodeada por ectodermo que se llama arquenterdn del cual se originara el
futuro tubo digestivo. El poro de entrada al arquenterdn se llama blastoporo y dependiendo del posterior
desarrollo, el blastoporo dara lugar al ano, la boca o se cerrard. Durante este proceso se forman dos capas

germinales, la mas externa es el ectodermo (que dara lugar al epitelio de la superficie corporal y al
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sistema nervioso) y la mas interna, que constituye el arquenterdn, es el endodermo (que formara el
epitelio del tubo digestivo). Las evaginaciones del arquénteron forman el mesodermo (tercera capa

embrionaria que formaréa el sistema muscular y reproductor) (Gilbert, 2003).

Particularmente en A. mexicanum, el desarrollo embrionario se completa en 43 etapas con una
duracion en total de aproximadamente 15 dias, dando por resultado individuos con una talla aproximada
de 1 cm (Graue, 1998).

Las figuras que se presentan en este anexo fueron de gran utilidad para la realizacién de este
trabajo, debido a que las imagenes que se obtuvieron como resultado se pudieron contrastar con las
ilustraciones del desarrollo embrionario de A.mexicanum publicadas por Armstrong et al., (1989) las

cuales se muestran en las figuras 10 a la 15.

Figura 10.

(1).- huevo fertilizado y activado: el espacio perivitelino se ha formado, (2) - primera aparicion de la
primera linea de segmentacion en el polo animal. Hay dos células, (3) 4 células, (4) 8 células, (5) 16
celulas, (6) 32 células, (7) 64 células, (8) blastula temprana. Final del indice mitético en los
blastdmeros animales, (9) blastula tardia (epitelial); la superficie es lisa, (9 ¥2) comienza la funcién
morfogenética del nlcleo, (10) gastrula temprana I: primeros signos del labio dorsal del blastoporo, (10
) géstrula temprana I1: la invaginacién continua. El blastoporo esta casi horizontal en un cuadrante, (10
%) géstrula media I: el labio dorsal forma un semicirculo, (11) géastrula media I1: el blastoporo cubre
tres cuadrantes. Los labios laterales estan formados; el labio ventral esta marcado sélo por acumulacién
de pigmentos la yema alcanza su maximo didmetro, (11 %2 ) géstrula tardia I: el blastoporo es circular; la
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invaginacion continla, (12 ) gastrula tardia Il: el blastoporo tiene una forma oval o circular, (12 %2)
gastrula tardia I11: el blastoporo oval se esta cerrando, (13 -) blastoporo con una hendidura; las lineas de
la placa neural no se distinguen, (13) neurula temprana I: el blastoporo es una hendidura vertical
estrecha; una hendidura en la linea media de la placa neural; las lineas divisoria de las placas neurales a
penas son notorias, pero los pliegues neurales todavia no estan por encima de la superficie del embridn;
el lado dorsal esta ligeramente aplanado.

Figura 11.

(14) neurula temprana I1: la placa neural es amplia. Los pliegues neurales son notorios y comienzan a
levantarse por encima de la superficie en la region de la cabeza. El embridn esta ligeramente alargado,
(15) neurula temprana I11: la placa neural tiene una forma de escudo. Los pliegues neurales se han
elevado y bordean a las regiones de la placa neural, (16) neurula media: los pliegues neurales se hacen
mas altos, la region espinal de las hendiduras de la placa neural y la placa en total empiezan a hundirse,
(17) nerula tardia I: los pliegues neurales son mas altos, especialmente en la regién de la cabeza; con una
estreches posterior y profundizacion de la placa neural, en las regiones de la cabeza y espinal. Surco
hiomandibular limita el arco mandibular y es apenas aparente. Empieza la segmentacion del material del
mesodermo. Hay 2 pares de somitas, (18) neurula tardia 1l: la placa neural esta profundamente hundida.
Los pliegues neurales se empiezan a cerrar y estan especialmente altos en la region de la cabeza, donde
tres ligeros bultos correspondientes a las vesiculas del cerebro estan delineada. Los pliegues neurales de
la region espinal estan casi en contacto el surco hiomandiular esta mas marcado. Hay 2 pares de somitas,
(19) neurula tardia I1: los pliegues neurales estan en contacto pero no se han fusionado adn, la curvatura
del cerebro es bastante distintiva de perfil, las vesiculas del cerebro anterior, medio y posterior también
son distintas. El abultamiento de las vesiculas Opticas esta delineado, el surco mandibular es mas
profundo, hay dos pares de somitas, (20) neurula tardia I1V: los pliegues neurales estan fusionados en la
region espinal; en la region cerebral s6lo hay contacto, las vesiculas dpticas son distintas y se estan
volviendo més grandes. Aparecen surcos en el ectodermo a nivel del cerebro posterior un ligero
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abultamiento marca la futura region de las agallas. El arco mandibular se vuelve prominente y cuatro
pares de somitas estan presentes, (21) los pliegues neurales estan completamente fusionados, el limite
posterior de la region de las agallas es mas claro, el pronefros es visible como un muy ligero
abultamiento y 4 pares de somitas estan presentes. el lado ventral del embrion se encuentra ligeramente
céncavo. La region de la cabeza se curva hacia abajo desde el arco mandibular, el lado dorsal forma un
semicirculo, las curvaturas occipital y parietal del cerebro son aparentes, (22) la region de las agallas y el
pronefros son mas claros la yema de la cola se marca ligeramente y de 5 a 6 pares de somitas estan
presentes. El lado ventral del embridn se vuelve mas concavo, conforme la curvatura de la cabeza se
incrementa hacia abajo.

Figura 12.

(23) el primordio del oido se marca como una depresion profunda en el ectodermo en la regién por
encima del futuro arco oideo. En la region dorsal del abultamiento de las agallas el surco hiobranquial
aparece delineando los limites entre el arco ioideo y el primer arco branquial, (24) el foso del oido es
mas claro. El surco hiobraquial se continua alargando centralmente. El abultamiento pronefrico esta
claramente delineado y ambos, el pronefro y el comienzo del ducto pronefrico son claramente visibles. 8
0 9 pares de somitas estan presentes, (25) el abultamiento de las agallas continua y el surco hiobranquial
comienza alargarse. El primer surco branquial aparece ligeramente delineado en la region dorsal del
abultamiento de las agallas. la yema de la cola es aln pequefia; 9 pares de somitas estan presentes. El
cuerpo del embrién continta alargandose; el lado ventral es mas concavo, la curvatura de la cabeza hacia
abajo se incrementa, (26) el foso del oido es claramente distinto, el primer surco branquial es méas largo y
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mas marcado. la region de las agallas es grande con un abultamiento delineado claro, la parte mas alta de
este abultamiento esta acentuada por un surco profundo formado entre este y el pronefros en desarrollo.
El ducto pronefrico es visible a traves de 6 somitas. el primordio del érgano olfatorio aparece como un
tubérculo en la parte anterior de la cabeza. la yema de la cola gradualmente se agranda. El cuerpo del
embridn se estira. Hay de 10 a 11 pares de somitas, (27) el surco branquial aparece ligeramente en la
parte dorsal del abultamiento agallal. 12 pares de somitas estan presentes, (28) el cuerpo del embridn se
sigue aumentado y se alcanza la maxima curvatura hacia debajo de la cabeza. El foso olfatorio esta
claramente delineado enfrente del ojo y 14 pares de somitas estan presentes, (29) el cuerpo del embrion
empieza a enderezarse visible s6lo por una curvatura menor de la cabeza. La yema de la cola se
engrandece. 16 pares de somitas estan presentes, (30) la cabeza continla enderezandose y la curvatura
dorsal se reduce. El cuerpo se alarga y la yema de la cola también. El pliegue de la aleta aparece por
primera vez el pliegue de la aleta dorsal aparece en la somita 14.
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Figura 13.

(31) hay 19 pares de somitas. Un surco aparece en la region de los primordios oculares. El tercer surco
branquial es aparente en la parte dorsal de la region de las agallas. El pliegue de la aleta dorsal empieza
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en la somita 2, (32 ) hay 20 pares de somitas, la aleta dorsal aparece en la somita 10, (33) hay de 21 a 22
pares de somitas . La aleta dorsal empieza en la somita 8, (34) hay de 24 a 25 pares de somitas. La aleta
dorsal empieza en la somita 7, (35) a partir de esta etapa el eje corporal desde el cerebro posterior hasta
la base de la cola es muy recto. 3 agallas externas se muestran como nddulos en la superficie del
abultamiento de las agallas. La linea lateral alcanza a la 6° somita. La aleta dorsal empieza en la 5°
somita. Los primeros cromatoforos aparecen; la pulsacion del corazon empieza. Las somitas ahora son
dificiles de contar.
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Figura 14.

(36) las agallas externas son pequefios brotes directamente al lado del surco de las agallas, (37) las
agallas se alargan y se empujan ventro-posteriormente. Aun no son visibles las yemas de las
extremidades, (38) los brotes de los filamentos aparecen como dos nédulos en cada agalla. EI primordio
del opérculo es visible como un pliegue sobre el arco ioideo. Ninguno de los dos rudimentos del
opérculo alcanzan la linea media. Las yemas de las extremidades estan ligeramente marcadas, (39) la
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primera agalla tiene dos pares de brotes de filamentos; la segunda y la tercera tienen 3 pares cada uno.
las agallas cubren las yemas de las extremidades. Ambos rudimentos del opérculo se aproximan a la
linea media. Los angulos de la boca empiezan a mostrarse, (40) las agallas son grande y el nUmero de
filamentos se incrementa. en la 1° agalla hay 4 pares en la 2° y 3° hay 6 0 7. Los rudimentos del opérculo
se unen en la linea media. los angulos de la boca estan mascados mas claramente. Las yemas de las
extremidades se empiezan a desarrollar.
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Figura 15.

(41) las agallas contintan elongandose. EI nimero de filamentos se incrementa y se vuelven mas grandes
la boca esta delineada claramente. La segunda linea lateral corre a través del flanco hacia la yema de la
extremidad y la rodea en su lado ventral. Las yemas de las extremidades anteriores siguen aun pequefas.
La eclosion comienza,

(42) las agallas se extienden més alla de las yemas de las extremidades anteriores. La boca esta
completamente delineada pero no se ha roto todavia,

(43) la boca esta completamente abierta,
(44) ajolote recién eclosionado.
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APENDICE Il. Tipos de malformaciones.

Curvamiento de cola

Figura 17. Organismo recién eclosionado
de A. mexicanum en posicion dorsal con
curvamiento de cola.

Figura 16. Organismo recién eclosionado de A.
mexicanum con un curvamiento en espina dorsal.
La flecha indica la desviacion.

Figura 18. Organismo recién eclosionado de A.
mexicanum en posicion ventral, en el cual se
aprecia un curvamiento de cola.
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Ausencia de cola

Figura 19. Organismo recién eclosionado de A. mexicanum con
ausencia de cola. La flecha indica el lugar de la anomalia.
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Edemas

Figura 20. Embrion de A. mexicanum. En la parte ventral
del organismo se observa una gran porcion de tejido
inflamado, por lo que se considera edema.

Figura 21. Embrion de A. mexicanum. Se observa la
presencia de liquido en las porciones costales del cuerpo.
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Multiples anomalias

Figura 22. Embrion de A. mexicanum. Se aprecian
multiples malformaciones en el cuerpo (edemas y
ausencia de desarrollo).
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APENDICE IIl. Fotografias de desarrollo incompleto en embriones de Ambystoma mexicanum.

Figura 23. Embrion de A. mexicanum, expuesto a amonio a una concentracion de 0.25
mg/l. El altimo estadio de desarrollo que alcanzo fue el 16. La flecha indica la posicion
de los pliegues neurales, los cuales se ven més altos y por lo tanto son caracteristicos del

estadio.

Figura 24. Embrion de A. mexicanum. El Gltimo estadio de desarrollo que
alcanzo fue el 36. La flecha indica los brotes de las branquias.
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APENDICE IV. Las longitudes de los organismos eclosionados en cada experimento se presentan en las tablas 5 a 11.

Tabla 5. Valores de longitud en el primer experimento con concentraciones de 0.1 mg/l de amonio, 0.1 mg/l de nitritoy 0.1 mg/l de
nitrato.

NUm. de Experimento | Testigo 1 Testigo | Testigo | Experimento | Nitrito | nitrito | nitrito | Experimento. | Nitrato 1 Nitrato | Nitrato 3 Experimento. | Amonio | Amonio | Amonio
organismos | testigo 2 3 nitrito 1 2 3 nitrato 2 Amonio 1 2 3

1 14.86 15.1 145 15.24 14.25 13.87 1474 | 1485 | 1242 13.6 13.49 14.05 14.02 13.93 12.81 12.56
2 13.94 15.53 15.26 14.29 14.23 14.79 1478 | 14.12 | 12.07 13.94 14.69 13.93 13.73 12.91 13.69 12.3
3 14.85 15.57 13.96 14.01 15.07 14 1488 | 14.79 | 13.94 14.6 14.64 14.72 13.87 13.82 13.54 12.38
4 144 15.67 15.24 16 13.75 12.74 1542 | 1441 | 141 13.84 1411 13.83 13.93 13.7 13.31 13.09
5 14.16 15.47 15.3 14.62 13.72 13.54 1439 | 145 14.33 149 14,06 15.9 135 14.49 13.55 11.51
6 13.81 14.84 14.06 14.56 115 14.41 1451 | 1385 | 145 14.69 14.58 15.13 13.89 13.25 14.03 12.3
7 14.12 15.88 14.59 12.74 12.78 134 1495 | 14.43 | 13.17 14.87 14.14 15.48 13.96 13.47 14.2 12

8 15.21 15.2 14.58 13.98 14.55 13.53 16.32 | 16.06 | 15.28 14.27 14.36 14.99 14.16 14.2 134 11.91
9 14.54 15.06 14.05 14.88 13.7 13.05 1534 | 1439 | 14.89 13.7 15.17 14.34 13.89 13.91 13.09 12.39
10 14.75 14.09 14.72 14.78 15.08 12.65 1446 | 14.66 143 14.6 14.98 143 14.35 13.21 12.58
11 15.48 15.82 1451 13.58 14.61 14.38 15.05 | 144 14.79 14.06 14.33 141 13.53 14.05 11.81
12 15.44 15.61 15.65 14.6 13.34 135 15.36 | 15.8 14.48 14.52 15.06 14.29 13.58 134 12.14
13 14.67 155 14.75 14.29 16.21 14.54 15.06 | 15.02 15.08 12.37 14.56 13.82 14.46 134 12.21
14 14.33 14.63 13.94 13.48 15.24 14.16 15.04 14.99 14.09 13.73 14.48 13.32

15 14.28 15.65 14.75 15.81 148 13.29 13.81 14 12,10 141 14.12 13.85

16 14.47 1471 15.43 14.45 14.29 14.27 15.55 14.95 15.56 13.66 13.94 13.25

17 148 15.43 14.36 15.19 1451 13.52 16.08 13.27 1411

18 15.1 15.85 15.49 154 13 14.98 13.99 13.39

19 14.87 14.62 13.93 16.05 13.87 13.24

20 1411 14.36 13.7 15.65 13.33
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Tabla 6. Valores de longitud en el segundo experimento con concentraciones de 0.2 mg/l de amonio, 0.2 mg/l de nitritoy 0.3 mg/l de

nitrato.
NUm. de Experimento Testigo | Testigo | Testigo | Experimento | Nitrito | nitrito nitrito Experimento. | Nitrato | Nitrato | Nitrato | Experimento. | Amonio | Amonio | Amonio
organismos testigo 1 2 3 nitrito 1 2 3 nitrato 1 2 3 Amonio 1 2 3
1128 141 14.01 14.66 13.16 12.83 13.14 13.78 13.49 13.36 11.86 11.58 13.32 14.08 13.32
2 | 13.05 14.16 13.88 12.08 12.74 14.56 14.04 12.81 13.13 12.86 12.69 13.15 12.73 13.49 12.33
3 | 14.63 14.59 13.85 13.74 13.2 12.32 11.27 12.78 13.94 11.83 13.75 13.13 13.09 12.54 12.77
4 | 15.28 14.19 14.52 12.22 13.66 11.87 125 13.03 14.23 13.55 11.87 12.16 12.84 11.17 111
5] 1431 13.75 14.14 14.01 13.83 12.06 12.54 12.68 14.09 13.92 12.73 12.14 13.23 13.88
6 | 145 14.01 13.91 13.59 14.14 13.56 11.9 12.24 13.37 10.79 11.94 12.59 12.72 12.37
7| 1441 14.18 14.42 13.16 10.59 12.16 11.18 12.88 12.18 14.89 13.52 13.03 12.9 10.89
8 | 144 14.38 15.12 13.19 12.8 13.26 12.71 14.58 12.01 12.45 144 13.2 12.71 12.84
9 | 14.16 13.9 14.35 13.05 13.61 13.62 13.24 11.54 13.55 13.83 12.37 12.19 13.6
10 | 14.38 12.7 13.89 13.05 13.98 12.02 13.57 12.63 11.38 12.08 12.75
11 | 14.09 14.36 12.97 14.16 11.95 13.06 13.07 11.71 13.26 14.26 135
12 | 14.38 14.21 14,57 13.45 14.07 124 13.33 14.35 13.6
13 | 14.29 14.57 14.43 12.38 1431 12.86
14 | 14.33 13.68 14.36 11.86 12.29
15 | 1457 14.32 13.6 12.32
16 | 14.74 13.24 13.55
17 | 14.59 12.93
18 | 13
19
20
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Tabla 7. Valores de longitud en el tercer experimento con concentraciones de 0.25 mg/l de amonio, 0.25 mg/l de nitritoy 0.5 mg/l de

nitrato.
Ndm. de Experimento | Testigo | Testigo | Testigo | Experimento | Nitrito | nitrito nitrito Experimento | Nitrato | Nitrato | Nitrato | Experimento | Amonio | Amonio 2 Amonio
organismos | Testigo 1 2 3 nitrito 1 2 3 nitrato 1 2 3 Amonio 1 3
1 12.82 12.02 12.66 13.93 13.7 145 14.54 14.89 15.04 14.94 14.16 9.91 9.46 12.2 12.21
124
2 14.35 12.44 12.6 13.61 12.84 15.11 13 14.75 15.43 14.13 14.04 10.6 8.94 12.89 12.72
12.2
3 12.76 12.58 13.46 12.29 12.28 12.98 14.1 14.57 13.88 16.05 10.29 13.82 124
124
4 14.19 12.17 13.44 11.48 14.75 15.94 14.97 14.65 11.34 12.33 13.36
11.89
5 13.95 12.67 13 12.47 14.63 14.83 15.1 15.04 11.63
12.8
6 14.34 11.76 12.44 14.13 15.98 14.74 14.93
12.9
7 12.85 11.38 11.67 14.97 15.21 14.09
13.02
8 145 12.87 13.74 14.77 14.96 15.53
12.26
9 13.7 12.48 12.84 14.32 15.96 15.19
12.21
10 14.6 12.17 14.6 14.05 15.07 15.38
12.73
11 13.49 11.45 13.27 14.93 14.54 13.56
13
12 12.8 12,29 13.2 13.96 15.08 15.94
12
13 13.02 12.7 12.7 15.11 14.09 13.99
12.06
14 14.25 12.52 13.37 15.87 15.72 15.48
13.1
15 12.89 12.44 13.98 14.23 15.08
12.65
16 124 15.18 15.03 13.58
134
17 13.79 15.18 15.04
11.98
18 13.75 15.37 15.1
19 14.96 15.21 14.97
20 15.24 15.38 14.02
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Tabla 8. Valores de longitud en el cuarto experimento con concentraciones de 0.3 mg/l de amonio, 0.3 mg/l de nitritoy 2 mg/l de

nitrato.
NUm. de Experimento Testigo | Testigo | Testigo | Experimento | Nitrito | nitrito nitrito Experimento | Nitrato | Nitrato | Nitrato | E. Amonio | Amonio | Amonio
0rganismos testigo 1 2 3 nitrito 1 2 3 nitrato 1 2 3 Amonio 1 2 3
1 14.66 12.26 13.2 1352 | 11.71 10.55 12.68 11.96 13.17 11.21 124 12.92 11.37 12.02 11.45 11.64
2 12.08 12.67 11.74 12.17 | 9.91 9.92 10.09 12.56 12.64 13.3 11.9 12.95 11.35 11.76 12.19 11.57
3 13.74 12.89 12.08 12,59 | 10.13 9.8 12.23 11.52 11.99 121 12.2 12.18 9.92 11.65 11.94
4 12.22 12.81 12.46 12.96 | 10.76 11.89 12.24 11.8 11 13.05 11.82 12.36 12.74 1095
5 14.01 13.11 11.71 13.67 | 11.58 12.69 11.28 10.77 13.14 12.55 10.81 10.95
6 13.59 13.13 13.3 10.95 | 10.49 12.15 11.69 11.46 17.49 13.02 12.58 1351
7 13.16 12.91 10.73 12.18 | 1041 10.02 9.54 11.03 13.19 12.86 13.43
8 13.19 13.43 10.1 13.68 | 11.15 12.24 10.9 13.07 12.8 13.63
9 13.05 13.65 13.26 11.25 | 11.89 12.18 13.13 9.74 11.58
10 13.05 13.82 13.3 14.09 | 10.67 11.94 12.66 12.96
11 14.16 13.18 13.17 12.71 13.85 11.52
12 14.57 13 1291 11.93 13.21 13.37
13 14.43 13.27 13.85 12.54 12.2 13.09
14 14.36 11.93 12 11.79 12.33 11.58
15 13.6 12.3 12.55 10.85 13.93
16 10.79 12.48 1341 11.67 135
17 13.44 13.32
18 12.46
19
20

57



Tabla 9. Valores de longitud en el quinto experimento con concentraciones de 0.35 mg/l de amonio, 0.35 mg/l de nitritoy 4 mg/l de
nitrato.

NUm. de Experimento | Testigo 1 Testigo | Testigo | Experimento | Nitrito | nitrito nitrito Experimento | Nitrato | Nitrato | Nitrato | Experimento | Amonio | Amonio | Amonio
organismos | testigo 2 3 Nitrito 1 2 3 nitrato 1 2 3 amonio 1 2 3

1 13.94 1351 13.59 1445 | 12.23 1341 11.45 11.8 13.56 12.14 12.62 12.62 12.47 11.08

2 13.46 13.37 13.59 13.86 | 11.61 10.79 11.91 115 11.92 11.52 10.45

3 13.11 13.09 11.84 12.24 | 11.45 11.01 11.37 11.45 13.48 11.23 12.33

4 12.43 12 12.84 12.1 | 13.03 9.8 11.83 12.04

5 145 13.81 13.17 11.79 | 10.53 11.88 11.88

6 14.15 12.6 11.92 11.64 | 12.03 10.87

7 13.67 14.15 13.12 12.13 9.95

8 13.85 11.75 13.04 13.64

9 13.83 12.05 13.01 11.08

10 13.98 12.8 13.65 12.99

11 1341 12.23 13.91 11.02

12 12.33 124 14.15 11.36

13 13.79 13.15 13.59 12.38

14 13.22 13.23 12.55 12.7

15 13.13 13.94 13.01 12.97

16 13.12 13.49 13.87 11.55

17 12.81 13.24 13.25

18 12.54 13.65 13.74

19 13.8 13.95

20
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Tabla 10. Valores de longitud en el sexto experimento con concentraciones de 0.5 mg/l de amonio, 0.5 mg/l de nitritoy 5 mg/l de

nitrato.
NUm. de Experimento | Testigo | Testigo | Testigo | Experimento | Nitrito nitrito nitrito Experimento | Nitrato | Nitrato | Nitrato | Experimento | Amonio | Amonio | Amonio
organismos testigo 1 2 3 nitrito 1 2 3 nitrato 1 2 3 amonio 1 2 3
1| 15.12 15.46 141 15.83 11.75 10.36 11.06 10.04 11.45
2 | 1451 14.86 15.09 143 11.05 10.84 13.57
3| 1449 13.85 16.18 14.68 121
4 | 1443 14.35 14.19 16.04 10.11
5 | 14.87 15.47 15.65 15.34 131
6 | 15.01 15.51 15.07 14.52 12.04
7 | 14.39 14.97 14.28 14.58 12.01
8 | 15 14.63 14.38 149
9 | 1348 14.36 12.47 14.84
10 | 12.7 148 14.55 141
11 | 12.52 125 15.01 15.28
12 | 1459 13.67 14.59 14.09
13 | 13.68 12.87 13.05 13.18
14 | 13.08 148 14.88
15 | 14.44 13.33 13.3
16 | 15.02 13.35
17 | 13.97
18
19
20
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Tabla 11. Valores de longitud en el séptimo experimento con concentraciones de 7 mg/l de nitrato.

NUm. de organismos Experimento testigo Testigo 1 Testigo 2 Testigo 3 E_xperimento Nitrato 1 Nitrato 2 Nitrato 3
1 13.08 14.24 14.21 1411 Tl()t.rgto 10.96 10.19
2 14.18 14.15 13.89 14.82 | 10.37 11.65
3 15.06 14.13 13.35 14.44 | 10.99
4 14.15 14.58 14.82 15.11 | 9.15
5 13.67 13.82 13.8 13.99
6 13.74 13.21 14.04 13.45
7 14.13 13.92 15.07 12.72
8 13.54 1341 13.97 15.04
9 13.79 13.8 13.49 145

10 11.25 13.73 13.25 14.08
11 14.44 12.56 125 148
12 13.83 12.32 15.01 14.56
13 9.96 14.03 13.66 14.98
14 12.57 12.85 13.7 14.54
15 14.18 14.41 12.85 14.43
16 15.54

17 1251

18 13.8

19

20
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APENDICE V. En esta seccion ( Tabla 12) se presentan los datos utilizados para la realizacion del andlisis estadistico. Es importante destacar que se
utilizaron los valores de nimero de supervivientes y el promedio de la longitud en cada recipiente de cada lote experimental. Ademas se debe mencionar
que los datos de supervivencia se transformaron a datos de arcoseno de la raiz del valor (es decir se obtuvo el arcoseno de la raiz de por ejemplo 19
organismos eclosionados) y los datos de longitud promedio de cada recipiente se transformaron a datos de log.

Tabla 12. Datos utilizados para la realizacion del analisis estadistico.

tratamientos | concentracion | SUPERVIVENCIA | LONGITUD tratamientos | concentracién | SUPERVIVENCIA | LONGITUD
control 0.1 1.57079633 | 1.16463535 nitrito 0.1 1.57079633 | 1.15535122
control 0.1 1.24904577 | 1.18502247 nitrito 0.1 1.57079633 | 1.13714831
control 0.1 1.17309691 | 1.16688265 nitrito 0.1 1.57079633 | 1.17958051
control 0.1 1.24904577 | 1.16301221 nitrito 0.1 0.93774449 | 1.16772621
control 0.2 1.24904577 | 1.15281475 nitrito 0.2 0.88607712 | 1.11702258
control 0.2 0.93774449 | 1.14702953 nitrito 0.2 0.83548187 | 1.10881094
control 0.2 1.17309691 | 1.14614628 nitrito 0.2 0.93774449 1.1051432
control 0.2 1.10714872 | 1.13317951 nitrito 0.2 0.88607712 | 1.10568046
control 0.25 1.17309691 | 1.09793068 nitrito 0.25 0.39769942 | 1.12308905
control 0.25 1.04719755 | 1.13462329 nitrito 0.25 0.32175055 | 1.12287092
control 0.25 1.10714872 | 1.06081584 nitrito 0.25 0.52359878 | 1.11951982
control 0.25 0.99115659 | 1.11629932 nitrito 0.25 0.39769942 | 1.13054818
control 0.3 110714872 | 1.12763114 nitrito 0.3 0.78539816 | 1.03622954
control 0.3 0.73531445 | 1.11252615 nitrito 0.3 0.78539816 | 1.05453645
control 0.3 1.57079633 | 1.09797033 nitrito 0.3 0.6847192 | 1.05427782
control 0.3 1.10714872 | 1.09374991 nitrito 0.3 0.63305184 | 1.06392281
control 0.35 1.24904577 | 1.12723082 nitrito 0.35 0.57963974 | 1.07237246
control 0.35 1.34528292 | 1.11615315 nitrito 0.35 0.63305184 | 1.04537887
control 0.35 1.10714872 | 1.11985362 nitrito 0.35 0.52359878 1.0677402
control 0.35 1.34528292 | 1.09935346 nitrito 0.35 0.46364761 | 1.06809305
control 0.5 1.17309691 1.1521084 nitrito 0.5 0.63305184 | 1.06956239
control 0.5 0.93774449 | 1.15859443 nitrito 0.5 0.22551341 | 1.01535976
control 0.5 1.10714872 | 1.15777776 nitrito 0.5 0 0
control 0.5 1.04719755 | 1.16605496 nitrito 0.5 0.32175055 | 1.03941412
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Continuacion de la tabla 12. Datos utilizados para la realizacion del analisis estadistico.

tratamientos | concentracion | SUPERVIVENCIA | LONGITUD tratamientos | concentracién | SUPERVIVENCIA | LONGITUD
control 0.1 1.57079633 | 1.16463535 nitrito 0.1 1.57079633 | 1.15535122
control 0.1 1.24904577 | 1.18502247 nitrito 0.1 1.57079633 | 1.13714831
control 0.1 1.17309691 | 1.16688265 nitrito 0.1 1.57079633 | 1.17958051
control 0.1 1.24904577 | 1.16301221 nitrito 0.1 0.93774449 | 1.16772621
control 0.2 1.24904577 | 1.15281475 nitrito 0.2 0.88607712 | 1.11702258
control 0.2 0.93774449 | 1.14702953 nitrito 0.2 0.83548187 | 1.10881094
control 0.2 1.17309691 | 1.14614628 nitrito 0.2 0.93774449 1.1051432
control 0.2 1.10714872 | 1.13317951 nitrito 0.2 0.88607712 | 1.10568046
control 0.25 1.17309691 | 1.09793068 nitrito 0.25 0.39769942 | 1.12308905
control 0.25 1.04719755 | 1.13462329 nitrito 0.25 0.32175055 | 1.12287092
control 0.25 1.10714872 | 1.06081584 nitrito 0.25 0.52359878 | 1.11951982
control 0.25 0.99115659 | 1.11629932 nitrito 0.25 0.39769942 | 1.13054818
control 0.3 1.10714872 | 1.12763114 nitrito 0.3 0.78539816 | 1.03622954
control 0.3 0.73531445 | 1.11252615 nitrito 0.3 0.78539816 | 1.05453645
control 0.3 1.57079633 | 1.09797033 nitrito 0.3 0.6847192 | 1.05427782
control 0.3 1.10714872 | 1.09374991 nitrito 0.3 0.63305184 | 1.06392281
control 0.35 1.24904577 | 1.12723082 nitrito 0.35 0.57963974 | 1.07237246
control 0.35 1.34528292 | 1.11615315 nitrito 0.35 0.63305184 | 1.04537887
control 0.35 1.10714872 | 1.11985362 nitrito 0.35 0.52359878 1.0677402
control 0.35 1.34528292 | 1.09935346 nitrito 0.35 0.46364761 | 1.06809305
control 0.5 1.17309691 1.1521084 nitrito 0.5 0.63305184 | 1.06956239
control 0.5 0.93774449 | 1.15859443 nitrito 0.5 0.22551341 | 1.01535976
control 0.5 1.10714872 | 1.15777776 nitrito 0.5 0 0
control 0.5 1.04719755 | 1.16605496 nitrito 0.5 0.32175055 | 1.03941412
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Continuacion de la tabla 12. Datos utilizados para la realizacion del analisis estadistico.

tratamientos | concentracion | SUPERVIVENCIA | LONGITUD tratamientos | concentracién | SUPERVIVENCIA | LONGITUD
control 0.1 1.57079633 | 1.16463535 nitrito 0.1 1.57079633 | 1.15535122
control 0.1 1.24904577 | 1.18502247 nitrito 0.1 1.57079633 | 1.13714831
control 0.1 1.17309691 | 1.16688265 nitrito 0.1 1.57079633 | 1.17958051
control 0.1 1.24904577 | 1.16301221 nitrito 0.1 0.93774449 | 1.16772621
control 0.2 1.24904577 | 1.15281475 nitrito 0.2 0.88607712 | 1.11702258
control 0.2 0.93774449 | 1.14702953 nitrito 0.2 0.83548187 | 1.10881094
control 0.2 1.17309691 | 1.14614628 nitrito 0.2 0.93774449 1.1051432
control 0.2 1.10714872 | 1.13317951 nitrito 0.2 0.88607712 | 1.10568046
control 0.25 1.17309691 | 1.09793068 nitrito 0.25 0.39769942 | 1.12308905
control 0.25 1.04719755 | 1.13462329 nitrito 0.25 0.32175055 | 1.12287092
control 0.25 1.10714872 | 1.06081584 nitrito 0.25 0.52359878 | 1.11951982
control 0.25 0.99115659 | 1.11629932 nitrito 0.25 0.39769942 | 1.13054818
control 0.3 1.10714872 | 1.12763114 nitrito 0.3 0.78539816 | 1.03622954
control 0.3 0.73531445 | 1.11252615 nitrito 0.3 0.78539816 | 1.05453645
control 0.3 1.57079633 | 1.09797033 nitrito 0.3 0.6847192 | 1.05427782
control 0.3 1.10714872 | 1.09374991 nitrito 0.3 0.63305184 | 1.06392281
control 0.35 1.24904577 | 1.12723082 nitrito 0.35 0.57963974 | 1.07237246
control 0.35 1.34528292 | 1.11615315 nitrito 0.35 0.63305184 | 1.04537887
control 0.35 1.10714872 | 1.11985362 nitrito 0.35 0.52359878 1.0677402
control 0.35 1.34528292 | 1.09935346 nitrito 0.35 0.46364761 | 1.06809305
control 0.5 1.17309691 1.1521084 nitrito 0.5 0.63305184 | 1.06956239
control 0.5 0.93774449 | 1.15859443 nitrito 0.5 0.22551341 | 1.01535976
control 0.5 1.10714872 | 1.15777776 nitrito 0.5 0 0
control 0.5 1.04719755 | 1.16605496 nitrito 0.5 0.32175055 | 1.03941412

63



Continuacion de la tabla 12. Datos utilizados para la realizacion del analisis estadistico.

tratamientos | concentracion | SUPERVIVENCIA | LONGITUD tratamientos | concentracion | SUPERVIVENCIA | LONGITUD
amonio 0.1 1.10714872 | 1.14408749 nitrato 0.1 0.73531445 | 1.14162394
amonio 0.1 1.34528292 | 1.14164777 nitrato 0.1 1.10714872 1.159492
amonio 0.1 1.57079633 | 1.13060713 nitrato 0.1 1.04719755 | 1.11836649
amonio 0.1 0.93774449 | 1.08794515 nitrato 0.1 1.10714872 | 1.14017402
amonio 0.2 0.6847192 | 1.11201817 nitrato 0.3 0.73531445 | 1.12490254
amonio 0.2 0 0 nitrato 0.3 0.88607712 | 1.11240948
amonio 0.2 0.73531445 1.1059263 nitrato 0.3 0.99115659 | 1.11391949
amonio 0.2 0.46364761 | 1.09272064 nitrato 0.3 1.04719755 | 1.10378092
amonio 0.25 0.46364761 | 1.02263454 nitrato 0.5 1.57079633 | 1.16454616
amonio 0.25 0.32175055 | 0.96378783 nitrato 0.5 1.57079633 | 1.18015456
amonio 0.25 0.46364761 | 1.10754913 nitrato 0.5 1.57079633 | 1.16836488
amonio 0.25 0.52359878 | 1.09565744 nitrato 0.5 0.57963974 | 1.17060393
amonio 0.3 0.46364761 1.0548045 nitrato 2 1.10714872 | 1.11913212
amonio 0.3 0.32175055 | 1.07518185 nitrato 2 0.99115659 | 1.09229446
amonio 0.3 0.39769942 1.0705304 nitrato 2 0.57963974 | 1.07742847
amonio 0.3 0.46364761 2.4510761 nitrato 2 0.73531445 | 1.10079161
amonio 0.35 0.22551341 | 1.10105935 nitrato 4 0 0
amonio 0.35 0.39769942 | 1.07151381 nitrato 4 0 0
amonio 0.35 0.39769942 | 1.07003787 nitrato 4 0.39769942 | 1.11349769
amonio 0.35 0.22551341 | 1.04453976 nitrato 4 0.22551341 | 1.08421869
amonio 0.5 0 0 nitrato 5 0.22551341 | 1.00173371
amonio 0.5 0 0 nitrato 5 0 0
amonio 0.5 0 0 nitrato 5 0.32175055 | 1.09725731
amonio 0.5 0 0 nitrato 5 0 0
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