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RESUMEN

La contaminacion por nitrégeno en los ecosistemas acuaticos es un fendmeno recurrente
asociado a la aplicacién de fertilizantes nitrogenados en las actividades agricolas, asi como
al aporte de aguas residuales enriquecidas con materia organica y compuestos
nitrogenados. Las formas idnicas de nitrégeno inorganico mas comunes en los sistemas
acuaticos son el amonio (NH.), el nitrito (NO.) y el nitrato (NO,). Sin embargo, estos
compuestos en altas concentraciones pueden ejercer efectos toxicos que ponen en riesgo
el desarrollo, la reproduccion y la supervivencia de los organismos acuaticos. Este
incremento de los compuestos nitrogenados en los cuerpos de agua se considera como
una de las causas de mayor influencia en la disminucién global en las poblaciones de
anfibios. La elevada sensibilidad de estos organismos, en comparacién con otros
organismos acuaticos, obedece a diversos factores como su ciclo de vida bifasico (acuético
y terrestre), la elevada permeabilidad cutdnea que favorece las tasas de absorcion de
téxicos ambientales y la época reproductiva y/o de desarrollo de los organismos, lo cual
coincide con la aplicacion de agroquimicos, aunado a la baja tasa de movilidad, lo que

ocasiona impactos negativos en los organismos en su habitat.

En esta revision bibliografica se abord6 el comportamiento de los compuestos nitrogenados
en los sistemas acudticos continentales, ambientes relevantes como receptores de su
descarga y depdsito, y se analizaron los mecanismos de su toxicidad y los efectos adversos
que ocasionan en organismos de elevada sensibilidad como son los anfibios anuros vy
urodelos, haciendo énfasis en sus etapas de desarrollo embrionario y primeros estadios
larvales. Como estudio de caso se analiz6 la situacion del ajolote Ambystoma mexicanum,
especie catalogada en peligro de extincion sujeta a proteccion especial (NOM-059-2010) y
en estado critico de acuerdo con la Union Internacional Para la Conservacion de la
Naturaleza (IUCN). El estado critico de A. mexicanum obedece a la disminucion significativa
de la poblacion en su hébitat relacionada con el impacto de actividades humanas. En 1998
se reportaron 6000 individuos/km?, en 2004 se redujo significativamente a 1000
individuos/km?, en 2008 a 100 individuos/km? y en 2009 a tan sélo 0.001 individuos/km?. Se
ha estimado que de continuar esta tendencia se registraria la extincion total de la especie

en su habitat para el afio 2027.

Palabras clave: Ambystoma mexicanum, anfibios, toxicidad, amonio, nitrito, nitrato, estrés

redox, desarrollo embrionario.



INTRODUCCION

En las dltimas décadas se ha observado un incremento en la concentracion de
compuestos nitrogenados en los sistemas acuaticos continentales. Esto ha
ocasionado alteraciones en la movilidad del nitr6geno en estos ecosistemas y ha
repercutido en efectos adversos en la biota acuatica (Mosley et al., 2022; Meza-
Gonzales et al.,, 2022). Los anfibios son un grupo que ha sido ampliamente
estudiado por tener una elevada sensibilidad a los toxicos ambientales asociada a
su permeabilidad cutédnea, lo cual los hace méas vulnerables en los cuerpos de agua
impactados por numerosos contaminantes incluidos los compuestos nitrogenados
(Svartz et al., 2015; Taylor et al., 1999). Si bien se han reportado diversos estudios
sobre la toxicidad de los compuestos nitrogenados en anuros (Valencia-Castafieda
et al.,, 2019; Egea-Serrano y Tejeda, 2014; Ortiz-Santaliestra et al., 2010;
Krishnamurthy et al., 2008; Ortiz-Santaliestra et al., 2006; Smith et al, 2005; Ortiz et
al., 2004), son pocos los estudios publicados que abordan sus efectos toxicos en
las especies de urodelos (Mendoza, 2009; Griffis-Kyle et al, 2004; Marco et al.,
1999; Huey et al., 1980) y alin mas reducidos en el ajolote Ambystoma mexicanum,
urodelo endémico de la cuenca del Valle de México y considerada en peligro de
extincion en su habitat natural (Zambrano et al.,, 2010; Contreras et al., 2009;
Zambrano et al., 2007).

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es recopilar informacion reportada y realizar
una sintesis y descripcion de los efectos téxicos en anuros y urodelos de los
compuestos nitrogenados como contaminantes ubicuos en los sistemas acuaticos
continentales, por la exposicion cronica a condiciones ambientalmente relevantes
(concentraciones reportadas en los sistemas acuaticos dulceacuicolas). Con la
informacion obtenida se plantea evaluar si las condiciones actuales de la Zona
Lacustre de Xochimilco, habitat natural actual de A. mexicanum, son adecuadas

para garantizar la viabilidad y mantenimiento a largo plazo de sus poblaciones.

Para este trabajo se realizo una revision bibliografica utilizando las plataformas de

Scopus, Sciencedirect, Scholar Google y Google Academic. Los criterios de



seleccién se basaron en: a) las fuentes enddgenas y exégenas de los compuestos
nitrogenados en sistemas acuaticos, b) su accién téxica en anfibios considerando el
tiempo de exposicion (cronico), sus efectos subletales y los estadios de mayor
sensibilidad (etapas embrionario y larval), y c) la fecha de publicacion. El 55% del
total de articulos (222) son del 2010-2023, el 39% del 2001-2009 y solo el 6%
corresponden a articulos anteriores al afio 2000, los cuales se decidieron incorporar
debido a la relevancia de su contenido. De los articulos totales revisados (222), el
13% abordan aspectos sobre el ciclo del nitrégeno; el 25% integra informacion sobre
la excrecidn nitrogenada y el transporte celular del amonio, nitrito y nitrato, asi como
los mecanismos de toxicidad en organismos acuaticos dulceacuicolas; el 49%
abordan efectos adversos en los anfibios por la presencia de contaminantes en los
sistemas acuaticos dulceacuicolas y, el 13% son referentes al deterioro ambiental
de la Zona Lacustre de Xochimilco, México, sitio objeto de estudio.

En cuanto a la revision particular en anfibios (110), el 10% de los articulos abordan
la problematica a nivel mundial del declive de sus poblaciones; el 25% se centran
en el efecto téxico de los compuestos nitrogenados en anuros y urodelos en
sistemas dulceacuicolas y el 17% abordan los efectos adversos por otros
contaminantes; el 22% abarca informacion general sobre el desarrollo, ecologia,
desarrollo embrionario y factores que ocasionan el estrés oxidante celular, mientras
que el 26% aborda informacion acerca de la biologia y ecologia del ajolote
Ambystoma mexicanum. De los trabajos que abordan el efecto toxico de los
compuestos nitrogenados en anfibios, centrado en los primeros estadios del
desarrollo embrionario y larval (27), el 63% estudian el efecto toxico por la
exposicion individual a un compuesto nitrogenado (amonio, 0 nitrito o nitrato),
mientras que el 37% analizan los efectos de la mezcla de dos 0 mas compuestos
nitrogenados u otra variable de estrés. De éstos, el 93% de los estudios son
realizados bajo condiciones de laboratorio y sélo el 7% son realizados directamente
en el medio natural. Cabe resaltar que el 85% de los trabajos son realizados en

anuros y solo el 15% en urodelos, lo que evidencia a la vez la necesidad de



incrementar los estudios en especies de urodelos como Ambystoma mexicanum en

condiciones ambientalmente relevantes (Figura 1).

Aifio de publicacion de los articulos N (%)

Hasta 1999 2001-2009 2010-2023 Total
14 (6%) 74 (33%) 134 (61%) 222
Revision de articulos N (%)

totales
Ciclo del Nitrogeno. 29(13%)
Metabolismo, toxicidad y 55(25%)
excrecionde N.
Xochimilco. 28(13%)
Anfibios (temas diversos). | 110(49%) Exposicion crénica Anuros Urodelos

Total 222 de CN N (%) N (%)
— - Huevo 5(22%) 0

Revision de articulos de N (%) Larva 16 (70%) 2 (50%)

anfibios Huevo- Larva 2 (8%) 2 (50%)
Declive anfibios. 11 (10%) Total 23 4
Toxicidad de CN. 27(25%)
Toxucuda_d de 19(17%) Toxicidad N (%) Trabajo N (%)
Contaminantes (otros). ]
Otros (revisiones, 24(22%) de CN experimental
desarrollo embrionario, Individual 63% (17) Laboratorio 25(93%)
estrés oxidante). Mezcla 37% (10) Campo 2 (7%)
Ambystoma mexicanum. 29(26%) Total 27 Total 27

Total 110

Fig. 1. Sintesis de los articulos consultados en la revision bibliografica y teméaticas particulares.

La informacion obtenida fue integrada en dos capitulos: En el primer capitulo se

integra informacion sobre el origen y distribucion de los compuestos nitrogenados

en los sistemas acuaticos dulceacuicolas, asi como las diversas fuentes que han

incrementado sus concentraciones en los Ultimos afos. También se aborda la

problematica de la Zona Lacustre de Xochimilco como estudio de caso, para

identificar las principales causas de su deterioro y la situacion en particular del

ajolote Ambystoma mexicanum. En el segundo capitulo se recopila informacion

sobre los mecanismos de toxicidad de los compuestos nitrogenados en organismos

acuaticos dulceacuicolas, haciendo énfasis en los primeros estadios de desarrollo

de los anuros y urodelos, asi como en las alteraciones del estado redox celular y el




balance antioxidante, ya que se ha relacionado el estrés oxidante como una
condicion de estrés que subyace de la presencia de contaminantes en los sistemas

acuaticos.

CAPITULO I. COMPUESTOS NITROGENADOS Y SU PROBLEMATICA
POR CONTAMINACION EN LOS SISTEMAS DULCEACUICOLAS

1. Ciclo del nitrégeno

Ciclo biolégico del nitrégeno

NO3'

Desnitrificacion

Nitrificacion

Amonificacion

-0 o

o P ol e |\ N O e on

\._.;'\ Annamox ' Reduccién por
\ | asimilacién de nitrato

> NH4+

| FijaciondeN I
Sintesis 11
Glutamina

Sintesis 1t

Otros

aminoacidos
Protedlisis 1t \
Compuestos N
Proteinas heterociclicos

Asimilacién de amonio

Fig. 2. Esquema del Ciclo biolégico del nitrégeno (modificado de Bothe et al., 2006).

El nitrégeno (N2) es un elemento que se puede encontrar en la forma de moléculas
organicas, minerales, gases e iones moviles. Se ha estimado que representa hasta
un 78% de los gases atmosféricos, aunque se requiere pasar por un proceso de
fijacion (atmosférico o biologico) para que los organismos puedan utilizarlo (Nieder
y Benbi, 2008). El nitrogeno atmosférico pasa por distintas fases a través de la
actividad de microorganismos especificos (Tortora et al., 2016; Evert y Eichhorn,

2013) (Figura 2), las cuales se describen brevemente.



1.1 Amonificacién

La mayor parte del nitrégeno en los organismos se encuentra incorporado en las
moléculas organicas, principalmente en las proteinas. Durante el proceso de
descomposicion microbiana se liberan enzimas que descomponen proteinas y
aminoacidos, y los resultantes son transportados hacia el interior de las células
microbianas, en donde ocurre la amonificacion. El grupo amino de los aminoacidos
es removido y convertido en amonio (via ciclo del a-cetoglutarato) (Tortora et al.,
2016; Bothe et al., 2006).

1.2 Nitrificacion

La nitrificacion se lleva a cabo por la oxidacion del nitrdgeno en su forma de ion
amonio (NH4*) produciendo nitrato (NOs’). Estas reacciones son reguladas y
catalizadas por bacterias autotrofas nitrificantes de los géneros Nitrosomonas y
Nitrobacter (Tortora et al., 2016; Ferguson et al., 2007) (Figura 3).

A. Oxidacidn de amonio a nitrito B. Oxidacion de nitrito a nitrato

Nitrosomonas: NHa* — NO2 Nitrobacter: 2N02 + 02— 2 NOs
NO2 — NOsx
Fig. 3. Reaccion de nitrificacién en el ciclo del nitrégeno (Tortora et al., 2016).
1.3 Desnitrificacion
La desnitrificacion involucra la transformacion del nitrato (NO3) en nitrégeno
gaseoso (N2) y ocurre en diferentes fases (Figura 4). Todos los pasos dentro de esta
via metabdlica son catalizados por metaloenzimas (Tortora et al., 2016; Ambus y

Zechmeister, 2007).

(NO3) (NG;)  (NO) ~ (N0) (N2)
lon nitrato == lon nitrito =+ Oxido nitrico =+ Oxido nitroso = Nitrégeno gaseoso

Fig. 4. Reaccion de desnitrificacion en el ciclo del nitrégeno (Tortora et al., 2016).

La desnitrificacion usualmente ocurre en suelos anegados y sedimentos con poco
oxigeno disponible. Ante la ausencia de oxigeno como aceptor de electrones, las
bacterias desnitrificantes transforman los nitratos convirtiendo gran parte del nitrato

atil en gas nitrégeno (N2) (Tortora et al., 2016).



1.4 Oxidacion anaerobia del amonio a N2

Se han identificado otros microorganismos que intervienen en el ciclo global del
nitrégeno, las bacterias anammox (anaerobic ammonium oxidation). Estas bacterias
se encargan de oxidar el amonio (NH4*) a nitrégeno gaseoso (N2) utilizando los
iones de nitrito (NO2) como aceptor de electrones (Sanabria et al., 2009; Op den
Camp et al., 2007) (Figura 5).

NHs" + NO; = N2 + 2H,0

Fig. 5. Oxidacion de NH4* por el proceso de anammox en donde se utilizan los iones de nitrito NO2
como aceptor de electrones para producir N2 (Op den Camp et al., 2007).

1.5 Fijacion de nitrégeno

La fijacion biologica es realizada por los microorganismos conocidos como
diazétrofos, segun su funcion de vida libre o en asociacién en simbiosis. Durante
este proceso se reduce el gas nitrégeno (N2) a amonio (NH4*) por medio de un
complejo enzimatico llamado nitrogenasa (Canfield et al., 2010; Newton, 2007). En
un sistema lacustre la fijacion biolégica de nitrdgeno ocurre a través de la actividad
bacteriana y por las cianofitas, las cuales son componentes importantes en el ciclo

del nitr6geno de las aguas continentales (Galizia y Matsumura, 2011).

2. Compuestos nitrogenados en los sistemas acuaticos dulceacuicolas

Las formas ionicas de nitrégeno inorganico mas comunes en los ecosistemas
acuaticos son el amonio (NH4* y NHs), el nitrito (NO2) y el nitrato (NO3s) y se
encuentran tipicamente en bajas concentraciones (Mosley et al., 2022). La forma
guimica del amonio en el agua comprende dos especies: el amonio ionizado (NHa4")
y el amoniaco o amonio no ionizado (NHs3) el cual se combina con iones de

hidrégeno para producir el ion amonio NH4* (Nordin y Pommen, 2009).

Los compuestos nitrogenados se pueden encontrar de forma natural en los sistemas
acuaticos por distintas fuentes: deposicion atmosférica, escorrentia superficial y

subterranea, disolucion de depdsitos geoldgicos ricos en nitrégeno, descomposicion



biolégica de la materia organica y fijacion bioldgica del nitrdgeno que llevan a cabo
ciertos procariotas (Arana et al., 2017; Cervantes, 2009). Otra fuente biogénica es
el producto de la excrecion de amonio, caracteristica de organismos amoniotélicos
en sistemas acuaticos (i.e. peces, crustaceos, bivalvos, anfibios) (Dodson, 2005;
Wilkie, 2002). En el siguiente acapite, se amplia la informacion sobre la excrecion
nitrogenada de organismos amoniotélicos como fuente enddégena del amonio en los

sistemas acuaticos.

2.1 Excrecion nitrogenada en organismos acuaticos amoniotélicos

En los sistemas acuéticos de limitada circulacién y con una alta densidad de
especies, la falta de control puede incrementar la carga de materia organica y
compuestos nitrogenados (fundamentalmente amonio), debido a la excreciéon
nitrogenada y al aporte de heces en el sistema acuatico (Chaparro et al., 2020;
Zambrano e Hinojosa, 1999). La mayoria de los organismos acuaticos excretan del
80-90% de sus desechos nitrogenados como amoniaco o amonio (NHs, NH4") y el
resto como urea (CO(NH2)2) (Nelson y Cox, 2014; Wilkie, 2002). Se ha reportado
que mas del 80% del nitrégeno total (amonio + urea) es excretado por las branquias
de peces (Evans et al., 2005), en donde las moléculas de amonio (NH4*, NHs) y urea
se transportan a través de la capa lipidica de la membrana plasmatica, un proceso
de excrecién en gran parte pasivo en donde el amonio es excretado a través del
epitelio branquial por medio de un gradiente de difusion favorable de sangre > agua
(Weihrauch et al., 2009).

En el caso de los anfibios, durante las etapas larvales y en los adultos de especies
neoténicas, la excrecion de amonio se lleva a cabo a través de las branquias,
mientras que en anuros adultos completamente acuaticos como en Xenopus laevis,
se lleva a cabo a través de estructuras permeables cutaneas o “parches” (dorsales
y ventrales) (Cruz et al., 2013). Posterior a la metamorfosis y en la transicion
terrestre, el principal producto de excrecion en la mayoria de los anuros y urodelos

es la urea, a excepcion de algunas especies de anuros hilidos arboricolas del



género Phyllomedusa que son uricotélicos y presentan adaptaciones particulares

para la conservacion del agua (Wells, 2007).

El amonio es excretado como NH4* mediante la secrecion de H*. Este mecanismo
es facilitado por la excrecion de CO:z en la superficie apical de las branquias a través
del intercambio de la H*-ATPasa y el antiporte de Na*/H* (difusion facilitada), asi
como a través de la Na*/K*-ATPasa (transporte activo) en la superficie basolateral
(Ip Chew, 2010; Wilkie, 2002; Martinelle y Haggstrom, 1993) (Figura 6).

\ Agua dulce

Sangre

NH3 NH3 4<Rh@—> NH3 —
NH4" (K" NH4' (H") > NH4" «—
NHE2
NHE3
Na*

+ H- +
/’ 2 ATPas H
CO, »>CO,

Fig. 6. Mecanismos de excrecién de amonio (NH4*) y amoniaco (NH3) en organismos acuéticos
dulceacuicolas. Se incluye la participacion de las glicoproteinas Rhesus (Rhbg, Rhcg), de la
Na*/K*-ATPasa (NKA), el intercambiador 2 de Na*/H* (NHE2), el intercambiador 3 de Na*/H*

(NHE3) y la proton-ATPasa (H*- ATPasa) en la excrecion de amonio a través de las branquias de
peces de agua dulce (reproducido de Ip y Chew, 2010).

La produccién de amonio se lleva a cabo a nivel hepatico, aunque también puede
producirse en el musculo, intestino y estructuras renales (i.e. rifién), a través de
enzimas asociadas con el proceso de desaminacién de aminoacidos mediante el
ciclo del a-cetoglutarato (Wilkie, 2002). El grupo amino de los aminoacidos que
contiene nitrogeno es extraido por una reaccion de desaminacion para formar
amoniaco y acido piravico. Los grupos amino extraidos se canalizan mediante una
reaccion de transaminacion a la formacién de acido glutdmico, el cual puede ser
desaminado y producir amoniaco (NHs), siendo éste el producto final del

catabolismo de los aminoacidos (Hill, 2021) (Figura 7).
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Fig. 7. Ciclo del a-Cetoglutarato en donde se sefialan algunas vias del metabolismo de
aminoacidos para la produccion final de amoniaco (modificado de Hill, 2021).

El amoniaco (NHsz) puede moverse a través de proteinas llamadas “Proteinas
Rhesus” (Rh), ubicadas en las membranas branquiales. Este transporte es por
difusion pasiva, favorecido por el acople a transportadores de tipo activo que mueve
las moléculas de NH4* a través de la membrana, actuando en conjunto como un
metabolon favoreciendo la excrecion apical del amonio (Yan y Hwang, 2019; Ortiz
et al., 2011; Ip y Chew, 2010; Weihrauch et al., 2009; Wright y Wood, 2009; Ortiz et
al., 2006). Entre los grupos de la familia Rh se han identificado RhAG, RhBG y
RhCG que tienen la capacidad de transportar amoniaco y se encuentran presentes
en la mayoria de los vertebrados en las branquias. Se ha identificado que isoformas
de RhCG parecen tener la expresion de ARNm mas fuerte en las branquias, rifion y
la piel, mientras que el ARNm de RhBG esté distribuido ampliamente en el cerebro,
higado, musculo, bazo, rifién, eritrocitos y la piel (Wright y Wood, 2009).

El transporte del amonio (NH4*) y amoniaco (NHs) es regulado por células
denominadas ionocitos, las cuales participan en los mecanismos de intercambio
ionico en las células. Este tipo de células se han identificado en las branquias de
algunas especies modelo como el pez cebra (Danio rerio) y se han caracterizado
células ricas en Na*K*-ATPasa (HR) que se encargan de la captacion de Na*,

secrecion de H* y excrecion de NH4* (Yan y Hwang, 2019) (Figura 8).
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Fig. 8. lonocitos implicados en el transporte i6nico del amonio (NH4*) en el pez cebra (Danio rerio)
(reproducido de Yan y Hwang, 2019).

Estos mecanismos de excrecion del amonio (NH4* y NH3) también se han propuesto
en crustaceos dulceacuicolas (Weihrauch et al, 2008) y se postula que los mismos
mecanismos operan en anfibios acuéaticos dulceacuicolas (Méndez-Narvaez vy
Warkentin, 2022; Wells, 2007).

3. Efectos antrépicos en el Ciclo del Nitrégeno

Se ha reportado que, debido al incremento de las actividades antropicas durante las
Gltimas décadas, el ciclo global del nitrdgeno se encuentra en constante
modificacion por el incremento en su disponibilidad y movilidad en diferentes
regiones del planeta. A pesar de que el nitrégeno es vital para muchos procesos
ecolégicos, el incremento de sus concentraciones en adicion a sus fuentes naturales
ha ocasionado alteraciones en los ecosistemas con efectos adversos en la biota
acuatica (Mosley et al., 2022; Madigan et al. 2006).

Se han identificado diversas fuentes derivadas de las actividades humanas que
magnifican las concentraciones de los compuestos nitrogenados (amonio, nitrito y
nitrato): los aportes de fertilizantes quimicos (i.e. nitrato aménico y urea), los
residuos agricolas y ganaderos (amoniaco y nitrito) y los vertidos industriales y de
aguas residuales (amoniaco y nitrito) (Meza-Gonzales et al., 2022; Cervantes,

2009). Estos compuestos son transferidos por difusibn o por procesos de bio-
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perturbacién hacia las aguas subyacentes, modificando su distribucién en el medio
acuatico (Ferrara-Guerrero et al., 2014).

Los residuos de materia organica (MO) son otra fuente importante que incrementa
la concentracibn de los compuestos nitrogenados durante el proceso de
mineralizacion (proceso encargado de la descomposicion de MO depositada en la
capa superficial de los sedimentos), que realizan los microorganismos heterétrofos
(Figura 9).
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Fig. 9. Esquema del ciclo del nitrogeno y fuentes de contaminacién antropica que incrementan las
concentraciones de compuestos nitrogenados en los sistemas acuaticos (A) y alteran procesos
relacionados con el ciclo del nitrégeno (B) (reproduccién modificada de Elizondo-Salazar, 2006).

Se ha reportado que el incremento de las concentraciones de compuestos

nitrogenados en los sistemas acuaticos puede conducir a diversos problemas
ambientales:

e Disminucion del pH. Se acidifican los cuerpos de agua con la formacion de

compuestos como el didxido de nitrégeno (NO2), el 6xido de nitrégeno (NO)

y el amonio (NHs*). Los efectos por la acidificacion se observan en la

disminucion de la actividad fotosintética de algas planctonicas, pérdida de

especies de comunidades fitoplanctonicas y en la bioacumulacion de
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compuestos nitrogenados que conlleva a efectos téxicos en los organismos
acuaticos (Moiseenko, 2022; De Vries, 2021; Camargo y Alonso, 2007).

e Enriquecimiento y proliferacion de productores primarios (fitoplancton, algas
bentdnicas, macrofitas). Esto resulta en un problema de cambio tréfico como
la eutrofizacion, lo que a su vez conduce a un incremento de la biomasa,
disminucién de la transparencia del agua y de los niveles de oxigeno
(Moiseenko, 2022; De Vries, 2021; Arana et al., 2017).

e Toxicidad en organismos acudticos. La exposicion aguda a elevadas
concentraciones de compuestos nitrogenados ocasiona la mortalidad de los
organismos. No obstante, la exposicion cronica en bajas concentraciones
subletales ocasiona efectos adversos a diversos niveles como dafios en el
epitelio branquial, efectos neurotoxicos, estrés oxidante, represion del
sistema inmune, mayor susceptibilidad a enfermedades cuya Ultima instancia
afecta su desarrollo, reproduccion y supervivencia (De Vries, 2021; Morrissy
et al., 2021; Deng et al., 2017; Shinn et al., 2008).

4. Toxicidad de los compuestos nitrogenados en organismos acuaticos
dulceacuicolas.

Los organismos acudticos son altamente sensibles al efecto toxico de los
compuestos nitrogenados debido a que son incorporados facilmente al medio
interno a través de sus superficies permeables. En cuerpos de agua con elevadas
concentraciones de estos compuestos, las alteraciones registradas en el
crecimiento, reproduccion y supervivencia de las especies expuestas repercuten a
su vez en pérdida de la biodiversidad y alteraciones de la dinamica tréfica de los
ecosistemas (Valencia-Castafieda et al., 2019; Egea-Serrano et al., 2009; Ortiz et
al., 2004). Diversos estudios en organismos acuaticos demuestran que, en lo
general, la toxicidad de los compuestos nitrogenados es en el orden de amonio >
nitrito > nitrato (Daam et al., 2020; Kim et al., 2019; llha y Schiesari, 2014; Schram
et al., 2014; Mendoza, 2009).

4.1 Amonio (NHs*y NH3)
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Mas del 95% del amonio existe como NHa4* en el citosol y el plasma de organismos
acuaticos. Una vez en el plasma el amonio puede distribuirse a otras partes del
cuerpo y acumularse, afectando a distintos procesos celulares (Ip y Chew, 2010).
Se han identificado diversos efectos tdxicos en organismos acuéticos expuestos a
altas concentraciones de amonio en su medio ya que ambas formas quimicas (NHa4*
y NHz) al ingresar a las células pueden alterar el pH del citosol y/o de los organelos
y ocasionar un desbalance en los gradientes electroquimicos ocasionando dafio
oxidativo/nitrosativo. Este desbalance ionico conduce a una inhibicion de las
reacciones enzimaticas que modifica los procesos intracelulares como acidosis
progresiva, supresion del ciclo de Krebs, inhibicién en la produccién de ATP y una
inhibicion de los procesos de endocitosis y exocitosis (Xu et al., 2021; Park et al.,
2018; Chew e Ip, 2017; Nordin y Pommen, 2009; Randall y Tsui, 2002 Martinelle y
Héaggstrom, 1993)

Se han identificado diversos efectos toxicos en organismos acuaticos expuestos a
altas concentraciones de amonio en su medio, como dafo en el epitelio branquial,
disminucién del transporte de oxigeno en la sangre, disrupcion de la actividad
osmorreguladora, represion del sistema inmune con dafio en las células de tipo
excitables, particularmente en el corazoén, el cerebro y en distintos érganos vitales
(Xu et al., 2021; Chew e Ip, 2017; Camargo y Alonso, 2007). A nivel organismo, los
efectos adversos de ambas formas quimicas del amonio (NH4* y NHs) pueden
resultar en una disminucién en la actividad de busqueda de alimento, escape de
depredadores, en la reproduccion y supervivencia, reduciendo asi el tamafio de las
poblaciones silvestres de algunos animales acuéticos (Romano y Zeng, 2013; Ortiz-
Santaliestra et al., 2012 ; Ortiz-Santaliestra et al., 2010a; Cervantes, 2009).

4.2 Nitrito (NO2)

Los animales acuaticos tienen un alto riesgo de intoxicacion por el nitrito ya que
estos iones pueden ser incorporados a través de epitelios permeables (branquial
y/o cutaneo) y acumular este ion en el plasma de tejidos como branquias, higado,

el cerebro y los musculos (Kroupova et al., 2018). Estudios en peces, anfibios y
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crustaceos han revelado que la exposicion al nitrito induce una gran variedad de
alteraciones bioquimicas y fisiolégicas (revision en Kroupova et al., 2018; Kocour et
al., 2018; Jensen, 2003). La accion toxica del nitrito (NOz2’) involucra la reduccion de
los pigmentos respiratorios (i,e hemoglobina, hemocianina) en formas incapaces de
transportar y liberar oxigeno a los tejidos, ocasionando hipoxia tisular. Otros efectos
toxicos son la alteracion en el transporte de iones branquiales, despolarizacion de
la membrana, alteracion de la sefializacion y funcion de los neurotransmisores
(Cervantes, 2009; Jensen, 2003). Los efectos asociados a la exposicién al nitrito
incluyen alteraciones endocrinas, reduccién de la respuesta inmune, alteracion del
desarrollo y crecimiento, alteraciones bioquimicas y fisiolégicas que pueden
conducir a la muerte de los organismos (Kroupova et al., 2018; Kocour et al., 2018).
A lavez, la reduccion de los pigmentos respiratorios puede derivar en el incremento
de la formacion de otros compuestos N-nitrosos con propiedades mutagénicas y

cancerigenas (Bahadoran et al., 2015).

4.3 Nitrato (NO3)

El nitrato esencialmente no es toxico, pero al ser incorporado y tener la capacidad
de reducirse a nitrito en el medio interno de los organismos acuaticos, ejerce efectos
toxicos similares en el crecimiento y desarrollo de vertebrados e invertebrados
(Camargo y Alonso, 2007). No obstante, una vez en el sistema digestivo, el nitrato
también puede formar compuestos cancerigenos (N-nitroso) por reaccion con
aminas y nitritos (Bahadoran et al., 2015; Swann, 1975). También se ha reportado
que el nitrato interfiere con la produccion, liberacion, transporte, metabolismo,
accion y/o eliminacion de hormonas. Este mecanismo tiene importancia en el
mantenimiento de la homeostasis y regulacion del proceso de desarrollo de los
organismos (Poulsen et al., 2018), como la metamorfosis en los anfibios (Xie et al.,
2019). La toxodinamica de los compuestos nitrogenados (amonio, nitrito y nitrato)
en organismos acuaticos dulceacuicolas ha sido descrita ampliamente y se sefializa

en el siguiente esquema (Figura 10).
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5. Problematica ambiental por compuestos nitrogenados en la Zona
Lacustre de Xochimilco como sitio de estudio de caso.

5.1 Antecedentes historicos
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Fig. 11. Localizacion del area natural protegida “Ejidos de Xochimilco y San Gregorio Atlapulco”,
Xochimilco, México (modificado de Pérez et al., 2019).

El Area Natural Protegida (ANP) “Ejidos de Xochimilco y San Gregorio Atlapulco” se
localiza en el noreste de la Delegacién Politica de Xochimilco, al sureste de la
Ciudad de México. Las coordenadas geograficas son 19° 15’ 117y 19° 19’ 15” de
latitud Norte y 99° 00’ 58” y 99° 07’ 08”de longitud Oeste. Esta zona se encuentra
delimitada en un poligono con una superficie de 2,522.43 ha (PAOT, 2009) (Figura
11). ElI ANP, la zona lacustre agro-urbana de Xochimilco, constituye un sistema
acuatico complejo de canales y lagos someros con un area aproximada de unos 10
km? (Arana et al., 2017). Forma parte de los cuerpos de agua remanentes de la
cuenca endorreica del Valle de México, integrada por cinco lagos, lago Zumpango,
Xaltocan, Texcoco, Xochimilco y Chalco. Los lagos de Xochimilco y Chalco fueron
los principales sitios en donde los pobladores utilizaron los sedimentos del lago para
crear islas denominadas "chinampas" (Soria, 2004). Durante 1519 a 1521 se

concibio como una forma de produccion agricola (cultivo de verduras y hortalizas),
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con fines de autoconsumo y produccién de excedentes para su intercambio o

comercializacién (Zambrano et al., 2020; Mendoza, 2018).

Se estima que las primeras chinampas se construyeron hace casi cuatro mil afios
dando inicio al sistema agro-ecoldgico chinampero (Arana et al., 2017; Ponce de
Ledn et al., 2017). Como agroecosistema, la chinampa es considerada uno de los
modelos agricolas mas antiguos, productivos y sustentables, capaz de producir
varias cosechas al afio de diversos cultivos principalmente de verduras, frutas y
flores para el autoconsumo y la venta (Von Bertrab, 2013). A principios del siglo XVI
se documentaron cerca de 100,000 chinampas con una superficie aproximada de
1500 km? (Izazola, 2001; Rojas, 1991), siendo Xochimilco la regién con mayor

actividad agricola de toda la cuenca de México (Peralta, 2012).

Fig. 12. Aves migratorias en el Parque Ecoldgico de Xochimilco (foto propia, enero 2022).

En la actualidad, el sistema lacustre remanente provee diversos servicios
ecosistémicos. Regula la temperatura del ambiente durante diferentes épocas del
afo a través del agua que contienen los canales. A la vez, tanto el agua como las
chinampas reducen la cantidad de luz que se refleja a la atmésfera (efecto de
albedo) funcionando como un regulador climatico para la zona. El sistema lacustre
también constituye un refugio tanto de especies endémicas como de aves
migratorias. Al menos 140 especies de aves habitan este humedal, incluyendo aves
migratorias de invierno que se reproducen en Xochimilco y otras especies de
animales (Figura 12). Se reporta una produccion de hasta tres ciclos a lo largo de

un afio en las chinampas, debido a que los suelos contienen un alto contenido de
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materia organica y nutrientes que permiten el cultivo de hortalizas, flores y plantas

de ornato (Hiriart y Gonzales, 2016).

Por las caracteristicas culturales y ecolégicas de Xochimilco, el centro historico, la
zona agro-chinampera y la zona lacustre de Xochimilco, en 1987 recibi6 el
reconocimiento de Patrimonio Cultural y Natural de la Humanidad. Posteriormente
en 1992 se decreté como Area Natural Protegida por la UNESCO (por sus siglas en
inglés; Organizacién de las Naciones Unidas para la Educacién, la Ciencia y la
Cultura), lo que reconoce su importancia a nivel nacional y le otorga proteccién. Este
nombramiento se decreté como “Area Natural Protegida Ejidos de Xochimilco y San
Gregorio Atlapulco” (GOF, 2006; Ponce de Leodn et al., 2017) por la Convencion
Internacional sobre Humedales Ramsar, registrando su relevancia internacional
como un humedal de alta importancia por todos los servicios que provee (Arana et
al., 2017; Vanegas et al., 2017; CONANP, 2004).

La Zona Lacustre de Xochimilco constituye una importante zona de captacion de
agua para la recarga del acuifero de la cuenca del Valle de México, por lo cual fue
utilizada como fuente de abastecimiento de agua potable para la ciudad a partir de
1905. No obstante, debido al incremento de la poblacién en la Ciudad de México y
a la deficiente distribucibn de agua a nivel urbano, hubo una consecuente
disminucion de agua en los canales. Esto repercutié en el desecamiento de la zona
lacustre, lo que a su vez conllevé a problemas de hundimiento de terreno de la zona.
Esta situacion llevo a decretar la suspension de la perforacion de pozos en 1954,
mMAas no a la extraccion de agua de los pozos existentes (Arana et al., 2017; Ponce
de Leon, et al., 2017; Izazola, 2001).

Para regular los niveles de agua y conservar el acuifero, en 1957 se inicia la
introduccidn de las aguas residuales del Rio Churubusco al area lacustre, lo cual
ocasiond la desaparicion de numerosas especies. El lirio acuatico, introducido a
finales del siglo XIX, comienza a proliferar en el cuerpo de agua y la agricultura

comienza a deteriorarse. Posteriormente, en 1959 se aprueba la introduccién de
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aguas residuales de la Ciudad de México a los canales para complementar de forma
artificial la recarga del acuifero, lo que conlleva a incrementar la contaminacion del
cuerpo de agua (Ponce de Leon, 2017; Angeles-Serrano et al., 2008; Zambrano,
2007; Terrones, 2006).

Ante la evidencia del inadecuado manejo hidrico en la Ciudad de México, a partir de
1956 se inicia el tratamiento del agua residual urbana con el fin de utilizarla en
actividades industriales, el riego de areas verdes y para el llenado de lagos
recreativos (Izazola, 2001). En 1971 entra en operacion la Planta de Tratamiento de
Aguas Residuales (PTAR) "Cerro de la Estrella". Posteriormente en 1979 se
introduce el agua residual proveniente de la PTAR de “San Luis Tlaxialtemalco”.
para incrementar los niveles de agua de los canales en Tlahuac y para uso agricola

en Xochimilco (Zambrano, 2007; Terrones, 2006).

En los afios 70's la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (conocida como FAO) promueve un programa para la introduccion de
carpas (Cyprinus carpio) y tilapias (Oreochromis niloticus) en los canales de
Xochimilco para fomentar el comercio y la pesca como una importante fuente de
alimento e ingresos econdmicos por los habitantes locales (Von Bertrab, 2013). Sin
embargo, ello condujo a la modificacion de las redes tréficas del sistema acuatico
por la competencia, desplazamiento y depredacion de las especies nativas como el
ajolote Ambystoma mexicanum (Pifion-Flores et al., 2021; Chaparro-Herrera et al.,
2020; Zambrano et al., 2010).

A finales de los afos 80, se inicia un proyecto integral para intentar revertir el
deterioro ambiental y mejorar las condiciones de vida de los habitantes de la zona.
Dentro de este marco se inscribe el “Parque Ecoldgico de Xochimilco” (PEX) cuyos
objetivos fueron dar solucion a la degradacion del ambiente por la pérdida de
chinampas y zonas de cultivo ante la expansion urbana en Xochimilco, disminuir el

incremento de contaminacion en los cuerpos de agua con aguas negras de mala
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calidad, la deforestacion de la zona y la pérdida progresiva de los niveles de agua
(Soria, 2004).

5.2 Problemética ambiental por el aporte de contaminantes

La ausencia de regulaciones ambientales para el manejo adecuado del sistema, ha
favorecido el aporte de multiples contaminantes en la zona Lacustre de Xochimilco
(Jimenez et al., 2020). La extraccion inmoderada de agua y en su sustitucion, la
introduccién de agua con multiples contaminantes proveniente de las Plantas de
Tratamiento de Aguas Residuales de Cerro de la Estrella, en mayor medida, y de
San Luis Tlaxialtemanco y San Lorenzo; ha sido uno de los principales factores
asociados al deterioro estructural y funcional del sistema lacustre de Xochimilco.
Aunado a la expansion de la mancha urbana, las descargas domiciliarias y
comerciales directas y difusas, asi como la tecnificacion de la agricultura tradicional
con el aporte de agroquimicos, ha conllevado el incremento de residuos organicos
e inorganicos en el sistema acuatico (Arana et al., 2017; Merlin-Uribe et al., 2012;
Angeles-Serrano et al., 2008). Esto ha conducido a la acumulacién de
contaminantes como metales, pesticidas, fertilizantes, farmacos, detergentes,
grasas y aceites, materia organica de origen agricola y urbano, microorganismos
patdgenos y compuestos nitrogenados en la zona lacustre (Jimenez et al., 2020;
Zambrano et al., 2018; Vanegas et al., 2017; Alcantara et al., 2013; Merlin-Uribe et
al., 2012).

Meza-Gonzales et al. (2022) realizaron un estudio en el humedal de Xochimilco-San
Gregorio Centro cerca de zonas de impacto agricola, influencia urbana y zona de
descarga de agua tratada, para identificar las principales fuentes de aportes de
contaminantes organicos y se clasificaron en cinco categorias:
e Domeéstico-Urbano: sustancias como cosmeéticos, productos de cuidado
personal, medicinas, desechos como comida, grasas y aceites, detergentes
y materia organica.
e Industrial: Desechos farmacéuticos, quimicos, petroquimicos, solventes y

plastificantes.
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e Agroquimicos: Pesticidas, herbicidas, fungicidas.

e Degradacion: Subproductos de pesticidas, detergentes, etc.

e Otros: Desconocidos, metabolitos de origen vegetal.
La presencia y permanencia de estos contaminantes no solo alteran el crecimiento
y la supervivencia de los organismos por su impacto negativo en las tramas troficas,
sino que también pueden modificar la estabilidad de los ciclos biogeoquimicos en el

sistema (Arana et al., 2017; Ferrera-Guerrero et al., 2014).

La invasion de macrofitas como el caso del lirio Eichhornia crassipes, reduce el
intercambio de oxigeno con la atmésfera lo que aunado al incremento de la materia
organica en el sistema y al limitado flujo de agua en los canales, favorece la
reduccion del oxigeno disuelto en el sistema generando zonas de hipoxia y anoxia.
A su vez, esto altera la dindmica funcional de poblaciones de bacterias heterétrofas
responsables de los procesos de degradacion y mineralizacion de la materia
organica (y de compuestos nitrogenados), favoreciendo la proliferacion de bacterias
anaerobias que producen gases como el metano y el acido sulfurico. Estas
modificaciones en consecuencia alteran los ciclos biogeoquimicos relevantes como
del Cy N (Ponce de Lebn et al., 2017; Vanegas et al., 2017) (Figura 13).

Fig. 13. Crecimiento del lirio acuético (Eichhornia crassipes) e invasion en los canales de la Zona
lacustre de Xochimilco (Foto propia, diciembre 2021).
El comportamiento de la materia organica en el sistema lacustre de Xochimilco es
complejo y esta influenciado por numerosas variables. Una fuente endogena que
incrementa la materia organica en los canales esta relacionada con la elevada

densidad poblacional de la tilapia y la carpa. EI comportamiento reproductivo de la
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tilapia consiste en excavar los bordes de los canales, afectando la integridad de las
chinampas e incrementando el aporte de particulas suspendidas al sistema. Por otro
lado, ambas especies incrementan la materia organica en el sistema por la
excrecion de heces, aunado al aporte de amonio como producto de excrecion
nitrogenada (Ponce de Leon, 2017; Zambrano e Hinojosa, 1999). La capacidad de
sorcion de la materia organica en los sistemas acuaticos le confiere caracteristicas
que le permite modular el comportamiento, la dispersion e inmovilizacion de
sustancias toxicas. También puede promover la formacion de otros subproductos
toxicos como los compuestos nitrogenados, repercutiendo directamente en su
bioactividad, persistencia y degradacion (Vanegas et al., 2017; Weil y Madoff, 2005;
Steinberg et al., 2003).

5.3 Compuestos nitrogenados en la Zona Lacustre de Xochimilco

En la zona chinampera de Xochimilco la aplicacion de fertilizantes nitrogenados y la
adicion de abonos orgéanicos a los suelos de las chinampas es una practica comun
para proveer nutrientes e incrementar la produccion agricola (Vanegas et al., 2017).
Sin embargo, se ha estimado que del 30 al 40% del nitrégeno aplicado a través de
los fertilizantes y abonos organicos es perdido por la escorrentia y lixiviacion de los
suelos y son depositados en los cuerpos de agua adyacentes, ocasionando el
enriquecimiento de materia organica y, eventualmente, la alteracién de su estado
trofico (Chao y Chao, 1997; Zhang, 1981).

En estudios recientes realizados en 2017 (Vanegas et al., 2017) y 2021 (datos sin
publicar; PAPIIT IN2116621) se determinaron las concentraciones de compuestos
nitrogenados (amonio total N-AT mg/L, nitrito N-NO2 mg/L y nitrato N-NOs™ mg/L)
en la Zona Centro del area lacustre de Xochimilco en una red de 53 sitios de
muestreo. De acuerdo a las actividades agricolas que se realizan y al impacto
urbano en el area de muestreo se establecio la siguiente zonacion: ZU: Zona de
impacto urbano; ZCH: Zona chinampera de cultivo tradicional mayoritario; ZCHT:

Zona chinampera de transicion (cambio de uso de suelo); ZI: Zona de Invernaderos
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en crecimiento y ZH: Zona de Humedales. En este Ultimo, se incluyen los sitios de

muestreo realizados en el Parque Ecoldgico de Xochimilco (PEX) (Figura 14).

o018 ZCHT
17 e

1

Fig. 14. Zonacion de la zona lacustre de Xochimilco en relacién a las actividades agricolas y al
impacto urbano: ZU: Zona Urbana; ZH: Zona de Humedal; ZCHT: Zona Chinampera de transicion;
ZCH: Zona Chinampera; ZI: Zona de Invernaderos. Los puntos blancos sefialan los sitios de
muestreo (Vanegas et al., 2017).

Los resultados obtenidos denotan que, tanto en 2017 como en 2021, las mayores
concentraciones de amonio, nitrito y nitrato se registraron en la Zona Urbana,
sobrepasando los Niveles Maximos Permisibles para la Vida Acuatica (NMPVA)
(Nordin y Pommen, 2009). El segundo sitio con mayor impacto por compuestos
nitrogenados es la Zona Chinampera, posiblemente debido al uso intensivo de
fertilizantes y agroquimicos nitrogenados aplicados en los suelos de las chinampas
para las practicas agricolas, aunado al impacto indirecto de la zona urbana, dada
su cercania. Por otro lado, en estos sitios se registraron niveles de hipoxia y de
anoxia en los canales, lo cual podria incidir en la alteracién de la degradacién
aerobia de los compuestos nitrogenados, favoreciendo su acumulacion. En la Zona
Chinampera de Transicion y la Zona de Humedales se observaron concentraciones
por debajo del NMPVA de amonio y nitrato en la mayoria de los sitios de muestreo.
Estos sitios también coinciden en ser zonas mas lejanas a la urbanizaciéon y de las

actividades agricolas, por lo que es posible suponer que hay una mayor probabilidad
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de la presencia de organismos acuaticos sensibles a contaminantes como el ajolote
Ambystoma mexicanum (PAPIIT IN216621, datos no publicados; Vanegas et al.,
2017) (Tabla 1; Anexo 1).

Tabla 1. Valores minimo y maximo de las concentraciones de compuestos nitrogenados (amonio,
nitrito y nitrato) en las zonas de muestreo del sistema lacustre de Xochimilco realizados en 2017
(Vanegas et al., 2017) y 2021 (datos sin publicar; PAPIT IN2116621). Los niveles maximos
permisibles para la vida acuéatica de cada compuesto nitrogenado (NMPVA) se estimaron
considerando el pH y la temperatura de los sitios de muestreo (Nordin y Pommen, 2009).

N-AT, mg/L N-NO;, mg/L N-NOs, mg/L
2017 2021 2017 2021 2017 2021
ZonaUrbana | 547 913 | 025-5.98 | 0.01-3.16 | 0.06-0.49 | 0.09-8.52 | 0.50- 25.0
(N2017= 12 ; N2o21= 12)
Zonade
Humedales 0.99-1.60 | 0.12-1.51 LD-0.06 | 0.06-0.15 | 0.04-1.37 | 1.10-1.70
(N2017= 6 ; N2021=5)
Zona Chinampera | 353 593 | 012-1.50 | 0.13-0.97 | 0.06-0.15 | 0.05-5.40 | 0.50-2.24
(N2017= 16 ; N2021= 17)
Zona Chinampera
de Transicién 0.09-1.57 | 0.10-2.84 | 0.04-0.18 | 0.14-0.61 | 0.02-1.94 | 0.50-2.60
(N2017=10 ; N2o21= 10)
Zonade
Invernaderos 0.58-2.38 | 0.78-0.82 | 0.001-0.26 | 0.06-0.08 | 0.05-0.07 | 0.40-1.0
(N2017= 3 ; N2021= 3)

NMPVA. Amonio total: 1.80 mg N-AT/L; Nitrito: 0.02 mg N-NOz27/L; Nitrato: 3.0 mg N-NOz/L

*En negritas se resaltan los valores minimos y maximos que sobrepasan los NMPVA del
amonio (N-AT/L), nitrito (N-NO2/L) y nitrato (N-NOs/L) y se agrega el numero de sitios
muestreados por zona. (LD: limite de deteccién de la prueba de cuantificacion de nitrito).

La compleja problematica ambiental de la zona lacustre agro-urbana de Xochimilco
estéa ligada al impacto del aporte de descargas de aguas residuales, principalmente
de la Planta de Tratamiento Cerro de la Estrella, a los aportes directos de aguas

negras domiciliarias, residuos y desechos de materia organica a los canales, al
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desarrollo urbano no regulado y a los cambios del uso del suelo en las chinampas
de una agricultura tradicional a una agricultura tecnificada (Ponce de Leon, 2017;
Vanegas et al., 2017). La falta de control de la densidad de especies introducidas,
competidoras y depredadoras de las especies nativas, como la carpa y la tilapia,
incrementan la carga de materia organica y compuestos nitrogenados
(fundamentalmente amonio), debido a la excrecidn nitrogenada y al aporte de heces
en el sistema acuatico (Chaparro et al., 2020; Zambrano e Hinojosa, 1999). El
problema del deterioro de la zona se acentGa al ser un sistema de limitada
circulacién debido a la distribucion de los canales y la construccion de esclusas que
impide los flujos continuos de agua y favorece la generacion de zonas de hipoxia y
anoxia (Ponce de Ledén et al., 2017; Vanegas et al., 2017). Si bien las
concentraciones de los compuestos nitrogenados (amonio, nitrito, nitrato) en la zona
lacustre de Xochimilco representan un riesgo para las poblaciones de organismos
acuaticos, adquiere mayor relevancia en especies de elevada sensibilidad como es
el ajolote mexicano Ambystoma mexicanum. De alli la importancia de abordar
estudios sobre la toxicidad de los compuestos nitrogenados en concentraciones
ambientalmente relevantes en los estadios de mayor susceptibilidad de este anfibio

urodelo como es el desarrollo embrionario y los estadios larvales.

6. Caso de Ambystoma mexicanum

6.1 Biologia del Ajolote

Ambystoma mexicanum, comunmente llamado ajolote, es miembro del orden
Urodela (también llamado Caudata) que pertenece a la familia Ambystomatidae. Es
una especie endémica de la cuenca del Valle de México y cuya distribucion actual
ha quedado restringida a la zona lacustre de Xochimilco y Chalco (Zambrano et al.,
2007) (Figura 15). Los juveniles y adultos de la especie presentan un cuerpo de piel
lisa, poseen patas con cuatro dedos en los miembros anteriores y cinco en los
posteriores. La cola es aplanada lateralmente y sus o0jos carecen de parpados.
Presentan un extraordinario mecanismo de intercambio gaseoso a traves de las
branquias, los pulmones y la superficie corporal altamente vascularizada. El

intercambio de gases se lleva a cabo fundamentalmente a través de los tres pares
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de branquias ubicadas a nivel cefalico, aunque la respiracion pulmonar puede llegar
a proveer del 40 al 60% del oxigeno requerido (Farkas y Monogham, 2015; Gresens,
2004). Aparentemente no hay una clara diferenciacion sexual morfolégica, sin
embargo, dado que las hembras producen una gran cantidad de huevos, suelen ser
de mayor tamafio (170-180 g) que los machos (125-130 g). La especie naturalmente
es de color café oscuro con numerosas manchas dispersas en todo el cuerpo y la

parte inferior es de coloracion mas clara (Gresens, 2004; Mena y Servin, 2014).

Fig. 15. Ejemplar adulto de Ambystoma mexicanum (Voss et al., 2015).

Es una especie neoténica, es decir, no experimenta metamorfosis a menos que sea
inducida artificialmente mediante la adicion de hormonas tiroideas (TH) en su medio.
De tal forma que los adultos son totalmente acuaticos, mantienen las branquias
externas y la apariencia morfolégica externa “larval” durante toda su vida. Si bien se
desconoce la esperanza de vida de los ajolotes en su habitat natural, se ha estimado
gue generalmente podrian vivir entre 10 y 15 afos (Farkas y Monaghan, 2015;
Samano et La., 2021). En vida libre, la dieta de los ajolotes consiste en materia
organica, raices, semillas, hojas de plantas, algas y rotiferos, pequefios crustaceos,
insectos, sanguijuelas, caracoles y peces pequeios (Zambrano et al., 2010). En las
larvas se ha reportado canibalismo, relacionado con el incremento de la densidad
de los organismos en espacios reducidos (Hincapie et al., 2022; Robles-Mendoza
et al., 2009).
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Los machos alcanzan la madurez sexual alrededor de los 10-12 meses de edad,
mientras que las hembras tardan entre 12-18 meses. Durante el cortejo el macho
realiza un ritual para atraer a la hembra, al final del cual secreta por la cloaca un
espermatéforo que contiene los espermatozoides, el cual es absorbido por la cloaca
de la hembra para fertilizar los huevos. Por lo general la ovoposicion consta de 100
a 600 huevos por puesta, dependiendo de la edad de la hembra (Farkas y
Monaghan, 2015; Mena y Servin, 2014). Posterior a la eclosion, continta el
desarrollo de las etapas de larvas a juveniles hasta el desarrollo de los digitos
metatarsianos de los miembros posteriores, aproximadamente 25 dias después de
la eclosion (Etapa 58) (Nye et al., 2003).

A. mexicanum ha sido ampliamente estudiado debido a la elevada capacidad de
regeneracion de extremidades y de tejidos como el corazén, pulmones, intestino y
mandibulas y de elementos del sistema nervioso central y periférico (Agudelo et al.,
2022). Ademas, esta especie es un modelo idéneo en la investigacion biologica de
la evolucion y del desarrollo debido al gran tamafio de nidada que pueden producir,
a que presentan huevos de gran tamafo, reproduccion confiable, aceptacion de
injertos de tejido embrionario y adulto, a su desarrollo externo y su corto tiempo de
maduracion sexual y del desarrollo embrionario (Agudelo et al., 2022; Farkas y
Monaghan, 2015; Schloissnig et al., 2021).

6.2 Problematica de la especie en peligro de extincion

Las poblaciones de ajolotes (Ambystoma mexicanum) prosperaron en los sistemas
de canales y humedales de Xochimilco, incluso siendo una fuente de alimento
importante para los pobladores originarios, antes de la caida del imperio azteca. No
obstante, el deterioro gradual de la calidad de agua asociado al crecimiento urbano
no regulado de la Ciudad de México, la extraccion inmoderada del agua de los
manantiales y subterranea, y la sustitucion de las practicas agricolas tradicionales
por métodos tecnificados, han contribuido al deterioro del habitat del ajolote y a la
reduccion significativa de sus poblaciones (Voss et al., 2015). Aunado a lo anterior,

la introduccién de las especies exoticas carpa (Cyprinus carpio) y tilapia
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(Oreochromis niloticus), competidoras por los mismos sustratos energéticos de los
ajolotes y depredadoras de sus huevos y etapas tempranas, ha modificado la trama
trofica del sistema acuatico y ha tenido un impacto dramaético en las poblaciones del

ajolote (Alcaraz et al., 2015; Zambrano et al., 2010).

Los lagos urbanos poco profundos como Xochimilco y su ubicacidén geogréfica, los
hace también susceptibles de recibir contaminantes por escorrentia, asi como
arrastres de suelos urbanos, los cuales contribuyen al incremento de particulas
suspendidas en la columna de agua. Dadas las caracteristicas de los sedimentos
de los canales y su contenido de materia organica, éstos actian como depadsito y
reserva de contaminantes, que posteriormente pueden ser liberados a la columna
de agua. Al ser A. mexicanum un organismo bento-pelédgico est4 expuesto a los
multiples contaminantes acumulados en los sedimentos en la columna de agua, los
cuales puede incorporar a través de la ingesta o a través de las superficies
permeables corporales (PAPIIT IN216621, datos no publicados; Mendoza, 2009;
Meredith y Whiteman, 2008). Adicional a lo anterior, los canales de Xochimilco
presentan una alta turbidez por el incremento de particulas suspendidas y el aporte
de materia organica (algas, detritos) o inorganica. Esto resulta en una disminucién
de la penetracion de la luz en la columna de agua. En el caso del ajolote, su
consumo de presas se ve significativamente afectado al disminuir su capacidad

visual como depredador (Chaparro-Herrera et al., 2020).
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Fig. 16. Declive de las poblaciones de Ambystoma mexicanum en el Area natural protegida San
Gregorio Atlapulco, Xochimilco (Voss et al., 2015).
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Los avistamientos de individuos de la poblacion de Ambystoma mexicanum han
disminuido significativamente en las Ultimas décadas. En 1998 se reportaron
aproximadamente 6000 individuos/km?; posteriormente en 2004 se redujeron
significativamente a 1000 individuos/km?; en 2008 a 100 individuos/km? y en 2009
a tan soélo 0.001 individuos/km?. De continuar esta tendencia, se ha estimado a
través de un modelo poblacional que para el afio 2027 se registraria la extincion
total de la especie en su habitat natural si no se modifican las condiciones de
deterioro del mismo (Contreras et al., 2009; Zambrano et al., 2007) (Figura 16).
Debido al deterioro critico que presenta su hébitat y a la reduccion significativa de
la poblacién de la especie, estda considerada en peligro de extincién, sujeta a
proteccion especial por legislaciones nacionales e internacionales (CITES, 2011;
DOF, 2002; NOM-059-SEMARNAT-2001).

6.3 Restauracion de las poblaciones de Ambystoma mexicanum

Se han implementado diversos programas con propuestas de manejo del ajolote
que permitan restaurar a la poblacion en su habitat natural. En 1989 inicia el Plan
de Rescate Ecologico de Xochimilco en donde se implementé el proyecto
"Conservacion del ajolote (A. mexicanum) mediante su cultivo y siembra en el
Parque Ecologico de Xochimilco". Otro proyecto es el realizado en La Reserva
Ecolégica del Pedregal de la UNAM, que cuenta con un albergue de ajolotes
enfocados en estudiar alternativas que permitan restaurar su poblacién. A la par,
existe un Refugio Chinampa, programa desarrollado por investigadores y
chinamperos locales que buscan poner en marcha nuevos refugios para ajolotes y
restaurar la superficie agricola de Xochimilco al retornar a la agricultura tradicional
(Zambrano et al., 2021; Romero, 2021). Por otro lado, el Centro de Investigaciones
Bioldgicas y Acuicolas de Cuemanco (CIBAC) -registrado como Unidad de Manejo
Ambiental- dirigido por la Universidad Autonoma de México sede Xochimilco (UAM-
X), es un espacio que se encuentra ubicado dentro del Area Natural Protegida y
desde su fundacion en 1994 se ha dedicado a la investigacion y produccion masiva

de Ambystoma mexicanum con fines de conservacion y liberacion en areas
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controladas para intentar restablecer las poblaciones en su habitat natural (UAM,
2016).

También se han implementado programas para reducir las poblaciones de carpa y
de tilapia con su extraccion, asi como promover condiciones favorables en la trama
trofica. Sin embargo, no se han obtenido los resultados esperados en los programas
implementados, por lo que se propone que es la calidad del agua el factor de mayor
importancia y determinante en el establecimiento y la reproduccién de las

poblaciones de la especie en vida libre (Vanegas et al. 2017; Zambrano et al., 2010).

Sin embargo, a pesar de la vulnerabilidad de Ambystoma mexicanum a la
contaminacion orgénica e inorganica en su habitat, los estudios ecotoxicol6gicos
realizados son relativamente reducidos en comparacion con otras especies de
anfibios como los anuros. Se ha descrito el efecto adverso por la exposicion a la
radiacion UV-B en embriones de A. mexicanum (Frias, 2008) y de la exposicidon
subletal a metales como el cadmio en juveniles (Vadillo, 2015; Rodriguez, 2011), a
plaguicidas organofosforados tanto en embriones y larvas (Robles et al., 2009) y a
sedimentos contaminados con compuestos organicos que ejercen dafios
histopatoldgicos y estrés oxidante a nivel hepatico (Ortiz-Ordofiez et al., 2016). Los
estudios que abordan los efectos adversos de compuestos nitrogenados en
embriones y larvas de esta especie son alin mas limitados (Mendoza, 2009; PAPIIT
IN216621, datos no publicados).
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CAPITULO II: TOXICIDAD DE LOS COMPUESTOS NITROGENADOS EN
ANFIBIOS.

7. Anfibios: Especies en riesgo por la contaminacion de los sistemas
acuaticos.
Los anfibios estan representados en tres 6rdenes: Anura (anuros), Caudata
(urodelos) y Gimnophiona (cecilidos). Constituyen el grupo de vertebrados de mayor
biomasa en los sistemas forestales y de humedales, y son un componente
importante ya que tienen una gran influencia en la estructura y funcion del

ecosistema en el que habitan (Cortéz-Gomez et al., 2015).

7.1 Los anfibios y su importancia en el ecosistema

Los anfibios tienen un complejo ciclo de vida en el cual las etapas de desarrollo
ocupan habitats tanto acuaticos como terrestres. El papel de los anfibios en la trama
trofica varia de acuerdo a su etapa de vida. Son predadores tope de invertebrados
en los ecosistemas que habitan. Las larvas se alimentan de algas, detritus y otros
animales pequefios. Los renacuajos son consumidores primarios y tienen una gran
influencia en la estructura de las comunidades algales, en los patrones de
produccion primaria y en la dindmica de la materia organica. Los anfibios adultos
son presa de otros depredadores y contribuyen energéticamente en las redes
troficas con la formacion de masas de huevos en los ambientes acuaticos. Estos
huevos son consumidos por insectos, aves, peces y otros animales acuaticos.
Estudios demuestran que la produccién primaria, el ciclo de los nutrientes, la
descomposicion de hojarasca y la poblacion de invertebrados se modifican cuando
los anuros y urodelos son removidos o0 su abundancia es reducida (Wake y Koo,
2018; Whiles et al., 2006).

Las etapas tempranas de desarrollo de los anfibios (embrionaria, larval) habitan
cuerpos de agua dulceacuicolas o ambientes hidratados hasta su metamorfosis,
cuando se distribuyen en sistemas terrestres, aunque mantienen su dependencia
acudatica para los procesos reproductivos (Wells, 2007). La excepcidén lo constituyen

anfibios neoténicos, los que a lo largo de su ciclo de vida habitan los sistemas
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acuaticos y conservan sus caracteres larvarios, aunque hayan alcanzado la
madurez sexual como el urodelo ajolote Ambystoma mexicanum o el achoque
Ambystoma taylori (Percino-Daniel et al., 2016). Por otro lado, hay especies de
anuros que, aunque experimentan metamorfosis, son completamente acuaticas

como la rana Xenopus laevis (Cruz et al., 2013).

7.2 Declive y extincion de poblaciones

La mayoria de las poblaciones de anfibios fluctian anualmente en tamafio debido a
causas como la sequia, temperaturas extremas y/o depredacién. Sin embargo, a
partir de 1980 numerosos estudios reportan la disminucion significativa de
poblaciones de diferentes especies de anfibios alrededor del mundo (Egea-Serrano
et al., 2012; Collins y Storfer, 2003). Durante las ultimas décadas se han registrado
estos cambios poblacionales y se han catalogado en la Lista Roja de la UICN (Unién
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza). En 2008, treinta y cinco
especies figuraban en las categorias de Extinto o Extinto en Estado Silvestre; 455
en Peligro Critico; 768 en Peligro y 670 como Vulnerables (Stuart et al., 2008)
(Figura 17). A la fecha, de 8,516 anfibios del planeta identificados (7,523 anuros,
778 urodelos y 215 cecilidos); el 47% se encuentran en peligro de extincion, lo que
los convierte en el grupo mas amenazado que se haya conocido hasta la fecha en

comparacion con otros grupos como mamiferos (25%) y aves (14%) (IUCN, 2022)

1% 8%

Categorias de Lista Roja Numero de Especies

- Extincién (EX) 34
- Extincién en vida libre (EW) 1
- Peligro critico (PC) 455
[ Peligro (P) 768
Vulnerable (Vu) 670 1%
| Amenazado (A) 369
B Poca preocupacién (PP) 2,236
Datos deficientes (DD) 1,382

Numero Total de Especies 5,915

Fig. 17. Categorias de la Lista Roja (UICN) para todas las especies de anfibios (reproduccion de
Stuart et al., 2008).
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Los anfibios estan en continua exposicion a diferentes estresores que ejercen su
efecto adverso desde niveles moleculares a fisiologicos. Estos efectos conllevan a
repercusiones a nivel individual, poblacional o ecosistémico (Blaustein et al., 2011).
Dada la sensibilidad de los anfibios a estos estresores, son considerados
indicadores de la salud ambiental general del ecosistema, y por lo tanto su

disminucién también podria asociarse como un indicador de amenaza de otras

especies (Collins y Storfer, 2003).
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climatico
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del habitat Reducciony
extincion de

Enfermedades

Fig. 18. Causas del declive de poblaciones y especies de anfibios a nivel mundial (reproduccién de
Blaustein et al., 2011).

Depredacion
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Dentro de las causas del declive de las poblaciones de anfibios se han identificado
diversos factores de estrés asociados con la competencia por recursos, la
depredacion y la viabilidad de reproduccion. Las causas incluyen la disminucion y/o
destruccion del habitat y contaminaciébn por agentes quimicos (el mayor
responsable del declive y extincién de la poblacion de anfibios), la invasion de
especies exoticas (incrementa la competencia por recursos y depredacién), los
cambios globales (alteraciones biogeoquimicas de los ciclos globales, radiaciéon UV-
B), las enfermedades infecciosas (principalmente ocasionadas por la
quitridiomicosis) y la sobreexplotacion de algunas especies en la industria de
comida y coleccion de mascotas (Greenberg y Palen, 2019; Blaustein et al., 2011;
Mann et al., 2009; Beebee y Griffiths, 2005; Collins y Storfer, 2003). Sin embargo,
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todas estas causas pueden diferir a nivel local y/o regional o entre diferentes

poblaciones de la misma especie (Blaustein et al., 2011) (Figura 18).

Los sistemas acuaticos tienen un alto riesgo de exposicidn a contaminantes ya que
se han situado como sitios de descarga y deposito de multiples sustancias quimicas.
Estos contaminantes quimicos son potencialmente toxicos, y se han reconocido
como una de las principales causas de la transformacion de los ambientes acuaticos
continentales (Deng et al.,, 2017; Livingstone, 2003). La contaminacion por la
aplicacion y adicion de nutrientes con nitrégeno, es considerada una de las formas
mas comunes y recurrentes de la degradacion de los ecosistemas (Fowler et al.,
2013). Durante el siglo XX se ha registrado el mayor impacto en el ciclo global del
nitrdgeno a causa del desarrollo industrial y la implementacién de nuevas técnicas
y practicas agricolas, que han incrementado el uso de fertilizantes compuestos a
base de nitrégeno (NH4*). Tan solo de 1960 a 2000, el uso de fertilizantes
nitrogenados se incrementé ~800% y se reporta que el trigo, el arroz y el maiz
representan alrededor del 50% del uso actual de fertilizantes. Sin embargo, se
estima que la eficiencia de fertilizantes nitrogenados es inferior al 40%, lo que
significa que la mayoria del N aplicado (principalmente como NHa4*) se elimina de la
zona de las raices por actividad bacteriana que convierte el amonio (NH4*) a
amoniaco (NOs’). El amoniaco es un ion que tiene mayor movilidad y puede filtrarse
a los acuiferos como rios y lagos, o bien puede transferirse a la atmosfera por medio
del proceso de desnitrificacion. Este proceso se realiza antes de que los
compuestos nitrogenados sean asimilados en biomasa (Canfield et al., 2010).

En los ecosistemas terrestres las actividades antropogénicas como la agricultura,
son responsables de la mitad del aporte de nitrégeno a través del uso de
fertilizantes. Estos fertilizantes contribuyen al aporte de nitrito y nitrato en las aguas
de escorrentia de las tierras agricolas, asi como la emisién de nitrégeno en forma
de amoniaco (NH3) y de 6xidos de nitrogeno (NOx) hacia la atmosfera (Fowler et al.,
2013). De tal manera, si bien los fertilizantes nitrogenados ocasionan beneficios en

el aumento de la produccion agricola, su incremento en el ambiente ocasiona
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impactos severos en la estructura y funcion de los ecosistemas, como pérdida de la

biodiversidad y efectos en el clima (Fowler et al., 2013; Canfield et al., 2010).

En este contexto, la crisis de la biodiversidad de anfibios y la reduccién de sus
poblaciones se ha relacionado, entre los diversos aspectos mencionados, con la
aplicacion de contaminantes organicos en las actividades agricolas, asociados
fundamentalmente al uso de fertilizantes nitrogenados (Egea-Serrano y Tejedo,
2014; Bishop et al., 2012), asi como al aporte de aguas residuales enriquecidas con
materia organica y compuestos nitrogenados (Vanegas et al., 2017).

7.3 Susceptibilidad de los anfibios a la accién téxica de los contaminantes
en los sistemas acuaticos.
La mayor sensibilidad de los anfibios a los cambios ambientales y a la

contaminacion acuatica obedece a dos aspectos centrales. Primero, debido a su
ciclo de vida, ya que muchas especies de anfibios completan su ciclo de vida en
ambientes acuaticos y campos agricolas, sitios en donde se aplican plaguicidas,
fertilizantes y otros quimicos. Estas aplicaciones a menudo coinciden con el
desarrollo de la primera etapa de su ciclo de vida y con los periodos de reproduccién
y del desarrollo larvario. Durante la segunda etapa de su ciclo de vida, en ambientes
terrestres, también experimentan la exposicion a téxicos ambientales. De tal
manera, las especies de anfibios que habitan estos ambientes pueden estar
expuestos a los efectos toxicos agudos y crénicos de estos contaminantes durante
todo su ciclo de vida (Svartz et al., 2015; Mann et al., 2009; Ortiz-Santaliestra et al.,
2006). El segundo factor es debido a la elevada permeabilidad corporal de su piel
desnuda, a través de la cual se llevan a cabo los procesos de intercambio de iones,
agua y gases con el medio externo. Esto facilita la absorcion de los quimicos del
ambiente en los anfibios. Si bien las larvas realizan el proceso de respiracion a
través de branquias, también pueden realizar en gran proporcion el intercambio de
gases respiratorios a través de su piel permeable (60%). Se reconoce que los
estadios de huevos y larvas son unas de las etapas mas sensibles a la accién toxica
de los contaminantes, a medida que avanza el desarrollo, los pulmones asumen

una importancia creciente en la captacion de oxigeno, aunque la piel sigue siendo
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la principal superficie de intercambio hasta que la metamorfosis es casi completa
(Svartz et al., 2015; Wells, 2007; Taylor et al., 1999).

Durante las ultimas décadas se ha documentado que cualquier tipo de estrés
ambiental puede tener potencial adverso en la biota acuéatica. No obstante, se
considera que los anfibios presentan una mayor vulnerabilidad al tener una elevada
permeabilidad cutanea que incrementa la incorporacion de agentes toxicos a sus
tejidos, exponiendo a los organismos a condiciones de estrés y dafio bioldgico,
siendo las etapas de desarrollo temprano las mas sensibles a los efectos toxicos
(Deng et al., 2017; llha y Schiesari, 2014; Lushchak, 2011).

Se han descrito dos principales rutas de incorporacion de los toxicos ambientales,
incluidos los compuestos nitrogenados, en los organismos acuaticos adultos: por la
via dérmica (a través de las superficies permeables, cutdnea y branquial) y por la
via oral a través de la ingestion (Xu et al., 2021; Svartz et al., 2015; Taylor et al.,
1999). Los efectos adversos ocasionados por agentes contaminantes pueden
incrementarse con la interaccién de otros factores como cambios fisicoquimicos (i.e.
pH, temperatura, oxigeno disuelto) (Isaza et al., 2020; Mann et al., 2009; Macias et
al., 2007). En ambientes con este tipo de escenarios (exposicion a toéxicos
ambientales y variaciones fisicoquimicas), se han registrado alteraciones en el
desarrollo y la supervivencia de la biota residente, lo que a su vez repercute en
modificaciones de la dinamica trofica en los ecosistemas y en la pérdida de la

biodiversidad (Valencia-Castafieda et al., 2019; Egea-Serrano y Tejedo, 2014).

8. Mecanismos deincorporacion celular de los compuestos nitrogenados.

El nitrogeno se encuentra en alta proporcion en todos los organismos,
aproximadamente el 6.25% corresponde a su masa seca en promedio y se
encuentra conformando diferentes moléculas nitrogenadas que se necesitan para
sintetizar proteinas, acidos nucleicos y otros compuestos nitrogenados. Parte del
amonio generado es utilizado para una gran variedad de vias biosintéticas, mientras
gue el exceso es excretado (Chew e Ip, 2017; Bothe et al., 2006; Wilkie, 2002). Sin
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embargo, como se mencion6 anteriormente el incremento ambiental de compuestos
nitrogenados conduce a la incorporacion y bioacumulacion en los anfibios acuaticos
a través de las superficies permeables generando efectos toxicos en los

organismos.

8.1 Amonio (NH4* y NHz)

Cuando la concentracion ambiental de amonio es elevada, los gradientes de
difusion de NHs y NH4* se invierten del agua (medio externo) a la sangre (medio
interno). De modo que en lugar de salir ingresan al medio interno de los organismos
acuaticos ocasionando su bioacumulacién y al mismo tiempo limitando la excrecién

normal de los compuestos nitrogenados (Weilhrauch et al., 2009).

Epitelio branquial

Sangre Agua dulce
Rhbg ' -
NH, Rheg NH; Rhcg — NH;

! NH,* / NH;
Na'/K - @ Na*/H+; ™ Ambiental
?-— NH,*
ATPasa P E— — NH,*

H+
——< ATPasa -

Fig. 19. Mecanismos de entrada del amonio (NH4* y NH3) en las células. EI NHs tiene alta
capacidad de permeabilidad y la forma de NH4* compite con K*, Na*y H* en los sitios de union
para intercambio iénico intracelular (creacién propia; basado en Ip et al., 2010; Wright et al., 2009 y
Weihrauch et al., 2009).

Debido a que el ion de NH4* tiene propiedades i6nicas similares a las del K*, los
iones de NH4* compiten con éstos para ingresar a nivel intracelular a través de los
sitios de unién para los iones de K* (Ip y Chew, 2010; Martinelle y Haggstrom, 1993).

Ademas, el transporte NH4* también puede implicar a los intercambiadores Na*/H*
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(NHE) con NH4* sustituyendo al Na*. Por lo tanto, el NH4* sustituye a los iones de
H*, Na*y/o K*, ingresando a los tejidos y al medio intracelular de los organismos
acuaticos. El incremento del amonio en el medio interno de los organismos (i.e.
sangre, hemolinfa) afecta el balance iénico a nivel celular, reduce el flujo de Na*y
la pérdida de K* a través de la sustitucion de NH4* por K* en la via de Na*/K*-ATPasa
(Xu et al., 2021; Chew e Ip, 2017; Ip et al., 2010) (Figura 19).

8.2 Nitrito (NO2)

Durante el mecanismo de intercambio i6nico se excretan protones (H*), a partir de
la hidratacion de CO:2 para forman otro proton (H*) y un ion de bicarbonato (HCOs
), creando una fuerza impulsora para la entrada de sodio (Na*) a través de los
canales de sodio. Esta reaccion es catalizada por la anhidrasa carbonica (Hill et al.,
2012). EI HCOs formado sirve como contraion para la absorcion de Cl- a través de
un mecanismo de intercambio apical de ClI-/ HCOz3". De esta manera la H*-ATPasa
energiza la absorcion de CI- del agua dulce al crear un gradiente favorable para la
salida apical de HCO3s™ (Jensen, 2003).

El mecanismo de absorcién o ingreso del nitrito (NO2) se lleva a cabo a través de
las células branquiales secretoras de cloruro ubicadas en las branquias de los
organismos acuaticos. Estas células, entre otras funciones, realizan el intercambio
de iones CI/HCOgs" (captacién / excrecién) entre el organismo y el medio externo a
través del intercambiador i6nico de H*-ATPasa ubicada en la membrana apical de
las células epiteliales. Los iones de nitrito (NO2’) ingresan a las células epiteliales al
actuar como un inhibidor competitivo de la absorcion de cloruro (CI) a través de las
branquias, por lo que la sensibilidad al nitrito est4 dada por la alta o baja tasa de
absorcion de Cl(Kroupova et al., 2018; Jensen, 2003) (Figura 20).
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Fig. 20. Mecanismo de absorcién de los iones de nitrito (NO2’) y nitrato (NOz") a través de las
branquias de organismos dulceacuicolas (creacion propia; basado en Hill et al., 2012).

8.3 Nitrato (NO3)

Las concentraciones de nitrato en los sistemas acuaticos usualmente son mas altos
que los de amonio y nitrito. No obstante, la toxicidad directa del nitrato en
organismos acuaticos en comparacion con los iones de NH4* y NO2" es reducida
debido a la baja permeabilidad branquial y/o de otros epitelios celulares al NOs
(Kroupova et al., 2018). Se ha propuesto que el NOs™ es un ion con caracteristicas
similares en carga y radio al Cl" y I, por lo que se plantea como una hipétesis
probable que la incorporacién del NOs™ ocurre por competencia y sustitucion de los
iones CI' y I, alterando sus concentraciones intracelulares. La captacion de nitrato
(NO3’) a través del mecanismo de captacion branquial de Cl- es reducida en
comparacion con los iones de nitrito (NO2") (Poulsen et al., 2018; Jensen, 1996)
(Figura 19).

Para explicar el mecanismo de la discriminacion de la absorcidén de nitrito y nitrato,
se proponen varias hipétesis sustentadas en el tamafio de los iones. El radio ibnico
del nitrato y cloro son similares, mientras que el de nitrito es mas pequefio, lo que

favorece la entrada de éste en las células. Por otro lado, se propone que la
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estructura tridimensional del ion de nitrato pudiera proporcionar un impedimento
estérico hacia la union en los sitios de captacion, lo cual no estaria relacionado con
el tamafio absoluto del ion sino a la forma de la estructura. Una alternativa a estas
hipotesis es que el sitio de absorcion de los iones podria tener una carga positiva
concentrada a la que sélo se unen iones con alta afinidad hacia la carga negativa
concentrada, dado que el nitrato tiene una electronegatividad mas dispersa, en
comparacion con los otros iones, por lo que la tasa de absorcion de estos iones es
mas baja (Jensen, 1996; Cheng et al., 2002). (Figura 21).

Fig. 21. Representacion esquematica de los iones de cloro, nitrito y nitrato
(modificado de Lowje, 2023).

Se ha observado gue la distribucién de contaminantes en los organismos acuaticos
como los peces, tienen como destino las branquias, sangre, cerebro, higado y
musculo. Si no se llevan a cabo procesos de desintoxicacion, proteccién celular,
excrecion o su utilizaciéon en los procesos celulares, se bioacumulan en los tejidos
ejerciendo su accion toxica. Los efectos involucran alteraciones desde el nivel
bioguimico al fisiolégico y conductual, que pueden comprometer su desarrollo y
sobrevivencia aun en concentraciones subletales en escenarios de exposicion
cronica (Xu et al., 2021).

De tal manera, la toxocinética de toxicos ambientales como los compuestos
nitrogenados (fuentes, incorporacion, distribucion corporal, excrecion v,
desintoxicacién) determinan en dltima instancia los efectos bioldgicos adversos en
funcién de sus mecanismos de accion toxica (toxodinamica) (Repetto y Repetto,
2009) (Figura 22).
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9. Estrés Oxidante
Estudios toxicolégicos han demostrado que cualquier tipo de estrés ambiental
puede alterar el estado redox celular y el balance antioxidante e inducir estrés
oxidativo en animales acuaticos. Estas alteraciones pueden ocasionarse por la
modificacion de pardmetros fisicoquimicos (temperatura, concentracion de oxigeno,
salinidad, etc) o por la presencia de agentes contaminantes como pesticidas,
metales pesados y/o compuestos organicos (Lushchak, 2016; Bishop et al., 2012;
Lushchak, 2011; Hegazi et al., 2010). Por lo tanto, se considera relevante abordar
el estrés oxidante como una alteracion celular que subyace cualquier condicion de
estrés en los organismos, incluida la exposicion cronica, subletal a téxicos
ambientales como los compuestos nitrogenados cuyo incremento en el medio

externo puede conducir a estrés oxidativo/nitrosativo.

9.1 Especies reactivas de oxigeno (ROS)

Los animales requieren oxigeno molecular (O2) para la oxidacion de los alimentos y
la generacion de energia. Debido al uso de oxigeno como sustrato energético se
producen especies reactivas de oxigeno (ROS, “reactive oxygen species” por sus
siglas en inglés) de manera regular. Bajo condiciones aerobias, se ha estimado que
aproximadamente mas del 90% del oxigeno consumido es reducido y usado para la
produccion de energia en la forma de ATP a través del mecanismo de la cadena de
transporte de electrones mitocondrial, sin liberacién de ROS. No obstante, cerca del
1 al 3% del oxigeno consumido es reducido por la ruta de un electrén que da lugar
a la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Lushchak, 2016; Valko et
al., 2007).

La cadena de transporte de electrones mitocondrial genera un gradiente
electroguimico para la sintesis de ATP. Este proceso inicia cuando a la molécula de
oxigeno se le adiciona un electron que conduce a la formacion del radical anién
superoxido (Oz¢); posteriormente se adiciona otro electron que conduce a la
formacion del peroxido de hidrégeno (H202) mediante la sucesion de reacciones
Haber-Weiss y Fenton, el cual se lleva a cabo con la actividad enzimatica de

superéxido dismutasa (SOD). La reduccion de un electron de H202 produce el
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radical hidroxilo (OHe¢) y un anién hidroxilo (OH"). Finalmente, la adicion de un
electron y un protén al hidroxilo, genera agua H20 (Birben et al., 2012; Corrales y
Mufioz, 2012; Lushchak, 2011) En la funcion celular normal, las ROS actian como
mecanismo de defensa contra patégenos y en la sefializacion celular. Las enzimas
Superéxido dismutasa (SOD), Catalasa y Peroxidasa dependiente de glutatién
(GPx) forman la primera linea de defensa contra los ROS; mientras que la glutation
reductasa (GR) y la reaccion de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH)
conforman la segunda linea antioxidante. Estos Ultimos aportan equivalentes
reductores del glutation reducido (GSH) y NADPH que son necesarios para el
funcionamiento de la primera linea de defensa. La fuente principal de las enzimas
secundarias proviene de rutas metabdlicas intermedias (Lushchak, 2016) (Figura
23).
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Fig. 23. Ruta de produccién de especies reactivas (ROS) y las enzimas antioxidantes (reproducido
de Lushchak, 2016).

De estos intermediarios, O2¢ y OHe+ poseen electrones desapareados en el ultimo
orbital y se denominan por lo tanto radicales libres, mientras que el H202 no es
radical libre, aunque es una molécula oxidante. Las tres especies Oz, OHe y H202
son mas reactivos que el oxigeno molecular en el orden: HO+ > O2+ > H202. La
mayoria de estos ROS producidos son resultados de electrones que escapan de la
cadena de transporte de electrones mitocondrial. De cuatro electrones liberados tres

son dirigidos hacia la cadena de transporte de electrones, mientras que el faltante
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gue escapa produce ROS (Lushchak, 2016). Los ROS tienen diferentes sitios de
produccion: en el complejo Il en la cadena transportadora de electrones de la
mitocondria (en donde se produce la mayor cantidad de ROS), por complejos
enzimaticos en el ciclo de Krebs, induccion de NADPH oxidasas y por reaccién con
peroxisomas (Davalli et al., 2016; Han, 2015).

Como moléculas de sefalizacion intracelular realizan funciones criticas y vitales en
los organismos al determinar el comportamiento de las células en procesos como la
regulacion del metabolismo energético, circulacion, reproduccion y remodelacion de
células, tejidos y drganos. Sin embargo, por su elevada capacidad oxidante e
interaccidn con diversos componentes celulares, las ROS se mantienen en las
células en bajas concentraciones y su produccion es controlada y regulada por
medio de mecanismos antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos (Prokic et al.,
2019; Lushchak, 2016; Lushchak, 2011).

Se han propuesto distintas categorias para describir el sistema antioxidante de
ROS, una de ellas basado en la masa molecular y se divide en dos grupos:

e Antioxidantes de bajo peso molecular (con masas moleculares por debajo de
un kilodalton): comprende compuestos solubles en agua como el glutatién
(oxidado y reducido), el acido ascérbico (Vitamina C) y compuestos solubles
en lipidos como carotenoides, retinol (Vitamina A), tocoferol (Vitamina E) y
flavonoides.

e Antioxidantes de alta masa molecular (con masa molecular mayor a 10
kilodaltons): incluyen enzimas antioxidantes que desintoxican directamente
ROS y enzimas asociadas que apoyan su funcibn como superdxido
dismutasa (SOD), catalasas (CAT), glutation peroxidasa (GPx)

(Prokic et al., 2019; Lushchak, 2016; Valko et al., 2007).

Dada la capacidad oxidante de los ROS, su incremento a nivel celular puede
conducir a la oxidacion de lipidos (lipoperoxidacion), proteinas (carbonilacion) y

DNA (formacion de aductos); alterando la estructura y funcién celular que en dltima
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instancia puede conducir a la muerte celular (Lushchak, 2016; Mussi y Calcaterra,
2010) (Figura 24).
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Fig. 24. Balance entre la produccion y la eliminacién de ROS y sus efectos biolégicos potenciales
(editado de Lushchak, 2011).

9.2 Especies reactivas de nitrégeno (RNS)

Las especies reactivas de nitrogeno (RNS, "reactive nitrogen species" por sus siglas
en inglés), asi como las ROS, son productos del metabolismo celular que
desempeiian un papel importante dual como especies nocivas y beneficiosas para
los organismos (Valko et al., 2007). La formacién de RNS inicia con la produccién
de o6xido nitrico (NOe), que es el sustrato principal de las ROS y éste reacciona con
el oxigeno para generar peroxinitrito (ONOO-). Esta reaccion se lleva a cabo durante
la oxidacion de arginina a citrulina durante el ciclo de la urea, actividad que es
catalizada por la enzima éxido nitrico sintetasa (ONSi) en el citosol de la membrana
mitocondrial (Nelson y Cox, 2014). También se ha reportado que en la membrana
de las mitocondrias se produce NO- independientemente de la via de conversion de

arginina a citrulina (Lacza et al., 2006).
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Fig. 25. Diagrama de las vias de produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS-color verde) y
especies reactivas de nitrdgeno (RNS-color azul) en la mitocondria (creacion propia basada en
Davalli et al., 2016; Nelson y Cox, 2014; Valko et al., 2007).

De manera alternativa, el NO- a través de la reaccion con el radical anién superoxido
(O2+) puede formar el peroxinitrito (ONOO") y mediar otras reacciones de oxidacion
en su forma protonada -acido peroxinitroso (ONOOH) . Debido a que ésta Ultima es
una molécula inestable, rapidamente puede producir radicales hidroxilo (OHe¢),
diéxido de nitrégeno (*NO2) y el ion nitrato (NO3’), incrementando la concentracién
de RNS intracelular (Davalli et al., 2016; Esteves, 2015). EI NO-« puede formar otras
RNS, se puede reducir al anién nitroxilo (NO") con la actividad de citocromo c, u
oxidarse y formar el cation nitrosonio (NO*) (Valko et al., 2007). La unién de dos
moléculas de NO-+ con una molécula de Oz forma a su vez el dioxido de nitrégeno
(2NO2) y la union del NO2 + NO- puede formar el triéxido de dinitrogeno (N203)
(Martinez, 2005). Otro subproducto que se puede formar a partir del NO- al agregar
un tiol es el nitrosotiol, el cual se ha reportado que también tiene funciones

importantes en el mecanismo de sefalizacion celular (Wynia y Smith, 2017). En el
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medio extracelular, el NO- reacciona con el oxigeno y el agua para formar aniones
de nitrato y nitrito. A su vez, el nitrito puede reducirse a la forma de NO- por medio
de la actividad de la nitrito reductasa (Lacza, 2006; Valko et al., 2007) (Figura 24).

El 6xido nitrico (NO-¢) es soluble tanto en medios acuosos como lipidicos, por lo que
difunde facilmente a través del citoplasma y las membranas plasmaticas. Se ha
reportado que desempefia un papel importante en distintos procesos fisioldgicos
como la neurotransmision, circulacion, regulacion del metabolismo energético, la
reproduccion de las células y la regulacion inmunolégica (Gasparovic et al., 2018;
Valko et al., 2007). No obstante, cuando ocurre un desequilibrio de la homeostasis
redox celular por un exceso tanto en la formacion de ROS como RNS, ocasionan

estrés oxidativo y nitrosativo en los organismos (Davalli, et al., 2016).

Tanto el NO+ como el ONOO" pueden inhibir la cadena respiratoria al alterar el
potencial de la membrana mitocondrial, lo cual conduce a la fuga de protones
mitocondriales, despolarizacion de la membrana y en consecuencia, la liberacion de
iniciadores de la apoptosis (Heales y Bolafios, 2002). En condiciones de estrés, el
radical superoxido Oze- actia como oxidante de las enzimas que contienen grupos
de hierro y facilitan la produccién del radical hidroxilo (OHe). El peroxinitrito puede
inducir la oxidaciéon o desaminacién del DNA, oxidacion y peroxidacion de lipidos y
tiene la capacidad de reaccionar con residuos de tirosina y conducir a la formacion
de 3-nitrotirosina, la cual esta implicada en trastornos neuroldgicos (Gasparovic et
al., 2018; Heales y Bolafios, 2002). Todas estas condiciones ocasionan alteraciones
en los componentes celulares modificando las cascadas reguladoras, lo que
conduce a dafio y/o muerte celular (Davalli et al., 2016; Lushchak, 2011; Valko et
al., 2007).

Los organismos acuaticos contienen elevadas cantidades de lipidos con residuos
de &cidos grasos poliinsaturados, un sustrato altamente sensible al dafio oxidativo
por ROS/RNS. Estas especies reactivas pueden alterar la capa lipidica de la
membrana afectando su fluidez y permeabilidad, permitiendo el intercambio i6nico

de otras sustancias, inactivando receptores, enzimas y alterando los procesos de
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expresion génica (Lushchak, 2016; Valko et al., 2007; Scandalios, 2005; Lacza et
al.,, 2006; Valavanidis et al., 2006). Todas estas alteraciones conllevan a
malformaciones y a una funciéon anormal de la conducta en los animales durante
diferentes etapas de su vida (Prokic et al., 2019; Han, 2015; Rizzo, et al., 2007).

9.3 Estrés oxidativo y nitrosativo por compuestos nitrogenados en
organismos acuaticos

En organismos acuaticos se ha estudiado ampliamente la respuesta oxidante y
antioxidante por efecto de factores abidticos como la temperatura, la salinidad y el
oxigeno disuelto (Said y Nassar, 2022; revision en Bal et al., 2021), asi como el
estrés oxidante ocasionado por la exposicion a toéxicos ambientales como metales
(Ferrandino et al; 2022; Sgahjahan et al.,, 2022), pesticidas (Birben, 2012),
herbicidas (Burraco y Gomez, 2016), radiacion UV-B (Alves y Austin, 2021) y otros
contaminantes (revision en Lushchak, 2016; Livingstone, 2003). Sin embargo, los
estudios que abordan la respuesta oxidante por la exposicidén crénica a compuestos
nitrogenados en concentraciones ambientalmente relevantes son escasos (Hegazi
et al., 2010) y aun més limitados, los estudios desarrollados en anfibios en etapas

tempranas de desarrollo.

En ambientes acuaticos receptores de elevadas concentraciones de amonio, se ha
observado que los peces dulceacuicolas bajo exposicion cronica a niveles
subletales pueden bioacumularlo en sus tejidos, ocasionando efectos como la
oxidacion de lipidos y proteinas que conllevan a la inactivacion de enzimas. Estas
alteraciones generan mudltiples alteraciones metabdlicas como trastornos
endocrinos, dafio en los tejidos, inestabilidad respiratoria, inmunosupresién e
inflamacion (Liu et al., 2021; Xu et al., 2021; Hegazi et al., 2010). De igual manera,
se ha documentado que la exposicion cronica a elevadas concentraciones de nitrito
ocasiona estrés oxidante en peces, anfibios anuros, moluscos y crustaceos (Cheng
et al., 2020; revision en Kroupova et al., 2018; revisibn en Romano y Zeng, 2013).
Por otro lado, el producto de reduccién del peroxinitrito (ONOO") es el nitrito (NO2")
y puede inducir un proceso quimico denominado nitracibn que ocasiona estrés

nitrosativo si excede la capacidad del organismo para desnitrar proteinas. Dada la
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solubilidad de NO2" en medios acuosos Y lipidicos, su capacidad oxidante y su facil
difusién a través del citoplasma y las membranas plasmaticas, puede inducir la
fragmentacion del DNA y carbonilar las proteinas, lo que a menudo conduce a la

muerte celular (Gasparovic et al., 2018; Valko et al., 2007).

10.Susceptibilidad de los anfibios durante las primeras etapas de
desarrollo.

Como se mencion6 previamente, el dafio por la exposicion a toxicos ambientales en
las poblaciones de anfibios se refleja tanto en la etapa embrionaria y larval acuatica,
como en la etapa adulta terrestre. Sin embargo, por sus caracteristicas fisiologicas,
los embriones y larvas de anfibios muestran una sensibilidad extrema a los
contaminantes acuaticos. Por lo tanto, se considera importante abordar los
mecanismos de toxicidad de estos contaminantes y en particular de los compuestos
nitrogenados amonio, nitrito, nitrato, durante las primeras etapas de desarrollo de

los anfibios.

10.1 Estructura de ovocitos de anfibios

En general, el ciclo de vida de los anfibios inicia con el ovocito que se desarrolla
hasta eclosionar en renacuajo o larva. Posteriormente pasa a estadio de juveniles,
y éste finalmente se desarrolla en adulto al llevar a cabo la metamorfosis (Rendon,
2010). El desarrollo embrionario se divide en dos etapas: el desarrollo temprano
(fecundacion, segmentacién, blastulacion, gastrulacion y neurulacion) y la
organogénesis (Renddn, 2010). Las etapas de desarrollo embrionario son un evento
muy importante ya que durante estos procesos se definen las células que daran
origen a las estructuras morfolégicas de los organismos (Desnitskiy, 2018; Gilbert,
2005), de forma simultanea al desarrollo de los 6rganos internos y estructuras como

las branquias, ojos y boca (Gomez et al., 2016) (Figura 26).
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Fig. 26. Desarrollo embrionario de Ambystoma mexicanum dividido en las fases de
fecundacion, segmentacion, gastrulacion, neurulacion y eclosion (creacion propia basada en la
descripciéon de Bordzilovskaya et al., 1989).

Para los animales que llevan a cabo un proceso de embriogénesis externo (a través
de huevos depositados directamente en el medio como los anuros y los urodelos),
el sustrato energético esté limitado al contenido dentro del huevo. La proteina de la
yema es la principal fuente nutricional para los embriones ya que contienen
componentes de fosfato, carbohidratos, lipidos, hierro, calcio y otros minerales,
vitaminas y hormonas que son importantes para el desarrollo del embrién (Craig y
Ozlem, 2018; Jorgensen et al., 2009) (Figura 27).

Maduracion del Ovocito

Células
foliculares H,0
Acuaporinas

Na*-/K*-ATPase

Zona pelucida

Membrana

| i Adquisicién de
plasmatica

la flotabilidad
del huevo

Desarrollo
embrionario

CIK

—

CatB/L
Vesicula de yema

Fig. 27. Representacion de la estructura interna de un ovocito maduro de Xenopus laevis (FAA:
aminoacidos libres por sus siglas en inglés) (Craig y Ozlem, 2018).
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Los ovocitos estan rodeados por una envoltura vitelina acelular conocida como
envoltura o capsula del huevo. Después de la fecundacion, esta envoltura tiene
como funcion proteger al embrion del medio externo acuatico ya que posee
funciones antimicrobianas y bactericidas (Lubzens et al., 2010). Durante el
desarrollo de los huevos la proteccion la brinda la membrana vitelina y
posteriormente mientras avanza el desarrollo se va modificando la estructura de
proteccion por una capa envolvente (Finn, 2007). No obstante, se ha reportado que
esta proteccion podria no ser suficiente durante el desarrollo embrionario de anfibios
ante condiciones de estrés por las condiciones del medio acuético.

En embriones de la Rana arvalis expuestos al pesticida Cipermetrina, se observo
gue durante las primeras etapas de desarrollo hay una mayor tasa de alteraciones
morfolégicas en comparacion con estadios mas desarrollados. Esto sugiere que la
severidad de los efectos adversos podria estar relacionada con la etapa de
desarrollo en que se expongan a los organismos (Greulich y Pflugmacher, 2003).
La vulnerabilidad de los embriones podria vincularse a la disminucién en volumen
de la capa protectora del huevo durante el desarrollo embrionario. En Xenopus
laevis (Nieuwkoop y Faber, 1967) y Ambystoma mexicanum (Bordzilovskaya et al.,
1989) se ha observado que a medida que avanza su desarrollo embrionario el
volumen de la capa protectora del huevo va disminuyendo y por lo tanto se
incrementa la exposicion de los embriones a las condiciones del medio. Aunado a
lo anterior, se ha demostrado la presencia de canales idnicos en ovocitos de
Xenopus laevis y en peces, lo que sugiere la capacidad del corion para permitir un
intercambio i6nico a través de la membrana hacia el interior de los ovocitos. Por
este mecanismo, se puede llevar a cabo un intercambio i6nico de agentes
contaminantes hacia el espacio intracelular, alterando el desarrollo embrionario de

los organismos (Lubzens et al., 2010).

10.2 Rutas de entrada de contaminantes en los ovocitos
En los embriones, las estructuras branquiales estan poco desarrolladas por lo que

la membrana del saco vitelino es la principal via de intercambio de gases y de
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ionoregulacién. En la membrana de los ovocitos de Xenopus laevis se han descrito
algunos canales idnicos de Caz*, Cl, Na* y K*, asociados a la actividad de la Na*/K*-
ATPasa. También se han descrito los canales de cationes mecanosensibles
(MSCC), los cuales son permeables para los iones de K*, NH4*, Cs*, Rb" y Na*
(ordenados en orden descendente de permeabilidad) (Terhag et al., 2010; Wright y
Wood, 2009). En la membrana del saco vitelino de ovocitos de peces también se ha
identificado la presencia de proteinas Rh (Rhcgl, Rhag y Rhbg), grupo de
glicoproteinas importantes en el transporte de amoniaco (NHs) transmembranal
(Wright y Wood, 2009) (Figura 28).

Canales de intercambio idnico
en ovocitos

Proteinas
Rh

Membrana
plasmatica

Rhcgl
Rhag
Rhbg Yema
Ovocito

Fig. 28. Representacion de canales idnicos en ovocitos de Xenopus laevis y la presencia de
proteinas Rh descritas en peces (creacion propia basado en Terhag et al., 2010; Wright y Wood,
2009).

La incorporacion intracelular del NH4* puede darse por competencia y sustitucion
de los iones K* y Na* en sus mecanismos de transporte ionico (Ip y Chew, 2010),
mientras que el NHs difunde a nivel intracelular a través de proteinas Rh (Wright y
Wood, 2009). De igual manera, la incorporacion del nitrito NO2" y del nitrato NOs™ a
las células puede darse por competencia con el i6bn CI, ocupando su lugar
(Kroupova et al., 2018; Poulsen et al., 2018).

Los estudios que abordan el efecto de la accion subletal de contaminantes en
estadios tempranos de anfibios en escenarios de exposicion ambiental es amplia,

aunqgue la mayoria de los estudios se centran particularmente en la accién téxica de
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fertilizantes y pesticidas (Adelizzi et al., 2019; Liendro et al., 2015; Lajmanovich et
al., 2014; Robles-Mendoza et al., 2009), herbicidas (Wagner et al., 2015; Edge et
al., 2014), metales (Jayawardena et al., 2017; Weir et al., 2019; Gardner et al., 2017)
y por efecto de la radiacion UV (Londero et al., 2019; Lipinski et al., 2016; Palen et
al., 2015; Croteau et al., 2008) (Tabla 2).

Tabla 2. Efectos subletales en etapas tempranas de anuros por la exposicion crénica a

contaminantes como fertilizantes, pesticidas, herbicidas, metales y por efecto de la radiacién UV-B

Bioguimico

Morfolégico

Fisiol6gico y Conductual

-Estrés oxidante.

-Menor eficiencia de eclosion.

-Dafio al DNA. -Malformaciones. -Inhibicion del desarrollo.
-Apoptosis. -Lordosis. - Reduccion del crecimiento.
-Necrosis. -Edemas. -Convulsiones.

Toxicidad por -Disminucién de -Menor tamafio. -Mortalidad.

exposicion actividad enzimética. -Necrosis. -Nado desequilibrado.

cronica en -Neurotéxico. -Lesiones en tejidos. | -Susceptibilidad a

sistemas -Peroxidacion lipidica. enfermedades.

acuaticos -Disminucién de -Disminucién de la actividad.

-Inhibicién de la metamorfosis.

transporte de O?

(Adelizzi et al., 2019; Weir et al; 2019; Jayawardena et al., 2017; Lipinski et al., 2016; Liendro et al.,
2015; Palen et al., 2015; Wagner et al., 2015; Edge et al., 2014; Robles-Mendoza et al., 2009)

10.3 Efectos téxicos de los compuestos nitrogenados en anuros y urodelos
durante los estadios tempranos de desarrollo.

A pesar del enriquecimiento de los cuerpos de agua por el aporte de compuestos
nitrogenados, los estudios que abordan en anfibios el efecto crénico-subletal son
relativamente reducidos, y los estudios que abordan el efecto de su interaccion son
aun mas limitados. Aunque se ha reportado el efecto aditivo y sinérgico de mezclas
de amonio, nitrito y nitrato en la actividad y el crecimiento de larvas del anuro
Pelophylax perezi (Egea-Serrano y Tejedo, 2009). Macias y colaboradores (2007),
también evidencian el impacto negativo por la combinacion de la radiacion UVB y
nitrito, con un incremento de hasta 4 veces de los efectos en la Rana perezi, en
comparacion con los efectos ante la exposicién individual de estos estresores en los
embriones y larvas de anuros en etapas tempranas. De tal manera, los estudios que
aborden el efecto combinado de los compuestos nitrogenados bajo escenarios de

concentraciones ambientales son de suma relevancia para profundizar en sus
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impactos sobre la biodiversidad de los anfibios y la salud de su ecosistema. Por otro
lado, cabe destacar que la mayoria de los estudios que abordan el efecto subletal
de compuestos nitrogenados en anfibios se centran en los anuros, lo que destaca
la relevancia de abordar estos estudios en urodelos y particularmente en especies
sujetas a proteccion especial y bajo condicion de extincién ecoldgica en su habitat

como lo es el ajolote Ambystoma mexicanum.

En el caso de los compuestos nitrogenados se han reportado diferentes efectos
subletales en huevos y larvas de anfibios por exposicion crénica (Tabla 2 a 4). En
embriones expuestos a bajas concentraciones de amoniaco (0.1 mg/L N-NH3) se
observaron malformaciones como lordosis, cuerpo asimétrico, deformidades en la
cola, formacion de edemas, ausencia de cola, menor tamafio, menor tasa de
eclosion y un incremento en la mortalidad (Deng et al., 2017; Garcia-Mufioz et al.,
2011; Mendoza, 2009; Hamer et al., 2004; Ortiz et al., 2004; Jofre y Karasov, 1999;
Schuytema y Nebeker, 1999). Los efectos morfo-funcionales por exposicion a nitrito
(0.05 mg/L N-NO2) incluyen la formacion de edemas subdermales, desequilibrio y
reduccion de actividad de nado, pardlisis, secrecion de mucosidad, menor tamafio
y menor supervivencia en larvas eclosionadas (Mendoza, 2009; Shinn et al., 2008;
Griffis-Kyle, 2004; Marco y Blaustein, 1999; Huey y Beitinger 1980). El nitrato N-
NOs tiene una menor toxicidad en los organismos acuaticos, y estudios en anfibios
han reportado una baja tasa de mortalidad en exposiciones de hasta 80 mg/L N-
NOs en etapas tempranas de desarrollo (Hecnar, 1995). Sin embargo, en
concentraciones mucho menores, también se han registrado efectos subletales
como desequilibrio en el nado, paralisis, deformidad en ojos, pérdida de
pigmentacién, malformaciones en cabeza, térax y cola, pérdida de peso, hinchazoén
en el cuerpo y hemorragias intestinales (Garriga et al., 2017; Mendoza,2009;
Krishnamurthy et al., 2008; Smith et al., 2005; Hecnar, 1995).

Los efectos adversos a nivel conductual que se han reportado en embrionesy larvas
incluyen alteraciones en su capacidad motora y actividad de nado que conllevan a

una disminucion en la actividad para alimentarse o para escapar de los
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depredadores. Estas modificaciones de comportamiento, dentro de su habitat
natural, los hace mas vulnerables a ser depredados y disminuye su capacidad de
supervivencia en vida libre (Deng et al., 2017; Polo-Cavia et al., 2016; llha y
Schiesari, 2014; Garcia-Mufioz et al., 2011; Shinn et al., 2008).
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Tabla 3. Efectos subletales en embriones y larvas de anuros y urodelos por la exposicién crénica a

amonio (NH4*) y amoniaco (NHs).

AMONIO
Especie I Estadio I Exposicion I Efectos Pardmetros | Referencia
ANUROS
5d
Rana pipiens Embridn <0.5 mg/L
N-NH,
24 . Cuerpo asimétrico
i T EivbEA 0.1 mg/L . Deformidad en cola 23°C Jofre y Karasov,
ana clamitans mbridn .
: e . Lordosis pH: 8.0 1999.
Bibfe . Menor tasa de eclosidn
3d
Bufo americanus Embridn 0.2mg/L
N-NH;
0 3dg/L . Deformidad en cola
? ¢ =
Bufo gargarizans Embridn JEdemias
NH.Cl . Hiperplasia 18°C Dengetal.,
3d . Lordosis pH:7 2017.
Rana chensinensis Embridn 10 mg/L - Menor tamafio
NH,CI . Estrés oxidativo
150d
o . Disminucion de actividad Hammer et al.,
Litoria aurea Larva <Smg/L . 22.2°C
. Menor tamano 2004.
NH,;NO;
2Z:5°C
Pseudacris regilla 5d . Edemas Schuytema
Embridn 6.9mg/L |, Lordosis y
. 3 i Hn pH: 6.6 Nebeker, 1999.
Xenopus laevis N-NH, . Estrés oxidativo
pH: 7.0-7.5
Embrid a M i i 20°C Garcia-Muf t
mbridn . Menor supervivencia arcia-Munoz e
Epidalea calamita <22 mg/L P B
Larva . Menor tamano pH:7.2-7.8 al., 2011.
NH,;NO;
. Deformidad de cola
B =HACH 22.2°C Ortizetal
. 1 i
Hyla arborea Larva <10 mg/L . Lordosis
- pH: 7.2-7.8 2004.
NH;NO, . Menor tamano
. Estrés oxidativo
URODELOS
ad . Ausencia de cola
Ambystoma . Edemas
Y Embrién 0.3 mg/L 3 15°C Mendoza, 2009.
mexicanum . Lordosis
NH,CI - fes 3
. Estrés oxidativo
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Tabla 4. Efectos subletales en embriones y larvas de anuros y urodelos por la exposicién cronica a

nitrito (N-NOz2).

NITRITO
Especie Estadio Exposicion Efectos Parametros Referencia
ANUROS
Bufo boreas Larva
Rapa pretiosd fana . Deformacion de cola
Rana aurora Larva Eaets
1mg/L ;
z . Parélisis 15°C Marco et al., 1999.
N-NO, Lr g
g . Reduccidn de actividad
Hyla regilla Larva e A
. Estrés oxidativo
. Deformidades
0.05mg/L | Eclosion apresurada
Pelophylax perezi Larva s . Edemas 18 °C pH: 8.0-8.2| Shinn et al., 2008.
Z . Menor tamario
. Estrés oxidativo
y 1mg/L . Menor supervivencia 17.8°C S
Rana sylvatica Larva 2 57 Griffis-Kyle, 2004.
N-NO, . Menor tasa de eclosion pH: 8.2
URODELOS
. Desequilibrio en nado
. Edemas
: 1mg/L . Lordosis 5
Ambystoma gracile Larva < T 15°C Marco et al., 1999.
N-NO, . Paralisis
. Reduccion de actividad
. Estrés oxidativo
) 0.48mg/L |, Secrecién de mucosidad 25°C Huey and Beitinger,
Epidalea texanum Larva _ 3 g
N-NO, . Estrés oxidativo pH: 7.0 1980.
. Deformidad de cola
. Edemas
Ambystoma 0.1 mg/L
Y Embrion 5 . Lordosis 15°C Mendoza, 2009
mexicanum N-NO, s
. Menor tamano

. Estrés oxidativo
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Tabla 5. Efectos subletales en embriones y larvas de anuros y urodelos por la exposicién crénica a

nitrato (N-NOs").

NITRATO
Especie | Estadio | Exposicion I Efectos Pardmetros | Referencia
ANUROS
. Deformacion de cola
Rana pipiens 100d . Edemas ”
S 20°C
Larva <10mg/L |, Parélisis sz Hecnar, 1995.
Pseudocris triseriata N-NO; .Reduccién de actividad |
. Estrés oxidativo
14d % " -
. Menor tamano
Alytes obstetricans Larva >80 mg/L . . 20-22°C Garriga et al., 2017.
) . Menor supervivencia
N-NO;
15d . Menor supervivencia
Rana catesbeiana Larva 5mg/L . Menor tamafio 17-19°C Smith et al., 2005.
N-NO; . Pérdida de peso
. Desequilibrio en nado
Nyctibatrachus . Deformidades
: Larva
major . Edemas
. Estrés oxidativo
44mg/L | peformidades en e Krishnamurthy etal.,
NaNO;  |cuerpo ’ 2008.
) . Despigmentacion
Fejervarya - 2
& : Larva . Hemorragia intestinal
limnocharis :
. Lordosis
. Parélisis
. Estrés oxidativo
URODELOS
. Deformidad de cola
. Edemas
Ambystoma B 0.1 mg/L : .
: Embrion _ . Lordosis 15°C Mendoza, 2009.
mexicanum NaNO; ”
. Menor tamano
. Estrés oxidativo
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10.4 Estrés redox y sefializacidn celular en etapas tempranas de desarrollo de
organismos acuaticos

Los efectos téxicos del amonio, nitrito y nitrato en los organismos acuaticos,
incluyendo los anfibios, se han relacionado con los efectos por estrés oxidante
celular y con la alteracion del metabolismo aerobio energético. La alteracién del
balance redox celular perjudica la capacidad de los embriones para desarrollarse
normalmente, ocasionando que el desarrollo se detenga y/o se desarrollen
malformaciones (Lushchak, 2016; Ortiz-Santaliestra y Marco, 2015; Mussi y
Calcaterra, 2010; Ortiz-Santaliestra et al., 2010b; Valavanidis et al., 2006). Por otro
lado, la canalizacidén de energia al proceso de desintoxicacion de los contaminantes,
puede ser un factor que resulte en alteraciones durante el desarrollo embrionario y
reflejarse en retrasos del crecimiento, malformaciones y falta de movilidad en etapas

de desarrollo posteriores (Greulich y Pflugmacher, 2003).

El desarrollo de la vida temprana se caracteriza por ser una etapa de rapido
crecimiento por todos los procesos celulares que ocurren. Esta etapa involucra
procesos de elevada complejidad sujetos a regulacion temporal y espacial
finamente coordinados. Durante el desarrollo embrionario en vertebrados, los ROS
a nivel intracelular desempefian una funcidon reguladora fundamental en la
proliferacion, diferenciacion y muerte celular programada (apoptosis) (revision en
Harvey et al., 2002 y en Timme-Lagary et al., 2018).

En los anfibios, el metabolismo aerobio y el requerimiento energético se incrementa
con el progreso del desarrollo embrionario, lo que conlleva a un aumento en la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y en la actividad antioxidante
para reducir su efecto toxico. El incremento en la produccion de ATP sustenta los
requerimientos energéticos metabdlicos, por lo que durante las primeras etapas de
desarrollo embrionario hay una elevada actividad metabolica (Timme-Laragy et al.,
2018). Aunado a esto, en vida libre los organismos acuaticos estan expuestos a
menudo a agentes contaminantes que alteran el balance antioxidante (balance

redox). Esto ocasiona un incremento en la produccion de ROS, alterando el sistema
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celular antioxidante y modificando las cascadas de sefializacibn que regulan
procesos fisioldgicos para el desarrollo de los organismos. La alteracion de estos
procesos fisioldgicos puede conducir a cambios estructurales y funcionales o
incluso, inhibir el desarrollo embrionario (Jiang et al., 2019; Sant et al., 2017; Mussi
y Calcaterra, 2010).

De tal manera, la participacion de los sistemas antioxidantes (enzimaticos y no
enzimaticos) desde etapas tempranas del desarrollo embrionario es fundamental
para el mantenimiento del balance redox celular que estd involucrado en los
procesos de sefializacion celular (Rizzo et al., 2007). Una sobreproduccién de ROS
por la exposicion a sustancias quimicas, puede modificar el potencial redox
intracelular en las células embrionarias ocasionando “estrés redox”. El estrés redox
puede ser de naturaleza activa (dirigida a vias de sefializacion especificas) o pasiva
(efectos pasivos que ocasionan dafio a las macromoléculas) (Timme-Laragy et al.,
2018).

En organismos acuéticos se han descrito dos sistemas principales que regulan la
actividad enzimatica antioxidante y que estan relacionados con el desarrollo de los
organismos, el factor NF-KB y la via HIF. El factor NF-KB (factor de transcripcion
para genes implicados en la supervivencia, diferenciacion, inflamacién y crecimiento
celular), activa la transcripcién génica de proteinas con funcién reguladora en los
procesos de desarrollo y para realizar la biosintesis de defensas antioxidantes como
GSH. La via de sefalizacion HIF es crucial para los organismos acuaticos en la
actividad inmunolégica ya que actia como regulador y activador de genes para la
funcion mitocondrial, angiogénesis, proliferacién y apoptosis celular (Birben et al.,
2012; Lushchak, 2011; Valko et al.,, 2007). Se ha observado en peces que la
exposicidn crénica en altas concentraciones de amonio incrementa la expresion del
ARNmM de HIF-1 para promover la respuesta al dafio celular por el estrés, ya que el
incremento de su actividad se relaciona con la actividad de regulacion de la
expresion de genes de defensa contra el dafio oxidativo de las branquias

ocasionado por un exceso de ROS (Liu et al., 2021). En el pez cebra (Danio rerio)
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se ha reportado que la proteina Nrf2 esta involucrada en la regulacion de la
respuesta al estrés oxidativo y en la proteccion antioxidante en embriones contra

desafios oxidantes en los primeros estadios de desarrollo (Kovac et al., 2015).

Se ha reportado en los anuros Xenopus laevis y Bufo arenarum, alteraciones en la
actividad de SOD y GSH durante el desarrollo embrionario después de una
exposicion cronica a contaminantes con potencial oxidativo (Mussi et al., 2010;
Rizzo et al., 2007; Valavanidis et al., 2006). De igual manera, en etapas tempranas
de desarrollo del anuro Pelobates cultripes se observd que bajo condiciones de
estrés ambiental (salinidad, temperatura, pH, herbicidas y predadores) la
concentracion de la hormona corticosterona se incrementé considerablemente, asi
como la produccion de SOD, lo que condujo a un desequilibrio en el estado redox
de los organismos (Burraco y Gomez, 2016).

Fig. 29. Malformaciones en el desarrollo embrionario de Bufo gargarizans (A-B) y Rana
chensinensis (C) por exposicion a N-NH4* (barra blanca equivale 1mm) (Deng et al., 2017).

Los efectos téxicos del amonio, nitrito y nitrato en etapas tempranas de desarrollo
se han relacionado con el estrés oxidativo celular. En donde se altera la capacidad
de los embriones para desarrollarse normalmente, ocasionando que el desarrollo se
detenga y/o se desarrollen malformaciones (Deng et al., 2017; Mussi y Calcaterra,
2010; Mendoza, 2009; Shin et al., 2008) (Figura 29). Por otro lado, se ha observado
que, en anfibios el nitrato puede interrumpir la funcion de la glandula tiroidea (TH),
disminuyendo los niveles hormonales y alterando las vias de sefializacion de las
hormonas asociadas al desarrollo de los organismos (Deng et al., 2017; Wang et
al., 2015)
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Los efectos por estrés redox pueden ser diferentes de acuerdo al momento
especifico del desarrollo, ya que la susceptibilidad al dafio oxidativo y la respuesta
antioxidante puede variar dependiendo de la etapa de desarrollo, los niveles de
dafio y la respuesta antioxidante (Sant et al., 2017). Sin embargo, estudios muestran
evidencia de que el estado redox de los embriones son mas susceptibles a la
toxicidad durante la organogénesis. En esta etapa se ha observado una mayor
desregulacion en los procesos de desarrollo, aunque en etapas mas tempranas
también se han observado efectos adversos. En la rana Pelophylax esculentus se
analizo la concentracién de ROS en diferentes etapas del desarrollo y se report6 un
incremento en la produccién de ROS relacionado con el aumento de antioxidantes
en etapas que siguen procesos importantes de desarrollo y crecimiento (desarrollo
de organos, formacion de estructuras morfolégicas, transicién a la vida terrestre,

patrones de alimentacion) (Prokic et al., 2019).

Mussi y colaboradores (2010) reportaron alteraciones morfolégicas durante el
desarrollo embrionario del anuro Chaunus arenarum relacionados con el estrés
oxidante por la exposicién al pesticida Paraquat. Aunque las malformaciones
observadas fueron evidentes desde el estadio de géastrula, los analisis histologicos
demostraron otras alteraciones a partir del estadio de blastula que implica dafios en
el DNA. Esto da como resultado la represion de la expresion génica durante el
desarrollo del embrién, comprometiendo procesos como la migracion, diferenciacién
y/o proliferacion celular. Estudios realizados en Xenopus laevis han reportado que
desde las primeras etapas de desarrollo, el sistema antioxidante se activa e
incrementa la actividad de la catalasa y la SOD, y posteriormente del sistema GSH,
alcanzando su maximo en la etapa 40 (posterior a la etapa de organogénesis) (Rizzo
et al., 2007).

Cabe resaltar que la organogénesis es una etapa critica para el desarrollo del
organismo ya que durante este periodo las células se diferencian terminalmente en
estructuray funcién bioquimica utilizando una gran variedad de sefiales moleculares

para controlar y regular estos procesos. De tal manera, la exposicién a sustancias
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quimicas inductoras de estrés oxidativo/nitrosativo durante etapas clave del
desarrollo embrionario puede resultar en la alteracion del balance redox que altera
las vias de sefalizacion celular y promueve la dismorfogénesis, la pérdida funcional

o la letalidad del embrion (Timme-Laragy et al., 2018).

Los efectos adversos a nivel conductual que se han reportado en embriones y larvas
incluyen alteraciones en su capacidad motora y actividad de nado que conllevan a
una disminucién en la actividad para alimentarse o para escapar de los
depredadores (Deng et al., 2017; Polo-Cavia et al., 2016; Ilha y Schiesari, 2014;
Garcia-Mufioz et al., 2011; Shinn et al., 2008). Estas modificaciones de
comportamiento, dentro de su habitat natural, los hace mas vulnerables a ser
depredados y disminuye su capacidad de supervivencia en vida libre lo cual
conduce a largo plazo al deterioro estructural y funcional de las poblaciones.

10.5 Estudios ecotoxicolégicos en A. mexicanum,

A pesar de la vulnerabilidad de Ambystoma mexicanum a la contaminacién organica
e inorgénica en su habitat, son pocos los trabajos que reportan efectos adversos
por exposicion crénica a compuestos nitrogenados desde las primeras etapas de
desarrollo de embriones y larvas (Mendoza, 2009; PAPIIT IN216621, datos no

publicados).

Se ha reportado que la exposicion crénica al amonio, nitrito y nitrato en embriones
de A. mexicanum induce diferentes alteraciones durante el desarrollo embrionario y
una elevada mortalidad en concentraciones ambientalmente relevantes (niveles que
se registran de manera regular en el sistema lacustre de Xochimilco). A partir de
exposiciones de 0.3 mg/L de NH4Cl- se han observado malformaciones como
lordosis y edemas, mientras que el porcentaje de mortalidad incrementa hasta el
100% en exposiciones de 0.5 mg/L de NH4Cl. La exposicion a NaNO2  en
concentraciones desde 0.1 mg/L y 0.5 mg/L NaNOs, se ha reportado que induce
alteraciones como la formacion de edemas, ausencia de cola, lordosis y un

incremento en la mortalidad (Mendoza, 2009) (Figura 30).
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Fig. 30. Malformaciones en embriones de Ambystoma mexicanum por exposicién crénica individual
a amonio, nitrito y nitrato. A) Ausencia de desarrollo y edemas.B. Ausencia de cola en organismo
recién eclosionado. C) Lordosis en organismo recién eclosionado (Mendoza, 2009).

Al comparar estos datos con las concentraciones reportadas de compuestos
nitrogenados presentes en la zona lacustre de Xochimilco, se podria deducir que
los ajolotes que aun podrian estar presentes en la zona se enfrentan a condiciones
de estrés severo y crénico que podrian comprometer la viabilidad de los huevos y
su éxito reproductivo. Por otro lado, dada la exposicion simultanea en el medio a
cada compuesto nitrogenado se esperaria la interaccion adversa y efectos toxicos
aditivos o sinérgicos de las mezclas de amonio, nitrito y nitrato en la actividad,
crecimiento y desarrollo de los embriones, como se observé en larvas del anuro

Pelophylax perezi (Egea-Serrano et al., 2009).

Estudios recientes realizados en A. mexicanum denotan que la exposicion en etapas
tempranas de desarrollo (desarrollo embrionario y primeros estadios larvales) a
concentraciones ambientalmente relevantes de mezclas de amonio, nitrito y nitrato
inducen estrés oxidante y alteraciones en el metabolismo energético que
comprometen la supervivencia de los organismos en su habitat natural. Las
alteraciones observadas se han relacionado a su vez con la bioacumulacién de los
compuestos nitrogenados. Aunque durante los primeros estadios del desarrollo de
los ovocitos no se detectd la bioacumulacién de amonio y nitrito, a medida que
avanza el desarrollo los niveles de bioacumulacion se van incrementando, siendo la
etapa de larva temprana E50 (12 d post eclosion), en donde se registraron las
concentraciones mas elevadas (9.21 ug N-NH4*/g PH, 2.27 ug de N-NO2/g PH y
2.35 ug de N-NO3s/g PH). Aunque bajo estas concentraciones bioacumuladas no se

observaron efectos morfolégicos evidentes, se determinaron alteraciones
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bioguimicas como la alteracion del balance redox y el estrés oxidante asociado al
desbalance del sistema antioxidante Glutation (GSH/GSSH), SOD (superéxido
dismutasa) y en la produccion de proteinas carboniladas. La alteracion en el
metabolismo aerobio energético a largo plazo podria poner en riesgo el desarrollo y
supervivencia de los organismos (PAPIIT IN216621, datos no publicados).

De acuerdo a los informes y antecedentes previos se puede inferir que bajo los
parametros ambientales actuales de la zona lacustre de Xochimilco, las condiciones
no son idéneas para que la especie A. mexicanum pueda reproducirse y
desarrollarse de forma exitosa, ya que la mayoria de los canales de Xochimilco
sobrepasan los niveles maximos permisibles para la vida acuatica (NMPVA) (Nordin
y Pommen, 2009) de amonio, nitrito y nitrato (PAPIT IN216621, datos no
publicados). La excepcion lo constituyen algunos canales de la Zona de
invernaderos y Zona de Humedales que presentan sitios con concentraciones por
debajo o cerca del limite del NMPVA, y los cuales podrian ser propuestos como
idoneos para que la especie pueda prevalecer en vida silvestre. No obstante, aln
en las concentraciones reportadas en estos sitios se han observado alteraciones
durante el desarrollo de los embriones (Mendoza, 2009; PAPIIT IN216621, datos no
publicados), lo que puede perjudicar los esfuerzos por restablecer a la poblacion de

ajolotes en su habitat.
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11. Conclusiones

De acuerdo a la informacion reportada, las concentraciones de amonio (NH4*; NH3),
nitrito (NOz2) y nitrato (NO3s’) en la mayoria de los canales de la Zona Lacustre de
Xochimilco sobrepasan los limites permisibles para la vida acuatica (NMPVA) (1.8
mg N-AT/L; 0.02 mg N-NO27/L; 3.0 mg N-NOs7/L). Por estas caracteristicas de este
cuerpo de agua, se considera que las especies acuaticas altamente sensibles como
el ajolote se encuentran en alto riesgo con repercusiones adversas en su desarrollo
y supervivencia, asi como también en la viabilidad reproductiva en los organismos

adultos.

La toxicocinética de los compuestos nitrogenados en organismos acuaticos como
los anfibios, involucra su absorcién por via dérmica debido a la alta permeabilidad
de la piel y a través de las branquias por inversion de los gradientes quimicos. El
incremento ambiental de compuestos nitrogenados conlleva a su bioacumulacién
desde las primeras etapas de desarrollo, ya que la capa protectora vitelina de los
ovocitos se va reduciendo conforme avanza el desarrollo y por lo tanto son
expuestos directamente a la accion toxica de estos contaminantes como alteracién
del balance redox, malformaciones, reducciébn del crecimiento, mayor
susceptibilidad a enfermedades y disminucién de la actividad, lo cual pone en riesgo
la supervivencia de los organismos. De tal manera, es posible afirmar que desde las
etapas tempranas del desarrollo de Ambystoma mexicanum los embriones se
encuentran expuestos directamente a la accién téxica de estos compuestos
nitrogenados con la consecuente alteracion en el desarrollo ontogénico de los
organismos, lo cual podria comprometer su viabilidad, sobrevivencia y éxito

reproductivo.

También cabe resaltar la importancia de realizar estudios de toxicidad de
contaminantes en los sistemas acuaticos en especies de urodelos, para poder
profundizar en los impactos sobre la biodiversidad y la salud del ecosistema, asi
como para poder implementar propuestas de manejo que permitan mejorar las
condiciones de ambientes alterados por las actividades antropicas para el desarrollo

de especies como el ajolote A. mexicanum.
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12. Recomendaciones
El ajolote es una especie que se encuentra en peligro de extincion debido al
deterioro histérico de su habitat natural y se han realizado intentos fallidos de
reintroduccion de la especie sin tomar en cuenta que las condiciones ambientales
del acuifero permitan a los ajolotes desarrollarse y reproducirse de forma
satisfactoria en su habitat natural. De acuerdo a la informacion reportada, las
condiciones ambientales de su habitat no se consideran idéneas para garantizar la
supervivencia a largo plazo de la especie y que permita el desarrollo, la
reproduccion y sobrevivencia de esta en su ambiente natural. Aunado a las
condiciones ambientales de la Zona lacustre de Xochimilco, el impacto del estrés
por competencia de recursos, supervivencia ante depredadores, viabilidad
reproductiva, condiciones anoxicas de la columna de agua, entre otras, son factores
que ponen en riesgo la supervivencia y el restablecimiento de la poblacion del
ajolote Ambystoma mexicanum en su habitat natural y demuestra la relevancia de
buscar alternativas para la posible reintroduccidén de esta especie en otros sitios ya
sea dentro de la zona lacustre en sitios de bajo impacto por contaminantes o en

sitios alternativos aledafios y/o artificiales.

A partir de esta informacién obtenida sobre la problematica de contaminacion y
deterioro de la Zona Lacustre de Xochimilco, se recomienda la implementacién y/o
modificacién de programas cuyo objetivo principal sea mejorar la calidad de agua y
la funcionalidad del sistema acuatico. De tal manera, se requiere mejorar las
acciones enfocadas en la reduccion del aporte de contaminantes organicos e
inorganicos para la rehabilitacion hidrolégica del sistema lacustre que permita
recuperar su funcién ecoldgica. Estas acciones nos permitiran mejorar las
propuestas de manejo y/o proyectos de reintroduccion de la especie A. mexicanum,
gue a largo plazo permitan el restablecimiento de la especie en su habitat natural,

asi como un manejo adecuado sustentable del sistema lacustre de Xochimilco.
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ANEXO 1. Concentracién de compuestos nitrogenados (amonio, nitrito y nitrato)

en la zona lacustre de Xochimilco (2017, 2021).
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Fig. 31. Concentracion de amonio (mg N-AT/L) en agua superficial de la zona lacustre de Xochimilco
en el periodo 2017 y 2021 en los sitios de estudio correspondientes a: Zona Urbana (ZU), Zona
Chinampera (ZCH) y Zona Chinampera de Transicion (ZCHT). En cada figura las lineas horizontales

denotan los Niveles Maximos Permisibles para la Vida Acuatica para un periodo de exposicion de 30
dias (NMPVA-30d).
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Fig. 32. Concentracion de amonio (mg N-AT/L) en agua superficial de la zona lacustre de Xochimilco
en el periodo 2017 y 2021 en los sitios de estudio correspondientes a: Zona de Humedales (ZH),
Zona de Invernaderos (ZI) y Parque Ecolégico de Xochimilco (PEX). En cada figura las lineas
horizontales denotan los Niveles Maximos Permisibles para la Vida Acuética para un periodo de
exposicién de 30 dias (NMPVA-30d).
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Fig. 33. Concentracidon de nitrito (mg N-NO27/L) en agua superficial de la zona lacustre de Xochimilco
en el periodo 2017 y 2021 en los sitios de estudio correspondientes a: Zona Urbana (ZU), Zona
Chinampera (ZCH) y Zona Chinampera de Transicion (ZCHT). En cada figura las lineas horizontales
denotan los Niveles Maximos Permisibles para la Vida Acuatica para un periodo de exposicion de 30

dias (NMPVA-30d).
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Fig. 34. Concentracion de nitrito (mg N-NO27/L) en agua superficial de la zona lacustre de Xochimilco
en el periodo 2017 y 2021 en los sitios de estudio correspondientes a: Zona de Humedales (ZH),
Zona de Invernaderos (ZI) y Parque Ecologico de Xochimilco (PEX). En cada figura las lineas
horizontales denotan los Niveles Maximos Permisibles para la Vida Acuatica para un periodo de
exposicién de 30 dias (NMPVA-30d).
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Fig. 35. Concentracion de nitrato (mg N-NOs7/L) en agua superficial de la zona lacustre de Xochimilco
en el periodo 2017 y 2021 en los sitios de estudio correspondientes a: Zona Urbana (ZU), Zona
Chinampera (ZCH) y Zona Chinampera de Transicion (ZCHT). En cada figura las lineas horizontales
Méaximos Permisibles para la Vida Acuatica para un periodo de exposicion de 30
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Fig. 36. Concentracion de nitrato (mg N-NOs7/L) en agua superficial de la zona lacustre de Xochimilco
en el periodo 2017 y 2021 en los sitios de estudio correspondientes a: Zona de Humedales (ZH),
Zona de Invernaderos (ZI) y Parque Ecoldgico de Xochimilco (PEX). En cada figura las lineas
horizontales denotan los Niveles Maximos Permisibles para la Vida Acuética para un periodo de
exposicién de 30 dias (NMPVA-30d).
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