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RESUMEN

Se realizd una evaluacion de la salud de peces Fundulus grandissimus de
humedales costeros de la Costa Norte de Yucatan con diferente influencia urbana.
Se muestrearon 3 sitios (Sisal, Progreso y Chicxulub) en temporada de secas y
lluvias del afio 2018, se midieron parametros fisicoquimicos del agua, ademas se
tomaron muestras homogéneas de agua y sedimento para determinar las
concentraciones de compuestos nitrogenados presentes. Los peces obtenidos se
sacrificaron por hipotermia, se tomaron los parametros para el factor de condicion,
indice hepatosomatico e indice gonadosomatico. También se valoraron las
anomalias macroscopicas externas, parasitos, las histopatologicas de branquia e
higado que afectaron a los individuos, con el fin de realizar un indice de salud que
integrara estas alteraciones (ISP). El indice sirve para medir la salud poblacional de
peces y ademas permite conocer el estado del humedal donde residian. Los indices
se relacionaron con los parametros fisicoquimicos del agua por DISTLM (95% de
significancia) para determinar que variable afecté mas al estado de salud de F.
grandissimus. No se encontraron peces en Chicxulub por las condiciones adversas
(hipoxia, hipersalinidad, 38°C de temperatura). Las parasitosis afectaron el estado
de enfermedad de estos peces. Histopatologicamente las branquias de los peces
de Progreso fueron las mas alteradas. Los peces de Sisal y Progreso se encontraron
en rangos de salud (ISP) de bueno a aceptable. La estadistica mostr6 que las altas
concentraciones de amoniaco afectaron a los valores observados de ISP. En
conclusién, los F. grandissimus son susceptibles al compuesto nitrogenado,

amoniaco, y el estado de estos humedales medido por ISP es aceptable.



1 INTRODUCCION

Los peces son organismos condicionados por el medio en que habitan, es decir el
medio acuatico, cuando los factores ambientales en este son modificados, provocan
un estado de estrés a los individuos y los predispone o les causa alteraciones a su
salud (Roberts y Rodger, 2012). La salud es definida como un estado en el que un
ser vivo ejerce normalmente todas sus funciones (RAEa, 2019). Un estado no
saludable o de enfermedad en los peces se caracteriza por la presencia de
anomalias en su comportamiento o en su aspecto corporal, estas anomalias suelen
exponerse dentro de una poblacién. Si el organismo no puede defenderse o
adaptarse a la enfermedad, muere (Billard, 1991; Stamm, 1979).

Las anomalias corresponden a los efectos dafiinos a la fisiologia del pez que tienen
multiples causas, pueden ser biolégicas (como virus, bacterias y parasitos), o
fisicoquimicas del agua (como temperatura, oxigeno disuelto, compuestos
nitrogenados, contaminacién antropogénica, etc.). No obstante, es necesario
conocer los factores propios de cada pez; la especie, talla, estado reproductivo, etc.,
ya que sus condiciones de vida pueden favorecer la expresion de una u otra causa
de enfermedad (Billard, 1991; Lloret et al., 2014; Roberts, 2012).

En la zona costera de Yucatan muchas poblaciones de peces (especies) habitan en
los humedales costeros, ya sea en forma permanente o intermitente. Los humedales
son zonas con suelos inundados o no inundados, ya sea por agua dulce o salina, y
se les consideran regiones de transicion entre sistemas terrestres y acuaticos, que
cuentan con biodiversidad unica. Sus condiciones edafoldgicas, hidrologicas vy
bidticas lo diferencian de los demas ecosistemas; ya que se caracterizan por alojar
vegetacion hidrofila, tener suelos hidricos no drenados y estar inundados
permanentemente o por temporadas (CONAGUA, 2016; Ramsar y CONANP,
2014).

Los humedales forman parte escencial del ciclo del agua, regulando caudales,
almacenando agua de lluvia, recargando mantos freaticos, depurando

contaminantes y controlando inundaciones. Por otra parte evitan la erosion ya que



retenienen sedimentos y nutrientes, estabilizan el clima regulando las emisiones a
la atmosfera y son sumideros de carbono. Ademas, sustenta a muchas especies de
flora y fauna, por lo que son un gran banco genético (Ramsar y CONANP, 2014;
SEMADET, 2017). Otros servicios que proporciona un humedal natural es ser
criadero de animales de valor comercial, el control de plagas a traves de las aves
que habitan en él; la obtencion de materias primas para la construccion; la
produccion de lefia y el turismo; ademas, aseguran el abastecimiento de agua de

calidad y la obtencion de hierbas medicinales (Lopez et al., 2010).

La Peninsula de Yucatan tiene la mayor superficie de humedales del pais, la cual
se distribuye en 432 sitios (CONAGUA, 2016). La mayoria de los humedales de la
peninsula tiene comunidades de manglar, asociado a tulares, carrizales y peténes
(Vidal et al., 2015), los cuales, funcionan como barreras contra huracanes, controlan
inundaciones, protegen a los arrecifes de coral al sostener las arenas en las playas
y mantener las lineas de costa (CONABIO, 2009).

A pesar de la importancia econdmica y los servicios que confieren los humedales
costeros en el estado de Yucatan, estos se han visto afectados por actividades
humanas, como las portuarias y turisticas. Se han talado manglares, desecado y
rellenado ciénagas, ya sea para construccion de casas o carreteras; ademas del
manejo inadecuado de desechos solidos urbanos y el vertimiento de aguas sin
tratamiento; ya sea domeésticas o de uso industrial, en el humedal (Flebes-Patron,
et al., 2009; Garcia de Fuentes et al., 2011; Urrea y Alcala, 2017). Tan solo, para el
afno 2012 se contabilizé una perdida del 25% de los humedales costeros registrados
en Yucatan (Landgrave y Moreno-Casasola, 2012), lo que resulta en una

disminucién de los servicios ambientales y econdmicos que proveen.

Las presiones al ecosistema afectan directamente a los peces, como anteriormente
se menciond, por lo que conocer el estado en que se encuentran estos humedales,
es de gran importancia. El biomonitoreo de los organismos que residen aqui, o los
cambios en sus organos, permiten evaluar el estado en que se halla el sistema.
Estas técnicas se basan en la evaluacion de reacciones e indices de sensibilidad
de organismos vivos ante la presencia de xenobioticos, ya que la integridad biotica
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de un sistema ecologico a menudo se refleja en la salud de los organismos que
viven en €l (Adams et al.,1993; Mosquera y Pefa 2012; Ortiz-Gallarza y Ortega-
Rubio, 2014).

Un indice es un conjunto de indicadores o parametros (OCDE, 2001) que permite
realizar una evaluacion integral del estado en el que se encuentra el ambiente
(SEMARNAT, 2019). Existen indices enfocados en la evaluacion de la calidad
ecosistémica, como los indices biéticos, entre los mas conocidos esta el indice de
Integridad Bidtica (IBl), el indice Saprébico (S), indice Bidtico de Trent (TBI), y el
indice Biolégico de Calidad General (IBQG) (Mathuriau et al., 2011; Pérez et al.,
2007). Ademas, desde hace algunos anos en Europa se ha implementado un tipo
de indice que permite estimar la condicion de los ecosistemas acuaticos a través de
la salud de los peces que viven en él, el “The Fish Disease Index” (FDI), en el cual
se evaluan lesiones hepaticas y las enfermedades y parasitos visibles (Lang et al.,
2017; Vethaak et al., 1992).

En este trabajo se analizo la salud del pez Fundulus grandissimus de tres sitios de
la Reserva Estatal de Ciénagas y Manglares de la Costa Norte de Yucatan,
evaluando enfermedades externas, parasitos y la histopatologia de branquias e
higado, e integrando los datos a un indice de salud de peces (ISP) adecuado para
la especie. Ademas, este indice (ISP) se le relacioné con las variables
fisicoquimicas y los subproductos de la materia organica de la ciénaga; lo cual
proporcioné informacion de que parametro ambiental afectd al indice y por ultimo

permitié conocer el estado de los humedales muestreados.



2 MARCO TEORICO

2.1 Peces como bioindicadores de calidad ambiental

Hay diferentes conceptos de bioindicador, Markert et al. (2003) lo describe como un
organismo o una comunidad de organismos, que contiene informacion sobre la
calidad del medio ambiente; mientras Kienzl et al., (2003) puntualiza que son
organismos, células y compuestos subcelulares que se pueden utilizar para evaluar
la calidad ambiental, asi como el impacto del estrés ambiental en la composicion y
el funcionamiento de los ecosistemas. Por otro lado, Gonzalez y Vallarino (2014)
explica que es mas preciso describirlo como organismos que proporcionan
informacion cualitativa de la salud del ambiente a través de su presencia o ausencia,
o mediante cambios en la abundancia de su comunidad. Para Capé (2007) son
organismos en los que su existencia, sus caracteristicas estructurales, su
funcionamiento y sus reacciones, dependen del medio en que se desarrollan y
cambian al modificarse las condiciones ambientales. Entonces se definira a un
bioindicador como el organismo o0 una comunidad de organismos que son sensibles
a los cambios en el ambiente y reaccionan ante estos, ya sea modificando sus
caracteristicas individuales o de la comunidad, resultando en informacion cualitativa

de la calidad del ambiente.

Los peces son uno de los grupos mas usados como bioindicadores ya que se
conoce ampliamente su fisiologia, histologia y toxicologia, lo que es una ventaja
para la investigacion (Torres et al,, 2012). Ademas, las comunidades de peces
integran la variabilidad ambiental a diversas escalas espaciales y por lo tanto son
mejores indicadores del sistema entero, no solo del area de muestreo (Schmitter-
Soto, 2014). Muchos organismos de este grupo son el apice de las cadenas
alimentarias, por lo que reflejan efectos de contaminacion directa e indirecta.
Diversos autores (Barbour et al., 1999; Gonzalez y Vallarino, 2014; Mosquera y
Pefa, 2012) describen que el uso de los peces como bioindicadores es importante
ya que:



+ Son sensibles a los estresores ambientales; como la contaminacion del agua,
eutrofia, la aparicion de toxicidad por algas, asi como la desoxigenacion del
agua, etc.; lo que los hace responder rapidamente a trastornos en su entorno.

« Tienen presencia en practicamente toda la cadena trofica (omnivoros,
herbivoros, insectivoros, piscivoros) por lo cual es posible conocer el impacto
de los estresores ambientales en cada uno de los niveles.

+ Son faciles de identificar y asi, estimar de manera confiable su abundancia y
diversidad en el ecosistema de interés.

« Su amplia distribucidn geografica permite compararlos con otras
poblaciones.

« Se consideran utiles para la deteccién y seguimiento de las presiones
hidromorfolégicas que producen alteracion del habitat con cambios en
profundidad y anchura del rio, velocidad del agua, composicion
granulométrica, morfologia del lecho y vegetacion de ribera, asi como la
continuidad del rio.

« Su adaptacion al cautiverio es relativamente facil, lo que permite evaluar el

efecto de los estresores ambientales bajo condiciones controladas.

Los métodos utilizados para evaluar los efectos de la contaminacion acuatica sobre
la biologia de los peces estan dirigidos a analizar y tratar de cuantificar los cambios
morfoldgicos, fisioldgicos, bioquimicos y moleculares ocasionados por el estrés que

generan las modificaciones ambientales.
2.1.1 Biomarcadores de daio: Histopatologia

Debido a la sensibilidad que tienen los peces al ambiente, su salud refleja el estado
de contaminacioén del agua que habitan. La exposicidn a ciertas concentraciones
que no son letales pueden alterar estructuras y funciones de los organos, cuando la
exposicion es cronica la efectividad de funciones vitales y otros procesos, como
reproduccion, crecimiento, etc; se ve afectada (Duft et al., 2003). Las alteraciones o
cambios histopatoldgicos son eficientes para el biomonitoreo de peces y su relacion
con la contaminacion de las aguas que habitan; debido a la informacién que

proporciona sobre el grado de estrés, funciona como una sefal de alarma temprana
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de niveles de contaminacion inclusive bajos. (Chovanec et al., 2003). Se considera
una herramienta confiable e integral evaluar la salud de los peces silvestres en

habitas contaminados (Blazer, 2002; Jabeen et al., 2018).

La histopatologia permite evaluar las respuestas fisiolégicas y bioquimicas, localizar
dafios tisulares y conocer la distribucion subcelular de biomarcadores especificos
en tejidos diana (Novelo et al., 2014). Tiene ventajas como que permite examinar
de forma directa dérganos diana especificos; que es mas sencillo identificar
alteraciones histologicas que las funcionales; que refleja objetivamente los efectos
toxicos en la comunidad y el ecosistema, y que permite identificar algunos
xenobidticos en ambientes acuaticos (Au, 2004; Camargo y Alonso, 2007; Torres-
Martinez et al., 2017).

Los biomarcadores histopatoldgicos que se suelen evaluar son las branquias, el
higado, el rifidn, las gonadas, entre otros (Blazer, 2002; Cajaraville et al., 2000)
debido a que estos son érganos susceptibles a los cambios en el ambiente y son
los encargados de funciones vitales como respiracion y la excrecion (Gernhofer et
al., 2001).

En peces los primeros marcadores de contaminacion acuatica son las branquias y
la piel ya que presentan la primer y mas constante superficie de contacto con
irritantes, son el sitio principal de absorcion de toxicos; el higado que es el 6rgano
mas involucrado en la biotransformacion de compuestos exteriores debido a su
funcién, posicién y suministro de sangre (Van der Oost et al., 2003), desemperfia un
papel clave en el metabolismo y la posterior excrecion de xenobidticos y ademas es
el sitio de produccion de vitelogenina. El rifion en peces tiene funciones
hematopoyéticas, es importante para el mantenimiento y estabilidad del ambiente
interno con respecto al agua y sal, la excrecion y parcialmente para el metabolismo
de xenobidticos; si no los elimina, los xenobidticos se acumulan teniendo efectos
secundarios (Bernet et al.,1999; Goessling y North 2011; Javed et al., 2016). Las
gonadas son las encargadas de la reproduccion; en ellas se lleva a cabo la
diferenciacién sexual, el cual es un proceso que se ve influenciado por las

condiciones del ambiente (Yon y Akbulut, 2014). La histopatologia de gdnada
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permite conocer la capacidad reproductiva de una especie, por lo tanto, permite
determinar el estado de riesgo en el que se encuentra dentro de su habitat (Feist et
al., 2015).

La histopatologia se basa en descripciones cualitativas de las lesiones y/o
alteraciones de los organismos, esto dificulta relacionar las patologias con las
variables fisicas-quimicas y la contaminacion que presenta el ecosistema, por lo
cual el uso de indices histopatologicos ha tomado relevancia, ya que proporciona
datos numéricos en base a la frecuencia y tipo de alteracién que presenta el 6rgano;
con estos enfoques se ha logrado utilizar la estadistica multivariada que permite
comparar sitios contaminados, y usar la histopatologia como un confiable

instrumento de biomonitoreo (Bernet et al.,1999; Costa et al., 2009).

2.2 Materia organica como contaminante de humedales.

En los humedales la materia organica se integra por compuestos de alto peso
molecular (Reddy et al., 2010) que provienen de organismos como plantas,
animales y microorganismos (Alvarez, 2005; Fuentes et al., 2015). La materia
organica (MO) que se encuentra en el agua esta consitituida por dos fases; la
materia organica no disuelta (MOP), que son particulas macroscépicas (mayores a
0.7 ym), y la materia organica disuelta (MOD), que se compone de coloides o
macromoléculas disueltas (menores a 0.7 um) (Fuentes et al., 2015; Mostofa et al.,
2013). El MOP esta formado por residuos vegetales, bacterianos, fitoplactonicos,
etc. El MOD esta integrado por compuestos organicos como proteinas,
aminoacidos, carbohidratos, acidos grasos, compuestos fendlicos, y otros
compuestos de estructura desconocida (Baker y Spencer, 2004; Mostofa et al.,
2013; Reddy et al., 2010).

Las fuentes principales de MOD son la aléctona, proveniente de material terrestre
de suelos aledarios; la autéctona, originada por algas y fitoplacton en el agua; y la
antropica, derivada de los desechos de las actividades humanas (Mostofa et al.,
2013).



El rapido crecimiento de la poblacion y su desarrollo en zonas costeras ocasiona la
vulnerabilidad de los humedales costeros (Yu et al., 2016), una de las razones es
que el crecimiento poblacional conlleva a su contaminacion por materia organica.
Esta contaminacion es derivada de las actividades humanas como la ganaderia, la
agricultura, las domesticas, las industriales y las portuarias. (Fuentes et al., 2015).
En la agricultura, que es una actividad donde se realiza cambio de uso de suelo
para transformalo en tierras agricolas, se genera contaminacion por la aplicacion de
fertilizantes, pesticidas, herbicidas, y los productos de la degradacion que percolan
o lixivian llegando al agua superficial y subterranea (Mostofa el al., 2013). La
contaminacion de origen doméstico, ocasionada por la falta de tratamiento de estas
aguas residuales y en ocasiones el vertimiento directo en cuerpos de agua naturales
y que contiene principalmente detergentes, grasas, compuestos proteicos, y
organicos desconocidos (Mostofa et al., 2013). En la ganaderia los productos de
desecho de los animales, van desde antibidticos, hormonas, sangre y heces (FAO,
2006; Mora et al., 2017). Por otra parte, los efluentes y lixiviados industriales llevan
compuestos con una alta carga organica y compuestos inorganicos (Primo, 2008).
Y las actividades portuarias generan desechos contaminantes durante el servicio de
limpieza de embarcaciones, aguas lastre con hidrocarburos, aguas residuales vy
residuos solidos (MARPOL, 1978).

La descomposicion de la materia organica en los humedales se lleva a cabo por
varios procesos bioticos y abioticos, donde moléculas organicas complejas se
degradan a compuestos de bajo peso molecular, estos a su vez pasan por oxidacion
y se convierten en compuestos inorganicos (mineralizacién). Uno de los elementos
que resulta de la degradacion de la materia organica es el nitrégeno, que se
encuentra en multiples formas en agua, debido a que gran parte de su ciclo
biogeoquimico se lleva a cabo ella (Alvarez, 2005).

2.2.1 Ciclo del nitrégeno.

El ciclo del nitrogeno (N) en los humedales es regulado en conjunto por el clima, el
tipo de suelo, el agua y la vegetacion. El clima modifica las condiciones de
temperatura y del agua en el humedal. La temperatura regula la velocidad en el que
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el N es procesado por plantas y microorganismos. El suelo y el agua controlan la
formacion de humedales y el ciclo del N. La vegetacion, en respuesta a las otras
tres variables, regula el ciclo del N; ademas su crecimiento depende del N
mineralizable, que es el disponible para las plantas (Reddy et al., 2010).

En la naturaleza el nitrégeno esta presente en diversas formas quimicas y en un
gran numero de estados de oxidacién: +V, +llI, +I, 0 y -lll (Whitfield, 2010); es el
cuarto elemento mas abundante de la biomasa celular (Stein y Klotz, 2016) y es el
gas mas abundante en la atmdsfera. Para que el ciclo del nitrégeno se lleve a cabo
tiene que pasar por varios procesos que en su mayoria estan determinados por

microorganismos que son capaces de asimilarlo (Figura 1).
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Figura 1: Ciclo del nitrégeno en un humedal. Modificado de Reddy et al., 2010.

Una de las vias en las cuales los humedales obtienen nitrogeno es Ia
mineralizacion de la materia organica. Cuando restos animales, vegetales, etc. son
depositados en el humedal pasan por un proceso de degradacion mecanica o de
biotransformacioén por organismos detritivoros, lo que ocasiona una reduccién de la

materia y permite que este mas disponible para degradacion microbiana. Los
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microbios descomponen las grandes moléculas organicas (R-NH2) a compuestos
inorganicos, el principal compuesto nitrogenado que se forma es el amonio (NH4")

por el proceso de amonificacion (Reddy et al., 2010).

Existen otra via por las cual el nitrogeno llega al humedal, esta es la fijacion del
nitrégeno atmosférico (N2), un tipo de amonificacidn que ocurre cuando bacterias,
arqueas y algas especializadas transforman el N2 en amoniaco/amonio (NHz/NH4")
(Reddy et al., 2010), para lo cual usan complejos enzimaticos como el complejo
nitrogenasa, la dinitrogenasa de hierro-molibdeno y la dinitrogenasa de vanadio o
hierro. El amonio resultante de esta fijacion queda asimilados en la biomasa o
disponible para respiracion aerobica y anaerobica de microrganismos (Stein y Klotz,
2016).

Existe otro proceso de amonificacion, la reduccion disimilativa de nitrato (NO3),
llamada también amonificacion fermentativa (DNRA) (Ruting et al., 2011); los
organismos que pueden realizar esta amonificacion son; bacterias anaerdbicas,
anaerobicas obligatorias o aerdbicas; arqueas en ambientes andxicos; algas
diatomeas; y algunos hongos en suelos (Giblin et al., 2013; Stein y Klotz, 2016). El
proceso consta de dos partes, en la primera los microorganismos utilizan el
complejo enzimatico nitrato reductasa periplasmatica (NapAB) para reducir el nitrato
(NO3") a nitrito (NO2’); en la segunda parte se reduce el NO2 a NH4* por accion de
la nitrito reductasa (NRF), esta enzima puede usar otros sustratos como la
hidroxilamina y el sulfito, ademas no produce compuestos nitrogenados intermedios
(Giblin et al., 2013; Simon y Klotz, 2013). En DNRA el N es conservado como
amonio, un compuesto biologicamente reactivo, que permite que sea mas facil de
aprovechar por los microorganismos y las plantas (Algar y Vallino, 2014; Ruting et
al., 2011), ademas el aporte de NH4* es mas rapido debido a que no es limitado por
la fijacion de N2 o la desnitrificacion (Giblin et al., 2013).

La nitrificacién es la fase donde el amonio (NH4*), el N mas reducido (N"), se
oxida aerobicamente hasta llegar al N mas oxidado (N*V), nitrato (NO3°), por via
aerdbica (Andrade et al., 2015; Behrendt, 2014). Hay dos tipos de nitrificacion, uno

es un proceso mediado por dos cohortes de microorganismos (I y Il) y el otro es
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llevado a cabo por un solo tipo de cohorte (l1). En el primer tipo, el cohorte |; formado
por bacterias (AOB; por ejemplo, Nitrosomonas spp.) y arqueas (AOA,; por ejemplo,
Candidatus N. maritimus), oxida el NH4s" a NO2"; después el cohorte II; formado por
bacterias (NOB; por ejemplo, Nitrobacter spp.), oxida el nitrito (NO27) a NO3". En el
segundo tipo, el cohorte IlI; conocido como Comammox y formado por las bacterias
Nitrospira spp., es capaz de realizar la oxidacidon completa del amonio hasta nitrato.
El nitrito y nitrato producido en esta fase queda disponible para la respiracion
anaerdbica de microorganismos (Andrade et al., 2015; Stein y Klotz, 2016).

La desnitrificacion es un proceso de reduccion gradual del NOs3 a N2 en
condiciones anaerobias; el NO3 se transforma a NO2, posteriormente este a NO
(oxido nitrico) y de N20O (oxido nitroso) a Nz; el proceso se puede detener en
cualquier etapa y en el se elimina el nitrégeno fijo de los ecosistemas acuaticos
(Kraff et al., 2011; Rich et al., 2018). Existen tres tipos de desnitrificadores, los
clasicos o candnicos, los parciales y los dependientes de la metanooxidacion. Los
clasicos son microorganismos heterotrofos que son capaces de desnitrificar de NO3
a N2. En el segundo tipo se conocen bacterias y arqueas que reducen
incompletamente el NOs"y/o se libera N2O y NO; bacterias que reducen del NOs a
N20 aerobicamente; hongos de NO2" a N20O y foraminiferos que reducen del NO3™ a
N2. En el tercer tipo se conoe una bacteria metanotrofica que consume metano y
reduce el nitrito (NO2) a N2 sin producir el intermedio N2O (Rich et al., 2018; Stein y
Klotz, 2016).

Por otro lado hay una reduccion del NOs" y del amoniaco a N2 por un proceso de
oxidacion anaerobica (ANAMMOX), que es llevada a cabo por bacterias
especializadas; llamadas anammox y que pertenecen a la clase Brocadiaceae. El
proceso se realiza en el sedimento, y en el desarrollo de esta oxidacion pasa por
productos intermedios que son el NO y la hidracina (NH20H), el producto final es el
N2 que es gaseoso y se libera a la atmdsfera (Kartal et al., 2011; Reddy et al., 2010;
Rich et al., 2018; Stein y Klotz, 2016).

Por ultimo se realiza una asimilacién del nitrégeno por los heterétrofos, un ejemplo

son las plantas que obtienen N del NO3 o NO2 desde sus raices, luego los
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herviboros comen esas plantas para obtener el nitrégeno y asi sucesivamente hasta
que pasan por toda la cadena trofica, cuando los organismos mueren se vuelve a

realizar el proceso de descomposicién-mineralizacion.
2.2.2 Toxicidad de los compuestos nitrogenados en peces

El nitrdgeno es un elemento determinante en la produccion primaria los ecosistemas
acuaticos, cuando hay exceso puede ocasionar eutrofizacion y en subsecuencia
hipoxia de los animales acuaticos (Algar y Vallino, 2014; Componton et al., 2011;
Giblin et al., 2013). La toxicidad de los compuestos nitrogenados en peces puede
provocar dafio en branquias y tejidos epidérmicos, lo que facilita infecciones por
patogenos (Kaushik, 2000).

El nitrato (NOs-) es el compuesto nitrogenado menos permeable de las formas
ionicas reactivas, por lo cual es el menos toxico. La toxicidad de este compuesto
aumenta con concentraciones crecientes y tiempos prolongados de exposicion,
tanto en peces de agua dulce como en marinos; sin embargo, los peces de agua
dulce son mas suceptibles (Camargo et al., 2005). Lo que el nitrato provoca en los
peces es la conversion de los pigmentos respiratorios en formas que no se pueden
unir y transportar oxigeno, por ejemplo la hemoglobina se transforma en
metahemoglobina (Camargo y Alonso, 2007).

El nitrito (NO2-) en peces de agua dulce se absorbe rapidamente en las branquias,
causando una competencia con el cloruro, esto ocasiona que sea mas tdxico para
peces de agua dulce que para peces marinos (Camargo y Alonso, 2007). El nitrito
captado se acumula en sangre, branquias, higado cerebro y musculos, en
concentraciones que pueden estar mas altas que en el ambiente. El nitrito en peces
provoca disrupcion de funciones vitales como las cardiovasculares, respiratorias,
endocrinas y excretoras; al igual que el nitrato, provoca que la hemoglobina se oxide
a metahemoglobina o ferrihemoglobina. Una consecuencia secundaria de la hipoxia
es el dafno en higado, en exposicidn prolongada se observa alteraciones en
histopatologia de branquia como hiperplasia, hipertrofia, vacuolizacion y produccién
de células del cloro (Kroupova et al., 2005).
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El amoniaco total (NAT) es el equilibrio de sus dos formas, ionizado (NH4*) y no
ionizado (NHz3); la proporcidn de cada forma depende principalmente del pH y la
temperatura del agua, aunque también es influenciado por la salinidad (Bower y
Bidwell, 1978). El amoniaco no ionizado (NH3) es altamente téxico porque la
mayoria de las membranas biolégicas son permeables a él, en peces provoca
convulsiones, puede llevar a coma y a la muerte de los organismos (Randall y Tsui,
2002); ademas puede provocar destruccion del epitelio branquial, disrupcién del
sistema inmunoldgico, estimular la glucalisis, inhibir la produccion de ATP, suprimir
el ciclo de Krebs y alterar la osmorregulaciéon (Camargo y Alonso, 2007). En
comparaciéon con el amoniaco, el amonio o amoniaco ionizado (NHs4+) es
relativamente impermeable para las membranas, y por lo tanto menos toxico para
peces, sin embargo, en altas concentraciones puede desplazar el K* y despolarizar
neuronas por lo que es considerado un neurotdxico, la despolarizacién de las
neuronas activa al receptor de glutamato e influye a la acumulacion del Ca?* que
causa la muerte celular (Randall y Tsui, 2002). Frente a la toxicidad que representa
el amonio, algunos peces han desarrollado estrategias para desintoxicarse, como
la formacion de glutamina o de urea; la reduccion de la tasa de proteolisis y la tasa
de catabolismo de aminoacidos que habilita la disminucién del amonio; la
volatilizacion de NH3z" que permite bajar su concentracién del cuerpo; y algunos
pueden excretar el ion NHs* (Chew y Ip, 2014; Ip y Chew, 2018; Randall y Tsui,
2002).

2.3 Caracteristicas de Fundulus grandissimus Hubbs, 1936

Fundulus grandissimus o sardinilla gigante es parte del complejo Fundulus
heteroclitus-grandis, esta especie posee un cuerpo moderadamente delgado y algo
comprimido posteriormente, su hocico es largo con una boca un poco grande. Es
una especie con dimorfismo sexual, los machos son color azul olivo, con rayas
verticales iluminada y puntos de luz y las hembras tienen color verde olivo. En
ambos sexos la parte media de las aletas presenta un color azul con manchas

iluminadas (Tabla 1). La talla maxima reportada es de 21.8 cm de longitud total y es
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la especie mas grande del género (Ceballos et al., 2016; Gallardo-Torres et al.,
2014).

Tabla 1. Taxonomia de Fundulus grandissimus. Imagenes tomadas de Gallardo-Torres et al., 2014.

Reino: Animalia
Filo: Chordata
Clase: Actinopterygii
Orden: Cyprinodontiformes
Familia: Fundulidae
Género: Fundulus
Especie: F. grandissimus

Macho
Nombres comunes: sardinilla gigante, giant killifish (ingles)

Habita en aguas salobres a saladas de =zonas tropicales, tiene habitos
bentopelagicos, se comporta mayormente como carnivoro especializado en
consumo de peces y se ha reportado que consume coleodpteros, decapodos y
aracnidos (Alvarez, 2016).

Es endémica del Atlantico norte, ha sido registrada en el estado de Yucatan en
Progreso, Sisal, Ria Lagartos, Celestun; en Chiquila, Quintana Roo; en la laguna de

Términos, Campeche (Alvarez, 2016; Gallardo-Torres et al., 2014;).

Por su abundancia y frecuencia de aparicion es considerada una especie ocasional
(Gallardo-Torres et al., 2016), esto sumado a su distribucion restringida y pérdida
de habitad la incluyé en la Norma Oficial Mexicana 059-SEMARNAT-2010 de
proteccion a especies nativas de México bajo la categoria de “amenazada” (DOF,
2010; Gallardo-Torres et al., 2014).
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3. ANTECEDENTES

La estimacion de indices que reflejan la salud/enfermedad de peces, como los
indices histopatologicos y el FDI (“The Fish Disease Index”), han sido ampliamente
usados para la evaluacién del efecto toxicologico de los contaminantes en peces, y
para conocer el estatus de salud de las poblaciones de peces y el estado del
ecosistema a través del tiempo. Algunas especies de peces como Solea solea,
Solea senegalensis, Merluccius merluccius, Limanda limanda, Platichthys flesus,
Oreochromis mossambicus, (Costa et al., 2009; Cuevas et al., 2015; ICES, 2004,
Van Dyk et al., 2007; Varadarajan, 2010) en el caso histopatoldgico; y peces planos
como Limanda limanda, Platichthys flesus, Gadus morhua y Melanogrammus
aeglefinus en el caso del FDI (Bucke et al., 1996; Lang et al., 2017; Stentiford et al.,
2009; Stentiford et al., 2010; Vethaak et al., 1992; Zorita y Cuevas, 2014) son
comunmente usadas por sus caracteristicas y sensibilidad a los agentes externos,
para llevar a cabo evaluaciones del estatus de salud del ecosistema; ademas de ser

especies de importancia comercial.

En México no se han realizado analisis previos de un indice tipo FDI, sin embargo,
se han estudiado enfermedades comunes en peces de vida libre y cultivados que
tienen importancia comercial (Cedillo et al., 2001; Jiménez, 2010; Rodriguez et al.,
2001; SEMARNAP, 2000). Al igual que el FDI, las evaluaciones histopatolégicas se
han centrado mayormente en especies de importancia comercial como, por ejemplo,
Oreochromis niloticus en la cual se observo el efecto de una bacteria patogena
(Huchin et al., 2019); y especies endémicas como Skiffia multipunctata la cual fue
expuesta a fosfato de sodio dibasico y presento alteraciones en branquias (Rueda-
Jasso et al., 2014) y Goodea atripinnis que presentd anormalidades en higado y
branquia por la exposicion a aguas residuales (Ruiz-Picos et al., 2015).

Entre los estudios referentes a Fundulus grandissimus destaca la descripcidon
realizada por Gallardo-Torres et al. (2014) que presenta las caracteristicas
morfoldgicas de la especie, la distribucion geografica y su estatus de vulnerabilidad,
otro autor que también ha descrito esta situacion es Ceballos et al. (2016). Ademas,
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ha sido mencionada en estudios sobre la alimentacién de aves en Yucatan en De
Dios (2014) y Robles (2019) quienes reportaron que son importantes en la dieta y
aporte energético de polluelos de las aves Egretta rufescens, Cochlearius
cochlearius y Phalacrocorax brasilianus. Uno de los pocos estudios que se enfocan
en la especie es el de Alvarez (2016) donde reporta que su habito alimenticio es de
carnivoro especializado y encontré que es una especie tope en el sistema acuatico
de Homochén. Otra investigacion se enfocd en la identificacion y prevalencia de
helmintos que parasitan a la especie, los cuales fueron cestodos (Glossocercus
caribaensis) y nematodos (género Contracaecum) (Mora-Dominguez et al., 2018).
La investigacion mas reciente en la especie se centro en evaluar la expresion génica
del Hsp, que es determinante en la adaptacién a los cambios de temperatura, en
esta evaluaciéon se demostré que los F. grandissimus son sensibles al estrés térmico
(Colin-Garcia et al., 2019).

4. JUSTIFICACION

En las ultimas décadas el aumento rapido de la contaminacién ha afectado a los
humedales costeros ya que aqui es el ultimo lugar donde confluyen las aguas
continentales, siendo muchas veces estas la zona de descargas de desechos de
origen antropogénico. Los humedales de Yucatan son ecosistemas que se
encuentran en riesgo debido al rapido crecimiento poblacional de la zona, muchas
veces irregular, donde se llevan a cabo practicas inadecuadas como la destruccion
de manglar por tala o por interrupcion de flujo, y la descarga a la ciénega de aguas
residuales sin tratamiento (58% materia organica) (CONAGUA, 2016) y de residuos
sélidos wurbanos (RSU; con composicion del 52.4% demateria organica)
(SEMARNAT, 2016). Debido a que la materia organica es el principal componente
en la descargas domiciliarias y de los RSU, es necesario evaluar los productos de
su descomposicion (compuestos nitrogenados) y conocer el efecto que tienen sobre
los seres vivos que residen en la ciénaga. Para analizar el dafo que causan los
contaminantes se han desarrollado técnicas de biomonitoreo basado en la
evaluacion de biomarcadores de sensibilidad de organismos vivos ante la presencia

de contaminantes, ya que la integridad bidtica de un sistema ecologico a menudo
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se refleja en la salud de los organismos que viven en él (Adams et al., 1993;
Mosquera y Pefia, 2012; Ortiz-Gallarza y Ortega-Rubio, 2014). En los ecosistemas
acuaticos, los peces se consideran indicadores representativos del estado general
del sistema, debido a que integran los efectos de muchas variables bibticas y
abidticas que actuan en el sistema (Adams et al., 1993). Los métodos utilizados
para evaluar los efectos de la contaminacion sobre peces estan dirigidos a evaluar
cuantificar los cambios morfoldgicos, fisiolégicos, bioquimicos y moleculares
ocasionados por el estrés (Chovanec et al., 2003; Gonzalez y Vallino, 2014). El
indice de salud de peces (FDI) integra los cambios externos e internos provocados
por enfermedades y fue construido con el fin de utilizarse como un indicador del
estado de salud del ecosistema (Lang y Wosniok, 2008); ademas, el indice
histopatologico total (IHtotal) muestra la condicion de salud del pez, al sumar los
dafnos en los 6rganos de este (Bernet el al.,, 1999). Por lo que, la integracion y
evaluacion de estos indices (FDI e IHtotal) en peces nativos de la Peninsula de
Yucatan permitira conocer su estado de salud y contribuira al diagnostico de la

calidad ambiental de los sistemas costeros que tienen gran valor ecosistémico.

5. HIPOTESIS

El estado de salud de los peces esta relacionado con las presiones ambientales,
como la contaminacion por materia organica, que provoca variaciones de los
compuestos nitrogenados, temperatura, oxigeno disuelto, pH y salinidad; por lo
tanto los humedales con mayores aportes de materia organica, es decir con
influencia humana, exibiran mayores alteraciones en la salud de los peces Fundulus

gransissimus.

6. OBJETIVOS

6.1 General
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o Analizar la condicién de Fundulus grandissimus de ciénegas de Yucatan, a
través de la cuantificacion del indice de estado de salud en dos temporadas

climaticas.

6.2 Particulares

= Analizar la calidad del agua de las ciénagas de Sisal, Progreso y Chicxulub,
Yucatan, a través de la cuantificacion de variables fisicas y quimicas del agua.

= Analizar la anomalias morfologicas externas de piel, aletas y ojos de Fundulus
grandissimus de las ciénagas de Sisal, Progreso y Chicxulub, Yucatan.

= Analizar la prevalencia de parasitos externos, de cavidad célomica y de camara
branquial.

» Estimar el indice histopatoldgico de higado, branquia y total (Hltot) de los peces
F. grandissimus.

= Estimar el indice de enfermedad de peces (FDI) a traves de la prevalencia de
enfermedades en F. grandissimus.

= Estimar el indice de estado de salud de los peces (ISP) mediante la integracion
de los indices histopatolégico y de enfermedades de peces.

= Relacionar el indice histopatoldgico total (Hltot), el indice de enfermadad (FDI) y
el indice de salud (ISP) de los peces con la calidad de agua de humedales de

Yucatan con diferente impacto antrépico en diferentes temporadas climaticas.

7. AREA DE ESTUDIO

La Reserva Estatal de Ciénegas y Manglares de la Costa Norte de Yucatan
(RECMCNY) fue decretada 2010, resguarda una zona de 54,776.726 hectareas y
se encuentra en el norte del estado (DOGY, 2017).

Hidrologia: Los acuiferos de la zona se encuentran confinados por el caliche que
cementa los poros y las fisuras de la coraza calcarea superficial, que es

practicamente impermeable y actua como una barrera que impide el movimiento
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hacia el mar del agua subterranea. El acuifero de la Peninsula de Yucatan en su
parte litoral esta considerado como costero, el flujo de agua se dirige hacia el mar,
que es el receptor de los excedentes de agua dulce y el agua de mar penetra hasta
una cierta distancia de la costa. En general existe un gradiente espacial de menor
a mayor salinidad desde la selva baja inundable hasta la ciénaga con manglar; asi

mismo, se observan dos temporadas principales, de secas e inundacion.

Edafologia: Los suelos son carsticos, y se han descrito Arenosoles, Leptosoles,
Solonchaks e Histosoles (Delgado et al., 2010).

Clima: El clima es arido de tipo BSO (h')(x') (Garcia, 2004), en toda la zona litoral la
precipitacion media anual es de 469 mm y la temperatura promedio es de 25.4°C
(INEGI, 2017).

Flora y fauna: Las ciénagas se encuentran delimitadas principalmente por manglar
Rhizophora mangle (mangle rojo), Avicennia germinans (mangle negro). En fauna
hay aves como Egretta tula (garza) y Phalacrocorax auritus (cormoran); mamiferos,
reptiles, anfibios y una gran cantidad de arafias, hormigas e insectos. En la parte
acuatica hay especies de peces protegidas por su importancia ecoldgica y por su
origen endémico, como Poecilia velifera (molly), Fundulus persimilis (sardinilla
yucateca) y Fundulus grandissimus (sardinilla gigante) (CONABIO, 2009; DOGY,
2017; Flores et al., 2010; Vega y Hernandez, 2010).

Las areas elegidas para este estudio son Sisal como zona con bajo impacto
antropogénico, Chicxulub y Progreso como zonas con alto impacto antropogénico,
los sitios y las estaciones estudiadas se muestran en la Figura 4 y la Tabla 2:
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Figura 2: Ciénaga Sisal

7.1 Ciénaga Sisal (Poblado Sisal)

La ciénaga Sisal (Figura 2) se ubica en el oeste de la RECMCNY vy el litoral
norponiente de Yucatan, pertenece al municipio de Hunucma y delimita al norte con
el Golfo de México, al sur con los ejidos de Sisal y de Hunucma, al oeste con la
Reserva Estatal El Palmar.

En esta zona las ciénagas, cuentan con manatiales (ojos de agua y/o petenes) que
se consideran de alto valor ecoldgico para el sustento de los flujos geohidrolégicos,
ademas es lugar de anidacién y reproduccion de aves y peces. El manglar en este
sitio se encuentra en buen estado de conservacion (Diario oficial, 2010; Urrea y
Alcala, 2017), mientras que la calidad del agua es regular (mesotrofica) (Garcia de
Fuentes et al., 2011). El poblado mas cercano es Sisal con 1577 habitantes
aproximadamente y donde las principales actividades que se llevan a cabo son
pesca artesanal, caceria y turismo (Santoyo, 2017). Uno de los problemas que ha
presentado el ecosistema en este sitio es la practica de “embutido” o relleno de la
ciénaga, la cual tiene el fin de agrandar terrenos para vivienda, plantaciones o cria
de animales, segun Urreay Alcala, 2017 el material que se utiliza para estos rellenos
va desde troncos y piedras hasta plasticos, botellas y baterias. Pardifias-Ramirez y
Robles-Mendoza, (2019) observaron que los principales residuos sélidos urbanos
en la ciénaga son desechos érganicos seguidos de los plasticos.
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7.2 Ciénaga Chicxulub (Poblados Progreso y Chicxulub)

La ciénaga Chicxulub se encuentra en la zona central de la RECMCNY, en el
municipio de Progreso. Los cuerpos de agua y los flujos geohidrologicos de este
lugar aportan agua a zonas de alta conservacion. El manglar de esta zona se
considera con alta vulnerabilidad debido a que las actividades que se realizan son
de impacto medio a alto y se considera que la calidad del agua es mala (meso-
eutrofico) (Diario oficial, 2010; Garcia de Fuentes et al., 2011). Las principales
actividades economicas son la pesca y el turismo nautico, siendo el puerto mas
grande del estado (Progreso), ademas tiene zonas ecoturisticas como el Corchito
(SCT, 2009). En esta regidon se concentra 54% de la poblacion costera, por lo cual
el flujo de la poblacion es constante. Tiene como principal problema la destruccion
de manglar, ya sea por tala o por interrupcion del flujo de agua, la construcciéon de
carreteras y el azolvamiento (Garcia de Fuentes et al., 2011); la descarga de aguas
residuales sin tratamiento al suelo y mar (Moguel, 2014); y el mal manejo de
residuos solidos, que son arrojados a la ciénaga y van desde bolsas con desechos
caseros, hasta pantallas de televisores, colchones y muebles viejos (Diario de
Yucatan, 2017) (Figura 3).

Figura 3: Ciénaga Chicxulub, a) Poblado Progreso, b) Poblado Chicxulub.
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Tabla 2: Sitios y estaciones de muestreo

Sisal Progreso Chicxulub
Estacion Coordenadas Estacion Coordenadas Estacion Coordenadas
s1 21°09°46.8" N P1 21°17°03.8” N Cxi 21°17°12.4" N
90°01°'52.9" O 89°38°04.7" O 89°36°05.4" O
S2 21°10°44.7" N P2 21°17°11.3" N Cx2 21°17°05.6" N
89°58°44.9" O 89°37°29.2" O 89°36°00.8" O
21°10°'51.0" N P "
S3 89°58'32.0" O b3 21916710.4" N o 81901375,3;% 14.."5
S4 21°10°56.44"N 89°39°38.8" O )
89°58'24.23" O

8. MATERIAL Y METODO

8.1. Trabajo de campo.

Se muestrearon tres sitios, la ciénaga cercana a Sisal, la ciénaga proxima a
Progreso y la colindante a Chicxulub, en temporadas de secas (meses de abril,
mayo) y lluvias (julio y septiembre) del 2018. Las caracteristicas tomadas en cuenta
en la eleccion de las estaciones fue la presencia de la especie de interés y la
accesibilidad a la zona, una vez establecidas se registraron las coordenadas en
UTM con un GPS. Para la Ciénaga Sisal se tomaron 4 estaciones (S1, S2, S3, S4),
para Progreso 3 (P1, P2, P3) y para Chicxulub 3 (Cx1, Cx2, Cx3) como se muestra
en area de estudio (Figura 4 y Tabla 2). Para cada sitio se tomaron variables fisicas
y quimicas del agua, agua y sedimentos de la ciénaga, y peces Fundulus
grandissimus (permiso de colecta Oficio No. SGPA/DGVS/05387/17).

8.1.1 Variables fisicas y quimicas

Con un multiparametro YSI 556MPS se midi6 temperatura del agua (exactitud
0.15°C), salinidad (£0.1%), oxigeno disuelto (+0.2 mg/L), y pH (0.2 unidades).
Ademas, se tomd la profundidad del agua (cm) con un profundimetro.
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8.1.2 Muestreo de agua y sedimento

Para las muestras de agua se utilizaron botellas Nalgene® color ambar de 0.5 L, las
muestras se tomaron de la parte media de la columna de agua (Abarca y Herzig,
2002). Para los sedimentos se tomd una muestra superficial homogénea y se
guardo en tubos Falcon® (Herranz et al., 2007). Tanto las muestras de agua como
las de sedimento se mantuvieron en hielo y después se congelaron a -20°C hasta

su posterior analisis en laboratorio.
8.1.3 Muestreo de peces

Debido al tamafio de los peces y a la zona de muestreo se empled una atarraya con
luz de malla de 1 cm y apertura de 1.71 m para la obtencion de estos. Los peces se
depositaron en una tina con agua y se identificaron los Fundulus grandissimus con
ayuda del Catalogo de peces de la costa norte de Yucatan (Gallardo-Torres et al.,
2014), los demas peces extraidos se liberaron de nuevo. Los organismos obtenidos
se sacrificaron por hipotermia (AVMA, 2013), cuando los organismos ya no
presentaron evidencia de vida, es decir, que permanecieron inmoviles, sin algun tipo
de reaccion como apertura de opérculo, de la boca y/o aleteo, se fijo la cavidad
celomica con solucion Davidson (Anexo I) y se conservaron en el hielo hasta su

diseccion.

8.2 Analisis de agua y sedimento

Los analisis de compuestos nitrogenados en agua y de materia organica en
sedimentos fueron realizados por el Laboratorio de Analisis de Is6topos Estables de

la Facultad de Quimica.

El agua se descongel6 a temperatura ambiente y se filtré6 con membranas Waltman
No1. para eliminar solidos suspendidos. El amonio total (NAT (ug/L)), el nitrito (NO2
(Mg/L)) y el nitrato (NOs (ug/L)) se analizaron por métodos colorimétricos descritos
por Ringuet (2011) adecuados por Lopez-Aguiar (2019) para la lectura en

espectrofotometro de microplacas.
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Para obtener la proporcion de amonio (NHa4) y el amoniaco (NHs) del amonio total
(NAT) se utilizé la formula para agua de mar:

% amonio no ionizado= 100/[1+antilog(pKas(T)-pH)] Bower y Bidwell, 1978
dénde:
pH=potencial de hidrégeno
pKas(T)=pKa’+(0.1552-0.0003142t)l; Khoo et al., 1977
t=temperatura en °K
li=fuerza molal i6nica
pKa’=Constante de disociacién acida para agua dulce, y se obtiene con la férmula:
pKa®=0.09018+(2729.92/T) Emerson et al., 1975
doénde T= temperatura °C
11=19.9273S/(1000-1.005109S) Whitfield, 1974
donde S=salinidad

Por ultimo se calculo la cantidad de nitrégeno total (Ntot (mg/L)) sumando todas las
concentraciones de el nitrito, nitrato, amonio y el amoniaco (en pg/L) vy

transformandolo a miligramos sobre litro.

Para el analisis de sedimentos, estos fueron congelados y colocados en una
liofilizadora (Labconco) hasta que la muestra quedé completamente seca. Luego se
tamizé a luz de malla de 65, 125, 250 y 500 um para eliminar material no deseado,
rocas y conchuela; después se acidifico la muestra con HCL 1.0 M, se seco y
compacto en cartuchos especiales para el analisis final con analizador elemental
COSTECH 4010. Se midio el contenido de carbono organico y de nitrégeno organico
(Herranz et al., 2007). Se realizo el calculo de la relacién de carbono-nitrogeno de

la siguiente manera:
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C/N= (14/12)*(%Corg’/%N")
Donde %Corg = % gramos de carbono organico
%N =% gramos de nitrdgeno organico/gramo de sedimento sin calcita

Ademas, se obtuvo la cantidad en miligramos sobre gramo de nitrégeno para

conocer la cantidad contenida en sedimento.

8.3 Procesamiento de muestras bioldgicas:

Los organismos obtenidos se procesaron lo antes posible para evitar la
descomposicidn de los 6rganos de interés. Cada organismo se pesé con balanza
analitica Marca Ohus (+0.01mg) y se midid su longitud total con ayuda de un
ictiometro, para realizar posteriormente el calculo del factor de condicion (K= (peso
humedo/ longitud total®)x100)), los datos de cada pez fueron registrados en una
forma como la que se muestra en el Anexo II. Para el analisis del aspecto externo
se observo con microscopio estereoscépico piel (escamas), ojos, aletas, boca; en
busca de alguna anormalidad como algun cambio en color, ulceracion, erosion,
deformacion, necrosis, tumor y parasitos (Reichenbach-Klinke, 1975), se tomé en
cuenta el porcentaje de afectacion total.

Después se procedio a la extraccion los opérculos del pez para la observaciéon de
las branquias, para detectar la presencia de alteraciones se observé con ayuda del
microscopio estereoscopico algun dafio estructural, cambio de color o la presencia
de parasitos. Para evitar la deshidratacién de las muestras y para la limpieza de
residuos como sedimentos se utilizd solucion fisiologica (Zuniga, 2015). La
extracciéon de la branquia se realiz6 al azar cortando dos arcos branquiales

exteriores.

Para la observacion interna se cort6 a la altura de la cavidad abdominal, partiendo
del ano a las aletas abdominal y del ano pasando por el borde superior de la cavidad
hasta las branquias, se extrajeron todos los 6rganos y se examinaron en busca de

parasitos. Se inspeccionaron las gonadas para determinar el género del individuo,
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se pesaron para obtener el indice gonadosomatico (IGS= (peso gbénada/peso total)
x 100)). También el higado se separd y se analizé con asistencia de microscopio
estereoscopico, se observo si presentaba algun dafio estructural, cambio de color y
cambios en la textura que pudieran sugerir la presencia de quistes o tumores y se
peso en balanza analitica, para el calculo del indice de hepatosomatico (IHS=(peso
higado/peso total)x100)) (Schreck y Moyle, 1990). Los parasitos encontrados se

separaron por tipo y se contabilizaron (Figura 5 y 6).

La fijacion de los 6rganos se hizo con solucion Davidson en la cual se dejaron
maximo 36 horas y después se cambiaron a alcohol 70% (EtOH 70%) (Mumford et
al, 2007). Ademas, las branquias se sometieron a un proceso de descalcificacion,
para lo cual se tomo un arco branquial al azar, se coloco en una soluciéon EDTA 14%
(Rolls, 2018; Varadarajan, 2010) en la que permanecié 10 dias con cambios cada
72 horas, por lo cual se realizaron tres cambios para completar la descalcificacion y
facilitar el proceso de los cortes histologicos (Anexo /).

Figura 5: Procesamiento de peces
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Figura 6: Diseccion de cavidad celémica, se observan drganos internos y pardsitos.

8.4 Analisis histolégico de branquia e higado:

8.4.1 Procesamiento de drganos.

Para el procesamiento de tejidos, la branquia se colocé de forma longitudinal en el
histokinette, mientras el higado se cort6 y coloco de forma longitudinal y transversal.
Las muestras se deshidrataron gradualmente con etanol a diferentes
concentraciones, se aclararon en xileno y se incluyeron en parafina histologica
Paraplast marca Leica con ayuda de un equipo de inclusion (KD-BM marca KEDEE)
(Anexo Ill). Los cortes se realizaron con micrétomo (RM2125 RTS marca Leica)
fueron a 4pc para higado y 5uc para branquia. La tincion se realizé con la técnica
eosina-hematoxilina (H&E) (Anexo Ill) (Zorita y Cuevas, 2014) y se fijaron con
balsamo de Canada.

La estandarizacion de las técnicas de fijacion postmortem, fijacién de los 6rganos,
descalcificacion branquial y la tincion eosina-hematoxilina (H&E) para el pez F.
grandissimus, se llevé a cabo con el material biolégico del primer muestreo (abril
2018), el objetivo fue asegurar la calidad de los tejidos y el reconocimiento de
alteraciones histolégicas, por lo que para la evaluacion de los indices
histopatoldgicos y de salud estos organismos se descartaron.
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Figura 7: a) Inclusion de drganos en parafina; b) Tren de tincion de laminillas.

8.4.2 Andlisis histopatoldgico y estimaciones de indices histopatolégicos.

En la observacion de los cortes se considerd presencia o ausencia de condiciones
segun el protocolo de histopatologia en peces propuesto por Bernet et al. (1999),
donde se evaluan las alteraciones de cada unidad funcional del 6rgano y se agrupan
en 5 tipos de reaccion patrén: rp;) Disturbios circulatorios: resultado de una
condicion patoldgica en la sangre y en los fluidos del tejido; rp.) Cambios regresivos:
cambios que pueden ser reversibles, sin embargo disminuyen la funcion del
organismo o provocan la pérdida del mismo; rp;) Cambios progresivos: procesos
que aumentan una actividad en las células o los tejidos; rp.) Inflamacién: procesos
inflamatorios, a veces se relacionan con otros patrones de reaccion rps) Tumor

(neoplasma): crecimiento incontrolable de células y proliferacion de tejido.

Las reacciones patron de los 6rganos analizados y sus respectivas alteraciones se
muestran en el Anexo IV y el factor de importancia de cada alteracion se muestra
en el Anexo V. A cada alteracion observada (a) se dio un valor dependiendo del
grado y/o la extension de area observada que afectd, los valores dados fueron (0)
sin cambios; (1) ocurrencia leve; (2) ocurrencia moderada; (3) ocurrencia severa.
Los porcentajes de afectacion asignados para cada valor se muestran en la Tabla
3 y se calcularon de la siguiente forma: a) En branquias la ponderacion se realiz6
seleccionando al azar por portaobjeto 5 lamelas primarias, de estas se observaron
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10 lamelas secundarias, la estimacion de frecuencia se hizo multiplicando el numero
de veces que aparecid la alteracion por 100 y dividiéndolo entre las 10 lamelas
secundarias observadas (%). Ademas, fueron contabilizados los parasitos
encontrados en cada lamela primaria. b) Para higado se seleccionaron
aleatoriamente 5 areas/campos observadas en aumento 10x, y después fueron
analizadas al aumento 40x; la valoracion del porcentaje de higado afectado se
realizd estimando el % de tejido alterado en el campo de 10x, se sumaron los
porcentajes de los 5 campos observados y dividieron entre 5 para obtener el valor

promedio.

Tabla 3: Valores de ponderacion “a” asignados a las alteraciones.

Porcentajes
. 68 a 100
obtenidos
Valor de 0= sin . . .
. . ocurrencia ocurrencia ocurrencia
puntuacion a ocurrencia
leve moderada severa

Se estimo para cada 6rgano de cada individuo el indice de patron de reaccion de
un érgano (IHorgrp), €l cual permite expresar la calidad de las lesiones en un érgano.
Este indice se calcula con la suma de los factores de importancia (w) multiplicados
por los valores de puntuacion (a) de las alteraciones correspondientes a ese patrén
de reaccion. El indice del 6rgano (IHorg), representa el grado de dafio de un 6érgano,
se calcula con la multiplicacién de los factores de importancia por los valores de
puntaje de todos los cambios encontrados al examinar el 6rgano, este representa el
grado de dafio del un érgano. Para el caso de la branquia es [IHbranquia] Y para higado
[IHnigado]. Por ultimo, se realizé el indice histopatoldgico total (IHtot) de un individuo
que es la suma de los indices de los érganos de cada individuo, en este caso
considerando unicamente el [IHbranquia]+[IHhigado] ), S€ propone que el IHtot representa

el estado de salud general de ese pez.
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8.5 Analisis del indice de enfermedad (FDI) para Fundulus grandissimus.

Para la evaluacion del FDI del pez Fundulus grandissimus se tomaron en cuenta las
alteraciones macroscoépicas externas e internas, siguiendo la propuesta de Lang y
Wosniok (2008) y se adapto a la especie estudiada. Este indice utiliza datos de
presencia/ausencia de enfermedades, los grados de severidad en el que se
encuentra cada enfermedad y el factor de ponderacion especifico para cada

enfermedad.
8.5.1 Enfermedades

Segun la RAE (2019b) se define como enfermedad a una alteracion mas o menos
grave de la salud. Otra definicion de enfermedad es que corresponde a un estado
anormal de los valores (cualitativos y cuantitativos) de las funciones del sistema
(Pena y Paco, 2003), en este caso el sistema es representado por el pez Fundulus

grandissimus.

En base a los analisis macroscopicos y microscopicos en F. grandissimus y a lo
propuesto por Bucke et al. (1996) se realizé una clasificacion de enfermedades
externas y parasitarias. En este analisis se identificaron siete enfermedades que se
muestran en la Tabla 4 y sus caracteristicas se describen en el Anexo VI. Los
nodulos en el higado fueron examinados en los analisis histopatolégicos para
determinar su grado de severidad.

8.5.2 Prevalencia de enfermedades

Para conocer que enfermedad se presentdé con mayor frecuencia en Fundulus
grandissimus se hizo un calculo de prevalencia. La prevalencia es definida como el
numero de casos dividido por la poblacion total revisada, en este caso fue el numero

de peces que presentaron la enfermedad entre el total de peces revisados.
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Tabla 4: Enfermedades externas e histopatologias tomadas en cuenta para el indice de enfermedad de
Fundulus grandissimus (FDI).

Enfermedades

Alteraciones externas Ulceraciones en piel

Dano en aletas

Asimetria branquial

Pigmentacion branquial

Parasitos Nematodos en cavidad celémica

Cestodos en cavidad celémica

Trematodos en branquia

*Nodulos/Neoplasmas Tumores benignos

macroscopicos en higado

Tumores malignos

*confirmacion microscépica
8.5.3 Factor de importancia especifico de las enfermedades

El analisis de factor de importancia se realizo para las alteraciones externas y los
parasitos que afectaron a la especie, se tomd en cuenta la opinion de expertos en
enfermedades de peces y se usoO el método de Bradley-Terry de comparaciones
pareadas para darle una calificacion a cada enfermedad. Para el analisis se realizd
una comparacion entre enfermedad i contra enfermedad j, con cuatro posibles
resultados: a) La primera enfermedad (i) es mas severa que la segunda (j); b) La
segunda enfermedad (j) es mas severa que la primera (j); c) Ambas enfermedades
son similarmente severas; d) No se puede dar ninguna evaluacion. Conjuntamente,
para el modelo se tomdé en cuenta la prevalencia de las enfermedades. La
elaboracién del analisis matematico se realizé en el Area de Computo Cientifico de
la UMDI Sisal a cargo del M. en C. Rafael Eduardo Pacheco Gongora. El resultado
del analisis de expertos dio una ponderacion especifica de 1 a 7 como se muestra
en la Tabla 5.
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Tabla 5: Ponderacion especifica de enfermedades y parasitos en Fundulus grandissimus.

Ulceracion de piel 2.3
Dafio en aletas 1.0
Asimetria branquial 4.0
Pigmentacién branquial 4.6
Cestodos 7.0
Nematodos 6.9
Trematodos 6.2
8.5.4 Grados de severidad

Los grados de severidad para las enfermedades consideradas van de 1 a 3 (1=leve,
2=moderado 3=severo), algunas enfermedades fueron definidas segun Bucke et al.,
(1996). Las enfermedades que no se encontraban especificadas se determinaron
por extension de enfermedad en la zona donde se presentd (%), y numero de
individuos para el caso de los parasitos como se muestra en el Anexo VI.

8.5.5 Calculo del FDI

El indice para cada individuo se calculé sumando el puntaje de cada enfermedad
evaluada y el valor del indice histopatoldgico total. El puntaje de cada enfermedad
en un individuo se calculé multiplicando un valor que representa la presencia (1) o
la ausencia (0) de la enfermedad, por el grado de severidad que presento (1, 2 o0 3)
y después se multiplicd por el factor de importancia especifico que se consiguio

(Figura 8).
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Factor de
importancia

Grado leve (1)
Grado
Presencia (1) x
Enfermedad - MEEEECRlR)
— ; Grado severo
Ausencia (0) 3)

Figura 8: Procedimiento para obtener el puntaje de cada enfermedad de acuerdo a Lang y Wosnoik (2008).
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8.6 indice de salud de Peces para Fundulus grandissimus (ISP).

Para obtener un indice integrativo que evaluara las afecciones externas, internas y
la histopatologia total del pez, se procedié a sumar los valores obtenidos en cada
indice (FDI y el indice histopatolégico total). El numero final (ISP) de cada individuo
evaluado determind el grado de salud en el que se encontré cada pez Fundulus
grandissimus analizado; para saber que grado de salud representa dicho valor, se
obtuvo el puntaje maximo que representaria un pez con la peor salud y se hizo una

clasificacion.

Primero, para el caso del indice histopatolégico total se sumaron los factores de
importancia “w” de las alteraciones de branquia e higado y se multiplicaron por 3, el
cual seria el valor de puntuacién “a” mas alto que una alteracion puede presentar,
el resultado es 156 para un pez que presente todas las alteraciones histopatoldgicas
en branquia e higado y que estas sean muy severas. Para el caso del FDI, se
sumaron los factores de importancia especifica de las enfermedades y se
multiplicaron por 3, el cual es el puntaje mas alto que presentaria una enfermedad;
el valor maximo del FDI de Fundulus grandissimus en este estudio, es 96, el cual
representaria a un pez con todas las enfermedades y la severidad mas alta.
Después estos valores se sumaron para saber el valor maximo que presentaria un

pez F. grandissimus con una salud (ISP) muy mala, el cual seria 252.
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Se determinaron cinco tipos de salud en base a los puntajes totales que podria
obtener el ISP, a) buena salud, con puntajes de 0 a 50.4, b) salud aceptable, de
50.5 a 100.8, c) salud regular, de 100.9 a 151.2, d) salud mala, de 151.3a201.6y
e) salud muy mala, de 201.7 a 252, y el valor de los ISP de cada organismo evaluado
fue comparado con el ranking para saber su grado de salud (Figura 9).

‘ Buena=0a 50.4

IHTotal |

ISP

FDI

=201.7 a 252

Figura 9: Datos que conforman el indice de salud de peces (ISP) y rangos de salu asignados a cada puntaje de ISP resultante.

indice Histopatoldgico Total (IHTotal); Fish Disease Index (FDI).

8.7 Analisis estadistico.

El analisis descriptivo de los datos y las evaluaciones de normalidad se realizaron
en el programa STATISTICA. Las pruebas de contraste de los datos ambientales,
por muestreo; y de los datos bioldgicos, por sexo, sitio y sitio*muestreo; se hicieron
usando el test para datos no parameétricos de Kruskal-Wallis con un nivel de
confianza del 95%, también se utilizé el programa STATISTICA. Las correlaciones
de las variables se realizaron a través de analisis multivariado no paramétrico con
el programa PRIMER v7 y PERMANOVA add on. Para evaluar la relacion entre los
indices evaluados se realizé una matriz de correlacion con el coeficiente de
Spearman. Para la vinculacion de los datos bioldgicos (ISP, FDI, IHT) con los
ambientales se uso la rutina DISTLM (Distancia basada en Modelos Lineales), se

transformaron los datos biolégicos por raiz cuadrada, posteriormente se realizé una
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matriz de distancias euclideanas y esta matriz se vincul6 con los datos ambientales,

usando el criterio de seleccion R*2 y 999 permutaciones.

9. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados y su discusion son presentados conjuntamente en el siguiente orden;
las variables ambientales del agua y sedimento de las ciénagas; 1) Variables fisicas
y quimicas: temperatura, pH, oxigeno disuelto, salinidad y profundidad; 2)
Compuestos nitrogenados presentes en el agua de las ciénagas: ion amonio,
amoniaco, nitritos, nitratos y nitrogeno total del agua; 3) nitrégeno contenido en
sedimentos de la Ciénaga: nitrdgeno organico total y relacién carbono-nitrégeno
organico. Es importante mencionar que la discusidn de nitrdgeno en agua y

nitrogeno en sedimento se realizé conjuntamente.

Posteriormente se presentaran los datos bioldégicos evaluados para Fundulus
grandissimus; 1) Morfometria: longitud, peso, factor de condicion, indice
hepatosomatico e indice gonadosomatico; 2) Histopatologia: de branquia, higado y
evaluacion de los indices histopatolégicos; 3) indice de enfermedades (FDI):
prevalencia y evaluacion del FDI; 4) indice de salud (ISP): evaluacion del ISP vy
estado de salud de F. grandissimus.

Por ultimo, se mostraran las relaciones entre las variables ambientales y los indices
IHtotal, FDI € ISP.

9.1 Variables ambientales de agua y sedimento

Para cada sitio por muestreo se realizaron pruebas de normalidad por Shapiro Wilk.
En Sisal las variables que presentaron normalidad (p>0.05) fueron temperatura, OD,
salinidad y profundidad en abril; temperatura, pH, OD, profundidad en mayo; OD y
profundidad en julio; OD, profundidad y TDS en septiembre. Debido a que por
muestreo algunas variables fueron normales y otras no, se decidid realizar las
comparaciones estadisticas entre temporadas por pruebas no paramétricas.

Progreso y Chicxulub también presentaron distribuciones no normales, por lo que
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los analisis estadisticos se analizaron por pruebas no paramétricas. Los valores de

p obtenidos del test de normalidad se muestran en la Tabla 6. Las comparaciones

de las variables ambientales se realizaron mediante la prueba de contraste de

Kruskal-Wallis, los valores de p se muestran en la Tabla 8.

Tabla 6: Valores de p para la prueba de normalidad de Shapiro Wilk.

Sitio

Muestreo
T(*C)
pH
0D (mglL)
Sal
Prof (cm)
NHa (ug/L)
NH;s (ug/L)
NO2 (ug/L)
NOs (ug/L)
Ntot (mg/L)

N (mg/g)

Abr
0.062
0.0007*
0.1036
0.0716
0.0965
0.8165
0.0109*
0.5988
0.074
0.3014
0.0001*

Sisal
May

0.3074
0.1898
0.2145
0.0006*
0.2654

0.247
0.2381
0.3195
0.8987
0.1485
0.0104*

Jul
0.0229*
0.001*
0.0768
0.0064*
0.1239
0.001*
0.1296
0.0228*
0.1107
0.0031*
0.1282

Sep
0.0109*
0.0234*
0.2479
0.006*
0.0776
0.6674
0.1488
0.6025
0.044*
0.9129
0.0055*

Abr
0.1843
0.005*
0.0035*
0.0863
0.0013*
0.2075
0.2443
0.000*
0.3193
0.5385
0.0474*

Progreso
May Jul
0.1726 = 0.0562
0.085 0.05
0.0018* | 0.0499*
0.128 = 0.0618
0.0259*  0.1645
0.9823 | 0.0168*
0.1321 = 0.5223
0.5498 = 0.5366
ND* 0.8955
0.6757 = 0.9466
0.022* = 0.0571

ND=no determinado, *= datos no normales (p<0.05).

9.1.1 Variables fisicas y quimicas del agua

9.1.1.1 Temperatura

Sep
0.0072*
0.0028*
0.1464
0.0013*
0.0999
0.0096*
0.2373
0.0329
0.0442*
0.1282
0.1587

Abr
0.1461
0.1388
0.0681
0.0637
0.1087
0.3557
0.1208

0.097
0.5657
0.3632
0.0259*

Chicxulub

May Jul
0.0105*  0.1066
0.1353 = 0.0744
0.0452*  0.1403
0.01* | 0.0192*
0.0865  0.1333
0.5676 = 0.1193
0.252 = 0.5002
0.1378 = 0.1023
0.0379*  0.0879
0.1401 = 0.2077
0.0491* | 0.0335*

Sep
0.1059
0.0355*
0.0044*
0.0078*
0.0148*
0.6069
0.3327
0.1326
0.9732
0.1653
0.0702

La temperatura (°C) presentada durante los cuatro muestreos en Sisal varié de 26.2
a 28.8, la de Progreso 24.6 a 30.7 y la de Chicxulub de 28.0 a 35.7. La figura 10
muestra el comportamiento de la temperatura en los tres sitios de estudio. Se

observo una temperatura ligeramente mas alta (7 y 5°C por arriba) para el sitio de

Chicxulub con respecto a los otros dos sitios durante los cuatro muestreos. Las

temperaturas mas altas para todos los sitios se midieron en el mes de mayo y las

mas bajas para abril, los dos meses se consideran como temporada de secas.
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La prueba de contraste para la temperatura mostroé que en Sisal no hubo diferencias

significativas entre los muestreos de abril, mayo, julio y septiembre (p>0.05). En

Progreso hubo diferencia entre el mes de abril, con temperaturas mas bajas con

respecto a mayo, julio y septiembre (p<0.05); y en Chicxulub abril también tuvo

temperaturas mas bajas que se diferenciaron de los demas muestreos, al igual

mayo con temperaturas mas altas se diferencio de los otros meses (p<0.05) (Figura

11).
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Figura 10: Valores promedio de las temperaturas registradas en las cienegas de Sisal, Progreso y Chicxulub durante los
muestreos de abril, mayo, julio y septiembre de 2018.
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Figura 11: Grdficas de caja y bigote del contraste KW-H de la temperatura(Temp °C) por muestreo en a) Sisal (p>0.05), b)
Progreso (p<0.05) y c) Chicxulub (p<0.05).

El sitio de Progreso y Chicxulub fueron evaluados el mismo dia, pero en diferentes
horarios; Chicxulub fue el ultima localidad analizada, el horario de muestreo fue de
10 am a 12 pm a diferencia de Progreso y Sisal que fueron muestreados de 8 am a
10 am, entonces podria ser que el nivel de radiacion afectara a las temperaturas
registradas en cada sitio, en particular a Chicxulub por ser el sitio muestreado en un
horario con mas sol y en consecuencia fue el sitio con el registré de temperaturas
mas altas durante todos los muestreos; Benjumea y Wills (2007) comprobo que la
hora influye en la temperatura que presenta el agua de la ciénaga.

En el estudio de mayo (secas), julio y septiembre (lluvias) en los sitios Progreso y
Chicxulub presentaron las temperaturas mas altas, mientras Sisal se mantuvo
constante entre temporadas, Beltran-Alvarez et al. (2012) y Silva y Acufia-Gonzalez
(2006) encontraron que, en los meses con mayor radiacion solar, las temperaturas
presentes en el agua eran mayores, por lo cual las temperaturas en Progreso y
Chicxulub en mayo (temporada de secas) y julio (lluvias y canicula) podrian deberse
a la mayor radiacion propia de la temporada de secas y canicula.

Ademas del horario y temporada de muestreo se puede considerar a la cobertura
vegetal como un factor que afecté a las temperaturas obtenidas en cada sitio; al
hacer una evaluacion visual sobre la cantidad de vegetacion arbdérea (mangles)
presente en cada sitio, se pudo observar que en Sisal hay mas arboles que en
Progreso y Chicxulub, siendo este ultimo el que menos vegetacion arbdérea tiene.
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Los peces tienen un limite inferior y superior de tolerancia a la temperatura que
cuando son sobrepasados pueden afectar al crecimiento y reproduccion, ademas
de causar propension a ciertas enfermedades (Martinez, 1998; Roberts, 2012), las
temperaturas cercanas o arriba de 33.3°C pudieron afectar al metabolismo de los
Fundulus grandissimus, ya que estos peces no han sido encontrados en
temperaturas superiores a esta y esta temperatura podia ser su limite superior de

tolerancia térmica (ver resultados 9.2 Material bioldgico).
9.1.1.2 Potencial de hidrégeno

El pH en Sisal varié de 8.3 a 8.4, en Progreso de 7.1 a 8.8 y en Chicxulub de 7.1 a
8.6, como se observa en la figura 12. El pH mas bajo para los tres sitios se presento
en el mes de mayo. La prueba Kruskal-Wallis mostré que el pH en Sisal no tuvo
diferencias significativas (p>0.05). Progreso en abril y mayo fueron diferentes con
pH bajos (p<0.05) en comparacion a los demas meses; mientras julio y septiembre
fueron semejantes. Chicxulub tuvo diferencias significativas entre todos los
muestreos, los meses de secas (abril y mayo) presentaron los pH bajos y los meses

de lluvia (julio, septiembre) los pH altos (Figura 13).

Potencial de hidréogeno
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Figura 12: Medias del potencial de hidrégeno (pH) presentado en las cienegas de Sisal, Progreso y Chicxulub en los

muestreos de abril, mayo, julio y septiembre de 2018.
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Figura 13: Grdficas de caja y bigote del contraste KW-H del potencial de hidrogeno (pH) por muestreo en a) Sisal (p> 0.05),
b) Progreso (p< 0.05) y c) Chicxulub (p< 0.05)

El pH esta determinado por las concentraciones del ion hidrégeno en la disolucion,
en aguas saladas y salobres se registran pH mas alcalinos por la abundancia de los
carbonatos, ya que el suelo de los sitios muestreado es de tipo calizo, este contiene
grandes cantidades de carbonato calcio y por eso los valores de pH presentados en
los tres sitios tienden a la alcalinidad (Armienta et. al., 2011; Fernandez y Sanches,
2003). Los valores de pH mostraron una menor alcalinidad para los sitios de
Progreso y Chicxulub en los dos meses de secas (abril y mayo), este
comportamiento se podria deber a un bajo aporte de lluvias y un aumento en el
aporte de materia organica proveniente de las aguas residuales domeésticas, que al
descomponerse suelen acidificar el agua. En Sisal el pH se mantuvo constante, esto
podria deberse a que a pesar de la falta de lluvias y del bajo aporte de agua marina
en los meses de secas, esta ciénaga es alimentada por varios manantiales de agua

dulce.
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En general, parece ser que los peces son capaces de tolerar pH de 6 a 9, aunque
en condiciones extremas pueden reducir la capacidad de nado, el riesgo mas
grande es que con los aumentos de pH incrementan las concentraciones de
amoniaco (Martinez, 1998) (ver resultados 9.1.2.2 Amoniaco). En este sentido los
peces que pudieron ser mas afectados por los niveles de pH son los de Sisal en
ambas temporadas, los de Progreso en lluvias (julio y septiembre) y los de Chicxulub

en el mes de septiembre.
9.1.1.3 Oxigeno disuelto

El comportamiento del oxigeno disuelto (mg/L) entre los sitios Sisal, Progreso y
Chicxulub se observa en la figura 14. Las concentraciones mas bajas de oxigeno
disuelto se encontraron en Chicxulub, presentando abril (0.80), mayo (0.55), julio
(0.45). Las mayores concentraciones se encontraron en mayo (7.6) para Progreso
y en Julio (7.3) para Sisal. La prueba Kruskal-Wallis mostré que en Sisal y Progreso
no hubo diferencias significativas en los niveles de OD entre muestreos (p>0.05).
Por otro lado, Chicxulub present6 una diferencia significativa (p<0.05) en el
muestreo de septiembre con respectos a los demas meses, presentando mayores
niveles de OD, 2.25 a 3.5 mg/L mas con respecto a abril, 2.35 a 4.54 mg/L mas en

comparacién a mayo y 2.51 a 4.6 mg/L mas en contraste con julio (Figura 15).
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Figura 14: Medias de oxigeno disuelto (OD mg/L) registrado en la ciénagas de Sisal, Progreso y Chicxulub en los muestreos

de abril, mayo, julio y septiembre de 2018.
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Figura 15: Grdficas de caja y bigote del contraste KW-H del oxigeno disuelto (OD mg/L) por muestreo en a) Sisal (p> 0.05),
b) Progreso (p> 0.05) y c) Chicxulub (p< 0.05)

El nivel constante de OD en Sisal puede deberse a que la ciénaga es alimentada
por manantiales durante todo el afio, por lo cual en la temporada de secas el OD no
se ve afectado por falta de agua; también se puede decir que la mezcla del agua de
la ciénaga es regular a lo largo de los cuatro muestreos, es decir de las dos

temporadas estudiadas (secas vy lluvias).

Progreso es un humedal con constante aporte de agua marina y agua dulce, porque
que se encuentra mas cerca de la laguna de Chelem, y de manantiales que se han
descrito como un acuifero semi-confinado que permite que el agua dulce fluya hacia
la superficie (Villasuso-Pino et al., 2011), en conjunto aportan agua durante todo el

afo a la ciénaga, por lo que la mezcla de agua es constante.
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Arceo-Carranza et al. (2016) sefiala que la inundacion de la ciénaga Chicxulub esta
regulada por las temporadas de lluvias y las mareas. Las concentraciones mas
bajas de oxigeno disuelto de Chicxulub, en los meses de secas: abril (0.80 mg/L) y
mayo (0.55 mg/L) y julio (0.45 mg/L) que fue un mes de canicula, se consideran
hipdxicas, estos registros pudieron ser afectados por las altas temperaturas del sitio
(hasta 35.7°C), ya que la solubilidad del oxigeno es dependiente de la temperatura
(Benjumea y Willis, 2007; Pena et al., 2012) por que el incremento en la energia
cinética de los gases, disminuye su solubilidad en agua. Valdez (1994), observo
que, en la temporada de verano, con temperaturas mas altas, el OD en una laguna
hipersalina, disminuye. Otro factor que afecté al OD fueron las fuentes de agua
dulce y marina, ya que, a diferencia de Progreso, esta zona se encuentra mas
alejada de la entrada del mar y de manantiales. Ademas, la disminucion del OD
puede ser provocada por la descomposicién de la materia organica; presente en la
ciénaga por descargas directas de aguas residuales domésticas, ya que existe una
demanda de oxigeno por los organismos degradadores y por lo tanto se consume
el oxigeno presente en el agua (Batllori, 2007; Silva, 2006). Otro factor que pudo
afectar a la disolucion de oxigeno son las altas salinidades presentadas en el sitio,
ya que las sales disueltas disminuyen los espacios intermoleculares disponibles en

el agua (Arroyo et al., 2012).

Los requerimientos de OD para cada especie de peces es diferente, sin embargo,
un organismo no puede tolerar un bajo OD por mucho tiempo ya que puede
ocasionarle la muerte o tener efectos indirectos como causarles susceptibilidad a
enfermedades y parasitos (Martinez, 1998); en los tres sitios muestreados se
registraron concentraciones menores a 3 mg/L que pudieron ser estresantes para
los Fundulus grandissimus (ver resultados 9.3 Comparacion de Variables
Ambientales e indices).

9.1.1.4 Salinidad

Las salinidades medias registradas para Sisal, Progreso y Chicxulub se muestran
en la figura 16. Las concentraciones mas bajas de sales se observaron en Sisal (5.2
a 12.01). Las concentraciones mas altas se presentaron en Chicxulub en los meses
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de abril (92.0), mayo (189.6), julio (248.0) y septiembre (51.7), consideradas
salinidades metahalinas a hiperhalinas.

En la prueba de contraste Kruskal-Wallis, las salinidades de los tres sitios mostraron
diferencias significativas (p<0.05). En Sisal el mes de julio contrasta con salinidad
mas alta respecto a los meses de abril y septiembre, ademas en el mes de
septiembre se registraron salinidades muy parecidas entre las cuatro estaciones
muestreadas. Para Progreso se puede observar que las salinidades mas altas y
semejantes se registraron en abril y julio; las mas bajas en mayo y septiembre, el
contraste mas evidente es el de septiembre con respecto a julio (p<0.05). En
Chicxulub se observd que las salinidades entre cada muestreo fueron

significativamente diferentes (p<0.05) (Figura 17).
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Figura 16: Salinidad media registrada en las ciénagas de Sisal, Progreso y Chicxulub en los meses de abril, mayo, julio y

septiembre de 2018.
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Figura 17: Grdficas de caja y bigote del contraste KW-H de la salinidad (Sal) por muestreo en a) Sisal (p< 0.05), b) Progreso
(p< 0.05) y c) Chicxulub (p< 0.05)

Las salinidades registradas en Sisal fueron las mas bajas, esto podria deberse a
que esta ciénaga tiene aportes constantes de agua dulce y que la parte muestreada
no se veia afectada por los cortes de carretera, lo que provoca que la mezcla del
agua sea continua. En el sitio de Progreso las condiciones de la salinidad fueron
intermedias a las registradas en Sisal y Chicxulub, las salinidades altas en Progreso
y Chicxulub ya habian sido reportadas por Teutli (2004) y Arceo-Carranza et al.
(20106); el efecto del aumento de la salinidad en ciénagas afectadas por construccion
de carreteras ya ha sido registrado en otras zonas de Yucatan, como en el sistema
de humedales de Chabihau (Batllori-Sampedro y Flebes-Patron, 2007). Las
concentraciones mas altas en Chicxulub en los meses de abril, mayo, julio y

septiembre se consideran salinidades metahalinas a hiperhalinas, esto se puede
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deber a los bajos aportes de agua marina y de lluvia durante abril-julio en el afo
estudiado, por cual la evaporacion de la masa de agua fue mas rapida, y por lo tanto
las sales se acumularon hasta formar precipitados, los cuales fueron visibles a
simple vista; otra posible causa es que esta parte de la ciénaga se encuentra mas
alejada de los aportes de agua, tanto salada como dulce, y por ende no hay agua
suficiente para la disolucion de las sales.

Ademas, en los tres sitios se puede observar un ascenso en las concentraciones de
julio, mes considerado de temporada de lluvias, pero que en afio muestreado (2018)
registro las temperaturas mas altas del afio y por ende las condiciones ambientales
se asemejaron mas a temporada de secas; esta puede ser la razén que en ese mes
se registraran las mayores concentraciones de salinidad. Por otro lado, el descenso
de la salinidad en los tres sitios se observo en septiembre, en el cual se presentaron
lluvias constantes, lo que permitio la dilucion de las sales (Pefia et al., 2012).

Las grandes variaciones de salinidad afectan a la osmorregulaciéon de érganos como
branquias y rifilones de los peces, ademas influye en la reproduccién, nutricion,
crecimiento y distribucion de los organismos (Martinez, 1998; Roberts, 2012); por lo
que los cambios en las salinidades de los sitios muestreados, principalmente
Chicxulub, pudieron limitar la presencia de Fundulus grandissimus. En el caso de
Progreso los niveles de salinidad pudieron causar dafios en los 6rganos de estos
peces (ver resultados 9.2 Material biologico y 9.2.2 Histopatologia).

9.1.1.5 Profundidad

La profundidad medida en cm vario de 30.7 a 43.2 en Sisal, de 46.8 a 53.0 en
Progreso y de 36.0 a 54.3 en Chicxulub. Sisal present6 las menores profundidades,
Progreso se mantuvo constante durante los cuatro muestreos y Chicxulub fue el
sitio que vario mas durante los cuatro meses (Figura 18). Mediante la prueba
Kruskal-Wallis se observo que cada uno de los sitios no tuvo cambios significativos
en la profundidad durante los meses muestreados (p>0.05) (Figura 19).
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Los niveles medidos de la profundidad del agua en Sisal podrian indicar que el
ingreso de agua en la ciénaga se mantiene constante a lo largo de las temporadas
de secas y de lluvias. En Progreso y Chicxulub mostraron profundidades mas
grandes con respecto a Sisal, esto podria ser porque las estaciones de muestreo
en Progreso y Chicxulub fueron en canales artificiales creados por la construccion
de la carretera a Progreso en el caso del sitio P y de la carretera a Chicxulub pueblo,
para el caso del sitio Cx; por lo cual estos canales son mas profundos y se acumula
el agua. Ademas, la profundidad puede relacionarse con otros parametros como la
temperatura del agua y el oxigeno disuelto, menores profundidades provocan un
aumento en la temperatura del agua, mayores profundidades mejoran la cantidad

de OD por efecto de la presion hidrostatica (Roberts, 2012).

En relacién con los peces, la profundidad se relaciona con como se distribuyen los
organismos dentro de la ciénaga, ya que mayor profundidad significaria mas

volumen de agua en todo el humedal.
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Figura 18: Profundidad media (Prof cm) presentada en las ciénagas de Sisal, Progreso y Chicxulub en los meses de abril,

mayo, julio y septiembre de 2018.
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Figura 19: Grdficas de caja y bigote del contraste KW-H de la profundidal (Prof cm) por muestreo en a) Sisal (p> 0.05), b)
Progreso (p> 0.05) y c) Chicxulub (p> 0.05).

9.1.2 Compuestos nitrogenados en agua
9.1.2.1 lon amonio

De las concentraciones de amonio total obtenidas se obtuvieron el amoniaco y el
ion amonio. Las concentraciones del ion amonio en Sisal varié de 210.4 a 325.5
Mg/L. Se observaron las mayores concentraciones del ion amonio en el sitio de
Chicxulub (116.5 a 554.4 ug/L) y las menores en Progreso (173.3 a 324.9 ug/L), el

comportamiento del ion amonio en los tres sitios se observa en la figura 20.

50



lon amonio (pg /L)

600

500

400

—@— Sisal

NH, (ng/L)

300
Progreso

200
—@— Chicxulub

100

Abril Mayo Julio Septiembre

Mes-muestreo

Figura 20: Concentraciones medias de ion amonio (NH, ug/L) encontradas en los muestreos de abril, mayo, julio y

septiembre de 2018 en las ciénagas de Sisal, Progreso y Chicxulub.

En Sisal la prueba de Kruskal Wallis mostré que el amonio registrado en el muestreo
de abril es significativamente menor (p<0.05) con respecto a las concentraciones
de los muestreos de mayo y septiembre; en Progreso no hay cambios significativos
(p>0.05) entre muestreos; Chicxulub presentd concentraciones significativamente
mas altas en los muestreos de abril (49.8-192.5 ug/L), mayo (137.63-858.4 ug/L) y
julio (162.02-574.13 pg/L) con respecto a septiembre (Figura 21).
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Figura 21: Grdficas de caja y bigote del contraste KW-H del in amonio (NH4 ug/L) por muestreo en a) Sisal (p> 0.05), b)
Progreso (p> 0.05) y c) Chicxulub (p> 0.05).

Segun Bower y Bidwell (1978) las concentraciones del ion amonio son influenciadas
por el pH de la solucion, en Sisal se observa que la relacion entre el ion amonio y el
pH parece ser inversamente proporcional en cada muestreo, cuando el pH aumento
el NH4 disminuyo y cuando el pH disminuy6 el NHs aumento. Otra variable que
influye en las concentraciones de NH4 es la temperatura, aunque posiblemente hay
un efecto indirecto cuando esta afecta a los microorganismos que llevan acabo el

proceso de amonificacion.

Puede ser que las concentraciones presentadas se debieran a las salinidades,
Montalvo-Estévez et al. (2013) observo concentraciones mas altas de amonio en
una laguna costera hipersalina (>360 ug/L), él menciona que las altas salinidades
se relacionan con tiempos prolongados de residencia del agua y esto podria influir
en los procesos reductivos de los nitratos, aumentando el amonio; si lo relacionamos
con las concentraciones medias de Chicxulub en mayo y julio se puede decir que la
masa de agua permanecié y provoco el aumento del amonio y salinidad en la
ciénaga, esto también se relaciona con el periodo de canicula y la falta de lluvia en
el 2018 en Yucatan.

Por otro lado, en una evaluacion anterior en una zona restaurada de Progreso, los
niveles de amonio en la ciénaga llegaron hasta 2 088 pjg/L, asimismo la
concentracion media del sitio utilizado como referencia fue 495 pg/L (Herrera-
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Silveira et al., 2012), esta concentracion fue similar con las concentraciones de
Chicxulub, sin embargo, el amonio en Progreso fue menor a lo anteriormente

registrado.
9.1.2.2 Amoniaco

Las concentraciones mas altas de amoniaco se presentaron en Sisal (56.2 pg/L) y
Progreso (63.9 pg/L) en el mes de julio. Las concentraciones mas bajas se
obtuvieron en Chicxulub en abril (2.3), mayo (1.6), y julio (4.4) (Figura 22).
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Figura 22: Concentraciones medias de amoniaco (NHs ug/L) presentadas en los meses de abril, mayo, julio y septiembre de

2018 en las ciénagas de Sisal, Progreso y Chicxulub.

La prueba Kruskal-Wallis del amoniaco muestra que hay significancia en todos los
sitios analizados (p<0.05). Sisal tuvo menores concentraciones en el muestreo de
septiembre con respecto de los muestreos de abril, mayo y julio. Progreso muestra
que mayo es estadisticamente menor con respecto a abril, julio y septiembre,
Chicxulub expone mayores concentraciones en el mes de septiembre con respecto

a los demas muestreos (Figura 23).
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Figura 23: Grdficas de caja y bigote del contraste KW-H del amoniaco (NH3 ug/L) por muestreo en a) Sisal (p< 0.05), b)
Progreso (p< 0.05) y c) Chicxulub (p< 0.05).

Las concentraciones de amoniaco son influenciadas por el pH y la temperatura
(Bower y Bidwell, 1978), pero ademas es importante tomar en cuenta las salinidades
gue presentd cada sitio, por lo que fue necesario calcular la fuerza molal idnica que
es causada por la salinidad (Khoo et al., 1977; Whitfield, 1974), por lo cual este
compuesto esta relacionado con el pH, la temperatura y la salinidad, esta ultima en

menor proporcion.

En Sisal se puede observar que la temperatura y el amoniaco se comportan de
manera similar (Figura 11a y 23a), cuando aumenta la temperatura aumentan las
concentraciones de NHs. En Progreso el pH es el que se comporta de forma similar
con el amoniaco, lo que indicaria que la mayor influencia en este sitio fue por el
potencial de hidrogeno. Al igual que en Progreso, las concentraciones de amoniaco
en Chicxulub son mas influenciadas por los pH presentados, ademas el bajo
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contenido de oxigeno y las hipersalinidades del sitio pudieron ser otro factor que
provoco los bajos niveles de amoniaco en abril, mayo (secas) y julio (lluvias);
ademas de que los microorganismos necesitan oxigeno para el proceso de
nitrificacion (Andrade et al., 2015; Arroyo et al., 2012; Behrendt, 2014) y la salinidad
provoca una disminucion temporal de la tasa de amonificacion en humedales salinos
(Whitfield, 2010).

Segun el criterio para la proteccion de la vida acuatica costera CE-CCA-001/89, las
concentraciones de amoniaco deben ser menores a 10 ug/L (de N en la molécula),
en Sisal todas las concentraciones superaron el limite establecido (10.1 a 56.2 pg/L
de N), Progreso presento la mayoria de concentraciones fuera del criterio (22 a 94.5
pg/L de N) (DOF, 1989) en los meses de abril (secas), julio, y septiembre (lluvias);
en Chixculub septiembre (lluvias) fue el mes donde las concentraciones de NHjs
sobrepasaron la norma (20.8 a 33.4 ug/L de N). Las altas concentraciones se
podrian explicar por que en Sisal hay un constante aporte de materia organica
proveniente de los manglares y las condiciones benefician a la formacion de NHs;
en el caso de Cx ocurre lo contrario, se observa menos materia organica
proveniente de arboles y el pH es mas acido dando preferencia a la formacién del
NH4, ademas el mes de septiembre conllevo mas lluvias y favorecio la mezcla, lo
que ocasionaria una mejora en el pH y menos salinidad. El factor que pudo
determinar el comportamiento de Progreso también es el pH, ya que presento
rangos que favorecen al NHs. Por otro lado, los altos niveles de amoniaco afectan a
la salud de los peces en diferentes niveles, las posibles afectaciones de este
compuesto nitrogenado a Fundulus grandissimus son discutidas en los resultados

9.3 Comparaciéon de Variables Ambientales e indices.
9.1.2.3 Nitritos

Los valores medios de nitritos de Sisal, Progreso y Chicxulub se muestran en la
figura 24, en los tres sitios los nitritos medidos se comportaron de la misma forma.
Chicxulub fue el que presentd concentraciones un poco mas altas (52.9 a 366.4
Mg/L). Las concentraciones mas altas se presentaron en el mes de mayo, 268.0 ug/L
en Sisal, 269.0 ug/L en Progreso y 366.4 pg/L en Chicxulub. Las concentraciones
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mas bajas fueron en el mes de septiembre en los tres sitios, 50.4 ug/L en Sisal, 51.9

Mg/L en Progreso y 52.9 ug/L en Chicxulub.
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Figura 24: Concentraciones medias de nitritos (NO; ug/L) presentadas en las ciénagas de Sisal, Progreso y Chicxulub en los

muestreos de abril, mayo, julio y septiembre de 2018.

La prueba de contraste Kruskal-Wallis demostré diferencia significativa (p<0.05) en

los tres sitios estudiados. Las concentraciones del mes de mayo fueron altas y

estadisticamente diferentes con respecto a los meses de abril, julio y septiembre en

los tres sitios analizados (Figura 25).
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Figura 25: Grdficas de caja y bigote del contraste KW-H de nitritos (NO2 ug/L) por muestreo en a) Sisal (p< 0.05), b) Progreso
(p< 0.05) y c) Chicxulub (p< 0.05).

Las concentraciones de NO2 (15.1 a 154.3 pg/L de N en la molécula) encontradas
en todos los sitios sobrepasan los limites que establece el criterio CE-CCA-001/89
(DOF, 1989), para la proteccion de la vida de agua marina (2 ug/L de N), los posibles
efectos en los peces F. grandissimus se discuten 9.3 Comparacion de Variables

Ambientales e indices.

Se observa que el mes de mayo, mes de secas, es el que presenta mayores
concentraciones en los tres sitios, puede ser que las condiciones en Sisal y
Progreso fueron optimas para que microorganismos nitrificantes transformaran el
amonio (NH4") en nitrito, ya que el hay suficiente OD y los pH se encuentran cerca
de la neutralidad (7.2-8) (Arroyo et al., 2012; Kroupova et al., 2005), en el caso de
Chicxulub no podemos suponer que el proceso que se lleva a cabo es la nitrificacion
debido a las condiciones de anoxia del sitio, por lo que probablemente ocurrié una
reduccion disimilativa de nitrato (DNRA) y asimismo pudo ocurrir una liberacion de
NHs (Andrade et al., 2015; Behrendt, 2014; Giblin et al., 2013; Rulting et al., 2011;
Stein y Klotz, 2016).

Ademas, en una investigacion previa en Progreso se registraron concentraciones
de 6.44 a 72.68 pg/L de nitritos (Herrera-Silveira et al., 2012), en comparacion con
los valores que se obtuvieron en este estudio en los tres sitios (S, P, Cx), el mes de
mayo fue el que presento las diferencias de concentraciones mas altas (diferencias
de 180.7 a 434.7 ug/L), esto podria confirmar que las condiciones ambientales en
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mayo en los tres sitios fueron determinantes para la nitrificacion y/o la DNRA.
Asimismo, Herrera-Silveira (2006) dice que las altas concentraciones de nitritos
podrian reflejar los aportes de materia organica procedentes de las aguas residuales
que llegan a la ciénaga. Por otro lado, el proceso de desnitrificacion puede conducir
a la acidificacion del ambiente debido a que se produce acido nitroso cuando el NO3-
pasa a amoniaco (Arroyo et al., 2012), esta podria ser la razon por la cual en
Progreso y Chicxulub hay pH ligeramente menos alcalinos en los meses de abril y

mayo (secas).
9.1.2.4 Nitratos

Las concentraciones medias de los nitratos se observan en la figura 26. En Progreso
en el mes de mayo la concentracién de nitratos estuvo muy abajo del limite de
deteccion de la técnica (5.64 pg/L), por lo que se considerd que no hubo presencia
de este compuesto, también en este sitio se obtuvo la concentracion mas alta en el
mes de julio (543.7 pg/L). Sisal fue el sitio donde la variacion entre muestreos fue
menor (de 101.1 a 343.7 ug/L).
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Figura 26: Concentraciones medias de nitratos (NOs ug/L) presentadas en las ciénagas de Sisal, Progreso y Chicxulub en

los meses de abril, mayo, julio y septiembre de 2018.

El contraste entre los muestreos demuestra diferencias significativas (p<0.05) en los

tres sitios (Figura 27). En Sisal septiembre fue diferente al mes de abril y julio. En
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Progreso mayo presenta menores concentraciones y contrasta con los demas
meses; ademas septiembre es diferente de mayo y julio. En Chicxulub en mayo,
una de las concentraciones de nitratos fue mas alta de la media (166.16 pg/L); sin
embargo, la mediana del muestreo es significativamente menor a los meses de abril

(secas), julio y septiembre (lluvias).
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Figura 27: Grdficas de caja y bigote del contraste KW-H de nitratos (NOs ug/L) por muestreo en a) Sisal (p< 0.05), b)
Progreso (p< 0.05) y c) Chicxulub (p< 0.05).

El nitrato en el muestreo de mayo (secas); en algunas estaciones de Sisal y
Chicxulub y en todas las estaciones de Progreso, no se detecto; esto podria deberse
a que el proceso de nitrificacion se quedd estancado en la produccion de nitritos, ya
que en el mismo muestreo los nitritos presentaron las mas altas concentraciones.
Herrera-Silveira et al. (2012) también registro previamente los nitratos en la Ciénaga
de Progreso, obteniendo concentraciones de 272.8 a 954.8 ug /L y un valor de
referencia de 279 ug/L; al comparar con las concentraciones obtenidas en P (0 a
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694 .4 pg/L de N), Cx (0 a 1097.4 pg/L de N) y S (0 a 407.9 pg/L de N), se observa
que los valores sueriores en P y S entraron dentro del rango registrado, pero todos

los valores minimos fueron menores.

Segun el criterio las concentraciones de nitratos aceptados para las condiciones
optimas de la vida acuatica marina deben ser menores o iguales a 40 ug/L (de N),
en contraste con el criterio (CE-CCA-001/89, 1989) algunas estaciones
muestreadas sobrepasaron el limite establecido, en Sisal las concentraciones que
salieron de la norma se presentaron en julio principalmente y fueron de 41.1 a 92.1
pug/L (de N), en Progreso también fue el mes de julio el que presentd mas
concentraciones altas, seguido de abril (79.5 a 156.7 pg/L de N), y para Chicxulub
se presento la misma situacion a Progreso (52.6 a123.7 yg/L de N). En Sisal las
temperaturas y el OD del sitio podrian haber sido determinantes en las
concentraciones de NOs, ya que al tener suficiente oxigeno los microorganismos
son capaces de oxidar el NO2 y el NAT para producir nitratos. Para el caso de P
puede ser que el proceso de desnitrificacion o de DNRA haya disminuido por la
buena cantidad de OD presente y como fue mencionado anteriormente el nitrito
pudo ser oxidado a nitrato. En Cx podria haberse llevado una nitrificacion hasta NO3
y posteriormente el proceso se detuviera por las condiciones ambientales, ademas
que el proceso de asimilacién de NOs3 por heterétrofos no fuera 6ptimo. Otra causa
podria ser explicada por Bronk et al. (2010), quien observo que el aumento de la
salinidad contribuia a una menor concentracion de NO3 y NO; cuando aumentaba
la salinidad se liberaba NHs labil, asimismo Herrera-Silveira (2006), reporta que las
aguas subterraneas de Yucatan tienen altos contenidos de nitratos y que los
humedales con mayores aportes de agua dulce presentaran mas nitratos, esto
podria verse reflejado en las concentraciones de NOs y las salinidades en Sisal y
Progreso; sin embargo, en Chicxulub las condiciones no mostraron este tipo de
relacion, una razon por la cual se presentaron bajas concentraciones de NOs en Cx,
es que se podria estar llevando un proceso de desnitrificacion y/o ANAMMOX
(Kartal et al., 2011; Plummer et al., 2015; Rich et al., 2018; Stein y Klotz, 2016).
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Los efectos de las concentraciones de nitratos registradas en los peces F.
grandissimus se discute en 9.3 Comparacion de Variables Ambientales e indices.

9.1.2.5 Nitrégeno total en agua

Ademas de todos los compuestos nitrogenados medidos se realizé un calculo en
miligramos de todo el nitrégeno contenido en agua, las concentraciones totales para
cada sitio se encuentran en la tabla 7. Las mayores concentraciones de nitrogeno

se observaron en Chicxulub en los meses de mayo (0.96) y julio (0.89).

Segun la prueba de Kruskal-Wallis, en Sisal el nitrogeno total del mes de abril fue
menor del de mayo, el de mayo difirié con abril y septiembre, septiembre contrasto
con mayo Y julio (p<0.05), las concentraciones mas altas se observaron en el mes
de julio. En Progreso en el mes de julio las medias fueron mayores a los otros meses
muestreados, sin embargo, la concentracion mas alta se observé en el mes de abril.
En Chicxulub abril contrasté con mayo y septiembre, mayo con abril y septiembre,
septiembre con los otros meses (Figura 28). En los tres sitios, se observd que las
concentraciones de nitrogeno total en agua fueron estadisticamente diferentes entre
meses, lo que podria significar que los aportes de materia organica a las ciénagas
fueron diferentes entre cada muestreo y por lo tanto no se observa uniformidad entre

muestreos de la misma temporada.
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Figura 28: Grdficas de caja y bigote del contraste KW-H del nitrégeno total en agua (Ntot mg/L) por muestreo en a) Sisal

(p< 0.05), b) Progreso (p< 0.05) y c) Chicxulub (p< 0.05).

Tabla 7: Concentraciones de medias de nitrogeno total del agua (Ntot mg/L) y nitrégeno organico en
sedimento (N mg/g) en ciénagas de Sisal, Progreso y Chicxulub en los muestreos de abril, mayo, julio y
septiembre de 2018.

- N en agua o . . .
Sitio ) Abril Mayo Julio Septiembre
sedimento

Ntot (mg/L) en
0.4796 £0.06 = 0.8006 £ 0.09 0.7969 + 0.27 0.4402 £ 0.03

agua
Sisal
N (mg/g) en
) 0.0455+0.06 0.2105x0.22 0.2058 £ 0.11  0.0583 £ 0.02
sedimento
Ntot (mg/L) en
0.6803+£0.35 0.4629+0.01 0.8376 £0.16 0.3839 % 0.10
agua
Progreso g
N (mg/g) en
) 1.04 £ 1.02 0.6633+0.35 1.3833+0.92 2.9267 +1.59
sedimento
Ntot (mg/L) en
0.5605+0.05 0.9687 £0.32 0.8957 £0.55 0.3081 £0.01
agua
Chicxulub g
N (mg/g) en
) 0.10 £ 0.07 0.24 £ 0.14 0.27 £0.12 2.0433 £ 0.29
sedimento

9.1.3 Nitrégeno organico y materia organica en sedimento.

9.1.3.1 Nitrégeno organico
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El contenido de nitrégeno organico (mg/g) en sedimentos se puede observar en la
tabla 7; en esta se puede ver que los niveles mas bajos de nitrégeno se observaron
en Sisal (0.045 a 0.21 mg/g); para Progreso el N organico varié de 0.066 a 2.92
mg/g siendo los valores mas altos registrados en cada mes muestreado. El
muestreo con las concentraciones mas altas de nitrogeno fue septiembre en

Progreso y Chicxulub.

Mediante la prueba Kruskal-Wallis se observo que el contenido de nitrégeno en Sisal
tuvo diferencias del mes de julio (de 0.005 a 0.246 mg/L mas) en comparacion a
septiembre (p<0.05). En Progreso y Chicxulub septiembre fue contrastante con los
muestreos de abril, mayo y julio, presentado medianas mas grandes (Figura 29).
Los valores obtenidos de p en la prueba Kruskal-Wallis de todas las variables

ambientales y en cada sitio de estudios se observan en la tabla 8.
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Figura 29: Grdficas de caja y bigote del contraste KW-H del nitrégeno orgdnico en sedimento (N mg/g) por muestreo en a)

Sisal (p< 0.05), b) Progreso (p< 0.05) y c) Chicxulub (p< 0.05).

63



Tabla 8: Valores del estadistico p de la prueba KW-H en el contraste de muestreos (abril, mayo, julio y
septiembre) de las variables ambientales en cada sitio (Sisal, Progreso y Chicxulub).

SISAL PROGRESO CHICXULUB

Temperatura (°C) 0.2804 0.0004* 0.0002**

pH 0.0820 0.0004** 0.00007**

Oxigeno disuelto (mg/L) 0.4970 0.0991 0.0025*

Salinidad 0.0154* 0.0231* 0.00007**
Profundidad (cm) 0.4439 0.9940 0.3695

lon amonio (ug/L) 0.0023* 0.0692 0.0010**
Amoniaco (pug/L) 0.0470* 0.0015* 0.0013*
Nitritos (ug/L) 0.00001* 0.0013* 0.0002**
Nitratos (ug/L) 0.0001** 0.0002** 0.0102*
Nitrégeno total en agua (mg/L) 0.00003* 0.0110* 0.0008**
Nitrégeno organico en sedimento 0.0033* 0.0118* 0.0008**

(mg/g)
Relacion carbono 0.1610 0.2592 0.0420*
organico/nitrégeno organico

Significante (**)

Las cantidades de nitrégeno en sedimento podrian indicar si la materia organica se
esta degradando y liberando nitrégeno inorganico al ambiente acuatico o los
microrganismos estan reteniendo el nitrogeno en el suelo. Al comparar las
cantidades de nitrogeno organico en suelo (N mg/g o SON) y nitrégeno inorganico
en agua (Ntot mg/L o DIN) en Sisal se observaron mayores concentraciones de DIN
que de SON, esto podria significar que el proceso que predomina es el de
mineralizacion, que permite la transformacion del SON en nitrégeno inorganico
(Reddy et al., 2010).

Para el caso de Progreso las concentraciones de SON son mayores a las de DIN,
por lo que podria significar que los aportes de materia organica a la ciénaga son
mayores que los de Sisal, y que las condiciones ambientales, como la salinidad,
provocan que el nitrégeno se mantenga en el sedimento, lo cual también podria
causar que los microorganismos tengan una menor tasa de mineralizacién de la
materia organica (Whitfield, 2010).

En Chicxulub, de abril a julio se observa mayores concentraciones de DIN que de
SON, sin embargo, en el mes de septiembre la situacion es inversa; esto podria ser
porque en los primeros meses el pH presente fue ligeramente mas acido que en el

ultimo muestreo, como menciona Ray et. al. (2015) esto pasa ya que la degradacion
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del nitrdgeno organico a nitrégeno inorganico es dependiente de la hidrdlisis, la cual
esta sometida al pH. Ademas, Li et al. (2007) observo que en suelos salinos cuando
el pH aumenta, el nitrégeno organico disminuye, en otro estudio sobre los efectos
de la salinidad en el ciclo del nitrgeno encontraron que la mineralizacién a corto
plazo se reduce cuando el sedimento es expuesto a la salinidad (35 ppm); esto
podria explicar el comportamiento del SON/DIN en Chicxulub.

9.1.3.2 Relacién carbono/nitrégeno organico

Por otro lado, la relacion C/N en Sisal, Progreso y Chicxulub se muestra en la tabla
9. Se contrastaron los valores de C/N para evaluar si hubo cambios a lo largo de los
muestreos, los valores de p obtenidos del test Kruskal-Wallis muestran que en Sisal
y Progreso no hay un cambio significativo de la relacion C/N (p>0.05), mientras que
para Chicxulub muestra que en septiembre (lluvias) la relaciéon de C/N aument6
significativamente (p<0.05) (Figura 30).

Tabla 9: Relacion carbono-nitrégeno (C/N o Corg’/N’) presente en el sedimento de cada sitio.

Mes Abril Mayo Julio Septiembre

Sisal 9.59 + 0.32 9.30+0.21 9.67 £0.17 9.82+0.83
Progreso  8.31+0.84 8.98 +1.07 8.83+0.13 9.19+0.55
Chicxulub  9.45 £ 1.27 9.03+0.10 9.11+£0.33 9.95+0.16
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Figura 30: Grdficas de caja y bigote del contraste KW-H de la relacién carbono orgdnico/nitrégeno orgdnico en sedimento

(Corg’/N’) por muestreo en a) Sisal (p> 0.05), b) Progreso (p> 0.05) y c¢) Chicxulub (p< 0.05).

La evaluacion del porcentaje de materia organica en este estudio corresponde a la
relaciéon C/N del sedimento, esta relacion puede usarse para determinar las fuentes
de estos compuestos y el estado de la produccion/degradacion de la materia
organica (Guifiez et al., 2010; Silva y Ortiz, 2002). Los valores de la relacion C/N de
los sitios evaluados han sido reportados para fitoplancton (Guifiez et al., 2010;
Meyers, 1994) y materia detritica recientemente asentada (Escobar-Briones y
Garcia-Villalobos, 2009), ademas Garcia-Navarro et al. (2016) obtuvo porcentajes
de materia organica de 6.6 a 10.4 en marismas del Golfo de México; estos datos
podrian significar los mayores aportes de la MO en Sisal, Progreso y Chicxulub son
de tipo autoctono, es decir que la mayor produccion de la MO en la zona es
proporcionada por las plantas y microorganismos de la ciénaga. Por otro lado,
Fuentes (2000) reportd una relacion C/N parecida a las obtenidas en los sitios
evaluados (9.27) que indicaria que la tasa de degradacion de la MO es minima y
tiende al equilibrio. Ademas, Niggeman et al. (2007) dice que el aumento en las
relaciones de C/N en sedimento refleja la remineralizacion preferencial de
compuestos nitrogenados, comparando con este estudio solamente el muestreo de
septiembre (lluvias) en Cx muestra un aumento en la mineralizacion del nitrégeno
del sedimento, esto podria deberse a que los niveles de salinidad bajaron y el pH
mostré mas alcalinidad; ya que en P y S no hubo diferencias entre muestreos,
podemos inferir que los niveles de C/N se encuentran en balance, es decir que la

produccion y la degradacion de la materia organica en el sistema es equivalente.
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9.2 Material biolégico

De los cuatro muestreos realizados en este estudio, solo se tomaron en cuenta tres
muestreos (mayo, julio y septiembre) para el analisis bioldgico, para asegurar que
los datos finales fueran los mas 6ptimos, ya que los peces de abril fueron usados

con fines de estandarizacion de las soluciones fijadoras del método histolégico.

El total de peces evaluados fue 26, veinte peces fueron capturados de la Ciénaga
de Sisal y seis de Progreso. En Chicxulub no se obtuvieron organismos para los
muestreos de abril, mayo, julio y septiembre. En Progreso en el mes de mayo y julio
no se obtuvieron organismos en las estaciones, P1 y P2, mientras que en el

muestreo de septiembre solo se obtuvieron organismos en Sisal en la estacion S1.

Para los estudios bioldgicos, solo se analizaron los organismos de los sitios de Sisal
(S) y Progreso (P), debido a que no se lograron capturar organismos en Chicxulub
durante los meses de mayo, julio y septiembre. En Progreso, tampoco se lograron
capturar peces en septiembre, esto puede relacionarse con el hecho de que, siendo
un mes donde las lluvias fueron mas constantes, el nivel de agua aumento en toda
la ciénaga, lo que permiti6 que los peces se distribuyeran en otras partes del
humedal y dificultara su captura en los sitios de muestreo. Ceballos et al. (2016)
menciona que la especie prefiere habitats con alta transparencia, si bien la turbidez
no fue una variable que se midié en este estudio, a simple vista se observd que en
el mes de septiembre el agua de la ciénaga era mas turbia que los anteriores
muestreos, seguramente debido a la resuspensidon de particulas por la temporada

de lluvias, e incluso en algunos sitios se habia presencia de espuma.

En Chicxulub la ausencia de peces podria estar relacionada con los bajos niveles
de oxigeno, la temperatura y con las altas salinidades. Cabe destacar que en julio
no se obtuvo ningun tipo de pez y fue el mes donde se registro una de las
temperaturas mas altas, la mayor salinidad y uno de los menores niveles de oxigeno
disuelto. Colin-Garcia et al. (2019) afirma que los F. grandissimus son sensibles a
las altas temperaturas y que estas tienen efecto en la distribucion biogeografica de
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la especie, ellos encontraron peces hasta en temperaturas de 33.3°C, esto podria
explicar la ausencia de peces en el sitio Chicxulub ya que las temperaturas
registradas llegaron hasta los 38.3°C. Por otra parte, en el estudio realizado por
Alvarez (2016) se observé que la especie se distribuia en salinidades de 3 a 44 ppm,
en el presente estudio se observaron peces F. grandissimus en salinidades de 2.4
a 41.9 ppm (en Sisal las mas bajas y en Progreso las altas), por lo que la
hipersalinidad presentada en Chicxulub, incluso de tipo salmuera, (46.8 a 260 ppm)
fueron otro factor que determind la ausencia de estos peces en el sitio.

Para cada aspecto biologico evaluado se realizé un test de normalidad por Shapiro
Wilk. Debido a que el indice hepatosomatico, el indice gonadosomatico, el indice
histopatologico de branquia y el FDI no fueron normales (p<0.05) (Tabla 10), se
decidio realizar las pruebas de contraste por Kruskal-Wallis (Tabla 11 y 13).

Tabla 10: Valores de p en la prueba de normalidad Shapiro Wilk.

Por sitio Por sexo Por muestreo
P S H M Smay Sjul Ssep | Pmay Pjul
Long | 0.2221 0.2683 | 0.3687 0.3730 0.2969 | 0.4984 | 0.4590 0.8624 0.0768
Peso | 0.2415 @ 0.1381 0.1345 0.0902 0.2626 | 0.2141 0.0864 0.5857 0.3672
K  0.4332 | 0.8393 | 0.7411 0.2517 0.7778 | 0.3057 | 0.9691 0.6956 0.4459
IHS | 0.2443 | 0.3361 | 0.0362* 0.8222 0.3443 | 0.8373 | 0.0023* | 0.1054 0.1309
IGS | 0.0097* | 0.0139* | 0.1443 | 0.00001* | 0.0063* | 0.3531 0.1046 | 0.0102* @ .0076*
IHbranquia | 0.6674 | 0.0089* | 0.0304* 0.1938 0.0177* | 0.0026* | 0.3297 0.3631 0.4632
IHhigado | 0.9131 0.4495 | 0.2507 0.1494 0.2988 | 0.9845 | 0.2593 0.7804 0.3631
IHtotar | 0.9926 0.187 0.1183 0.5124 0.8797 | 0.9845 | 0.0442* | 0.7804 0.4632
FDI | 0.0000 | 0.0019 @ 0.0962 0.0174 0.0022 | 0.5316 | 0.0396 0.0000 ND
ISP | 0.9807 @ 0.3806 | 0.2602 0.2053 0.4645 | 0.7484 | 0.3854 0.6489 0.4632

Efecto

* datos no normale, ND=datos no detreminados
8.2.1 indices morfométricos y organosomaticos
8.2.1.1 Longitud y peso de los peces

La longitud total (cm) de los peces Fundulus grandissimus varié de 11 cm a 17.4
cm. Las hembras presentaron una media de 15.17cm y los machos 13.2 cm. Por
sitio Sisal la media fue de 14.9 cm y Progreso 13.1cm. El peso humedo de los peces
vario de 16.08 a 61.64 gramos. Por género los machos obtuvieron una media de
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29.7g y las hembras 44.2 g. Por sitio, la media de Sisal fue 41.9 9 g, en Progreso
fue 30.0 g.

La prueba Kruskal-Wallis mostré que la mediana de la longitud entre sitios fue

significativamente diferente (p<0.05),

lo que probaria que los organismos

encontrados en Sisal fueron estadisticamente mas grandes que los de Progreso. En

el contraste, la longitud entre sexos también se observo una diferencia significativa

(p<0.05) donde las hembras fueron mas grandes en comparacion con los machos.

El peso humedo de los Fundulus grandissimus por sitios no mostré diferencia

estadistica (p>0.05); sin embargo, entre sexos si se expuso diferencia (p<0.05),

siendo las hembras las mas pesadas, seguramente

desarrollo de sus gonadas (Figura 317).
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Figura 31: Grdficas de caja y bigote del contraste KW-H de la longuitud (Long en cm) por a) sitio (p<0.05) y b) sexo (p<0.05).

Grdficas de caja y bigote del contraste KW-H del peso (g) por a) sitio (p>0.05) y d) sexo (p<0.05). Machos (M), hembras (H).

69



Para conocer si a lo largo de los muestreos la longitud y el peso fueron diferentes
también se realizé una prueba Kruskal-Wallis. La longitud mostré que los peces de
Sisal en el muestreo de septiembre fueron mas largos en comparacioén con los
muestreos de mayo y julio de los dos sitios (p<0.05). El peso se comporté de la
misma forma, siendo los organismos de Sisal obtenidos en septiembre los mas
pesados (p<0.05) (Figura 32). La diferencia en la talla y peso de los peces de Sisal
en septiembre se podria deber a que todos los peces recolectados fueron hembras
en algun estado de desarrollo gonadal avanzado. Las tallas de F. grandissimus
registradas en estudios previos en Sisal fueron de 5.1 a 21.7 cm y los pesos fueron
de 2.3 a 125.4 g (Alvarez, 2016). Los peces recolectados en este estudio estuvieron
en un rango medio de talla y peso con respecto a los encontrados en anteriormente,
lo que podria significar que fueron peces maduros, pero aun no alcanzaban su talla

maxima.
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Figura 32: Grdficas de caja y bigote del contraste KW-H por sitio*mes de colecta de a) la longuitud (Long en cm) y b) peso

(g)(p<0.05). Progreso en mayo (Pmayo) y julio (Pjulio); Sisal en mayo (Smayo), julio (Sjulio) y septiembre (Sseptiembre).

8.2.1.2 Factor de condicion

El factor de condicion (K) permite conocer el estado nutricional en el que se
encuentran los peces, ademas de aportar informacion sobre las estrategias de
crecimiento y reproduccion (Valencia-Satan y Valencia-Santana, 2015). Los valores
tomados por el factor de condicion fueron de 1.04 a 1.45. Los machos tuvieron un
valor minimo de 1.04 y maximo de 1.29; las hembras fueron de 1.04 a1.45. Por sitio
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Sisal fue el que presento el valor mas bajo de K, el cual pertenecié a un macho, el
valor maximo en el sitio fue 1.44; Progreso tuvo un K minimo de 1.20, ademas el

valor maximo del sitio también fue el maximo presentado, y fue para una hembra.

Para hacer las comparaciones entre, sitio, sexo y muestreos, se uso el estadistico
de contraste Kruskal Wallis, el factor de condicion por sitios y sexo no fue
estadisticamente diferente (p>0.05), lo que significa que los peces tuvieron tallas
homogéneas entre machos y hembras, y entre Sisal y Progreso. Por muestreos el
factor de condicion, manifesto diferencias significativas (p<0.05); donde el muestreo
de julio fue diferente entre Sisal y Progreso, este muestreo en Sisal fue el que
presentd las K mas pequefas y a su vez fue el mas diferente con respecto a los
otros muestreos en Sisal y Progreso (Figura 33). Estos resultados podrian deberse
a una menor disponibilidad de alimento en Sisal en el mes de julio (Barisci et al.,
2015), aunque también parece que se debe a una pérdida en el peso de las hembras
después del desove (Jakes-Cota et. al., 2017) y/o a la disminucion de peso de las
gonadas como se indicara mas adelante. Los datos de K nos indican en general que
entre sitios y entre sexos, los peces estaban en las mismas condiciones
nutricionales, esto por si solo muestra que los peces tienen condiciones de salud
similares, pero ademas en los analisis de los indices (IHwta, FDI, ISP) la
comparacion de las poblaciones sera mas efectiva porque parece ser que los peces

estan en el mismo rango de edad.
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Figura 33: Grdficas de caja y bigote del contraste KW-H del factor de condicion (K) por: a)sitio (p>0.05), b) sexo (p>0.05) y
c)sitio*muestreo (p<0.05). Machos (M), hembras (H); Progreso en mayo (Pmayo) y julio (Pjulio); Sisal en mayo (Smayo),

julio (Sjulio) y septiembre (Sseptiembre).

9.2.1.3 indice hepatosomatico

El indice de higado (IHS) permite conocer la condicion fisiolégica y los
requerimientos energéticos de los peces (Gonzalez y Oyarzun, 2002). El IHS vari6
de 1.15 a 2.74, el valor minimo y el maximo pertenecieron a dos hembras de Sisal.
Progreso tuvo un IHS de 1.50 a 2.28, por sexo los machos variaron de 1.24 a 2.14.

Para contrastar por sito, sexo y mes de muestreo se realiz6 la prueba de Kruskal-
Wallis, la cual describe que no hay diferencias del IHS en Progreso y Sisal (p>0.05).
La prueba de contraste por sexo mostré diferencia de medianas entre machos vy
hembras (p<0.05), siendo el IHS de las hembras estadisticamente mayor. En los
diferentes meses no se observo diferencia estadistica de IHS (p>0.05) (Figura 34).
Estos resultados podrian indicar que las hembras tienen altos requerimientos
energéticos para lograr la maduraciéon de sus gonadas, ya que el higado es el
encargado de segregar vitelogeninas necesarias para la maduracion de los ovulos,
ademas almacena gran cantidad de lipidos y glucogenos (Martin, 2013; Rodriguez,
1992). Para validar este indice como indicativo de salud general del pez es
necesario realizar mas estudios con respecto a la relacidon que guardan con

el indice histopatolégico de higado y en total, ademas con respecto a las
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enfermedades y parasitos encontrados en F. gradissimus, ya que estas

posibles relaciones no se valoraron en esta investigacion.
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Figura 34: Grdficas de caja y bigote del contraste KW-H del indice hepatosomdtico (IHS) por: a)sitio (p>0.05), b) sexo
(p<0.05) y c)sitio*mes de muestreo (p>0.05). Machos (M), hembras (H); Progreso en mayo (Pmayo) y julio (Pjulio); Sisal en

mayo (Smayo), julio (Sjulio) y septiembre (Sseptiembre).

9.2.1.4 indice gonadosomatico

El indice gonadosomatico (IGS) fue de 0.15 a 14.94, el valor minimo se presento en
Sisal, el maximo en Progreso y correspondieron gonadas de hembras. Debido a que
los datos de IGS no tuvieron distribucion normal (p<0.05), los analisis de contraste
se realizaron por la prueba de Kruskal-Wallis. Entre sitios no se observo diferencia
significativa (p>0.05), se obtuvo diferencia del IGS entre machos y hembras
(p<0.05), siendo las gonadas de los machos las mas pequeinas. Para el contraste
de las medianas de los muestreos se observa que los IGS de septiembre en Sisal
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son significativamente mas altos (p<0.05) en comparacion con los IGS de Sisal en
mayo Y julio, esto se puede deber a que los ejemplares de estos muestreos solo
fueron hembras cuya gonada es mas grande y pesada (Figura 35).

Segun, Rosales (1997) el IGS maximo esta relacionado con la temporada antes de
desove de las hembras, por lo cual los valores altos de IGS obtenidos en mayo en
Progreso y septiembre en Sisal podrian reflejar un estado avanzado de maduracién
gonadal de algunas de las hembras de F. grandissimus. Para toda especie es
necesario perpetuarse, si los peces pueden reproducirse estan asegurando su
prevalencia en el ecosistema, por lo cual, que se encontraran hembras de F.
grandissimus fecundadas significaria que las condiciones ambientales les permiten

reproducirse y por lo tanto seria indicativo de salud de la poblacién muestreada.
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Figura 35: Grdficas de caja y bigote del contraste KW-H del indice gonadosomdtico (IGS) por: a)sitio (p>0.05), b) sexo
(p<0.05) y c)sitio*muestreo (p<0.05). Machos (M), hembras (H); Progreso en mayo (Pmayo) y julio (Pjulio); Sisal en mayo
(Smayo), julio (Sjulio) y septiembre (Sseptiembre).
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Tabla 11: Valores de p para la prueba de contraste KW-H por sitio, sexo y sitio*muestreo de la longitud
(cm), peso (g), factor de condicion (K), indice hepatosomatico (IHS) e indice gonosomatico (IGS).

PORSITIO  POR SEXO SITIO*IGSESTREO
Longuitud (cm) |  0.0356" 0.0252* 00437
Peso (g) 0.0884 00191 0.0376™
K 00515 05715 0.0287*
IHS 04289 0.0011* 04369
IGS 0.7609 0.0009* 0.0864

**diferencias significativas
9.2.2 Histopatologia
9.2.2.1 Histopatologia de branquia

Tomando en cuenta el protocolo de Bernet et al. (1999) en branquia se encontraron
disturbios circulatorios, cambios regresivos, cambios progresivos e inflamacion; y

en higado se encontraron disturbios circulatorios, cambios regresivos e inflamacion.

En los tejidos de branquia de Fundulus grandissimus el desprendimiento del epitelio
respiratorio y la fusidn incompleta de lamelas secundarias por hiperplasia se
observaron en el 100% de los organismos, en diferentes grados (Figura 36 y 37). El
desprendimiento del epitelio respiratorio pertenece a la reaccion patrén de cambios
regresivos y es una lesién temprana relacionada con contaminantes quimicos, este
tipo de lesidn implica una disminucion de la superficie donde se realiza el
intercambio gaseoso y la osmorregulacién (Javed et al., 2016; Santos et al., 2014).
La hiperplasia es un cambio de tipo progresivo, la fusion lamelar por esta condicidon
se da debido a que provoca el incremento de células y disminuye el espacio entre
las lamelas (Maharajan et al., 2016, Santos et al, 2014).

La presencia de mucosidad y células calcareas se observo en la mayoria de los
organismos analizados (25 o 96%), las células calcareas son responsables de la
produccion del moco que funciona como regulador de iones y protege a las lamelas
del dafio mecanico e inmunologico (Genten et al., 2009). Todos los machos
presentaron esta condicion y en hembras el 96% (Figura 37 a y c).
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La hipertrofia fue mas comun en hembras (70.5%) que en machos (22.2%) y tuvo
una prevalencia total de 53%, esta alteracidn es de tipo progresivo, se caracteriza
por el aumento del tamafio celular (Hadi y Alwan, 2012), esta alteracion causé una
fusion incompleta de lamelas secundarias (Figura 37c¢).

El aneurisma, también Illamada
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Figura 36: Prevalencia de alteraciones en branquia, hembras,

frecuencia en machos (55.5%) que en
machos y total.

hembras (41.1%) y la prevalencia total
fue 46.16%.

La necrosis, perteneciente a los cambios regresivos, es la muerte celular causada
por un dafio agudo, se caracteriza por nucleos y membranas celulares poco claros
o ausentes (Maftuch et al., 2018). Fue la alteracion menos presentada (31%) y fue

mas comun en machos (44%) que en hembras (23%)(Figura 37d).

Ademas de las alteraciones evaluadas con el protocolo de Bernet et al. (1999), se
observé que las branquias de los peces obtenidos en Sisal fueron parasitadas por
trematodos, esto no ocurrié en Progreso, posiblemente por el grado de dafio en que

se encontraron las branquias.

Las alteraciones encontradas en branquia se resumen en la Tabla 12. Al observar

la prevalencia de las alteraciones entre Sisal y Progreso, los aneurismas estuvieron
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en el 45% de los peces de Sisal y en el 67% de los de Progreso; el desprendimiento
del epitelio respiratorio fue del 100% para los dos sitios; la fusion de lamelas por
hipertrofia se presentdé mas en Sisal (60%) que en Progreso (33%); la fusion lamelar
por hiperplasia fue mas comun en Sisal (100%) que en Progreso (83%); la necrosis
que es la alteracion con mayor peso, es decir, es la alteracidn mas grave que se
presentd en las branquias, prevalecio en el 15% de los peces de Sisal y en el 83%
de los de Progreso; los aneurismas estuvieron en el 45% de los peces de Sisal y en
el 67% de los de Progreso; por ultimo, el exudado tuvo alta prevalencia en los dos
sitios, 95% en Sisal y 100% en Progreso. En general las prevalencias de las
alteraciones en branquia fueron mas frecuentes (3 de 7 alteraciones) en Progreso

que en Sisal (1 de 7).

Tabla 12: Alteraciones encontradas en branquia e higado de F. grandissimus y su prevalencia por sitio.

. Histopatologia | Sisal | Progreso

e  Aneurismas 45% 67%

e Desprendimiento del epitelio respiratorio 100% 100%

e Necrosis 15% 83%

Branquia e Fusion de lamelas por hipertrofia 60% 33%
e  Fusion de lamelas por hiperplasia 100% 83%

e Moco /exudado 95% 100%

e Hemorragia 20% 33%

e Hiperemia 85% 83.3%

e Aneurismas 100% 100%
e Alteraciones en arquitectura y estructura 5% 0%

Higado * Alteraciones del plasma (Vacuolas 40% 100%

hialinas, lipidosis, esteatosis)

e Depositos 40% 67%
e Necrosis 45% 33%
e Exudado (macroéfagos y granulomas) 90% 67%
e Infiltracion 0% 17%
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Las branquias son 6rganos que estan en contacto directo con el ambiente, por lo
cual son sensibles a los cambios que se presentan, como los niveles de pH, la
salinidad y los contaminantes (Van der Oost et al., 2003). Los dafos registrados en
branquia de F. grandissimus pueden tener multiples causas, la fusion de lamelas
por hiperplasia e hipertrofia, el desprendimiento epitelial y la mucosidad son
alteraciones que permiten al érgano protegerse de los agentes externos, ya que
disminuyen la superficie de contacto con los contaminantes y la distancia de difusion
de los fluidos sanguineos, la mucosidad contiene glicoproteinas que son capaces
de atrapar xenobioticos evitando la entrada de estos al epitelio (Maharajan et al.,
2016; Naeemi et al., 2013; Nero et al., 2006a). Todas estas alteraciones podrian
provocar una deficiencia en el intercambio gaseoso y por ende causar hipoxia en
los peces (Nero et al., 2006a), conjuntamente la branquia se vuelve vulnerable a la
invasion de patogenos (Mokhtar, 2017).

Por otro lado, Pereira et al. (2013) menciona que cuando la calidad del agua
disminuia, las branquias presentaban mayores indices de fusion lamelar y
desprendimiento epitelial. En el caso de la hipertrofia las hembras podrian haber
presentado mas este tipo de alteracién debido a que tener tallas mas grandes
(p<0.05) sus las branquias tener mayor superficie de contacto con el ambiente, o

que el metabolismo de las hembras es mas susceptible a los agentes externos.

Todas las alteraciones mencionadas pueden significar una respuesta temprana a
los cambios del medio, puede ser de contaminacion de tipo organica (Fanta et al.,
2003), sales, metales pesados (Hadi y Alwan, 2012), exceso de nutrientes (Pereira
et al., 2013; Santos et al., 2014), y productos de la degradacion de hidrocarburos
(Ismail et al., 2009; Nero et al., 2006b). Por otra parte, Pereira et al. (2013) observo
que los aneurismas fueron las alteraciones que representaban mejor la calidad de
agua de los sitios, siendo mas comun en areas consideradas muy contaminadas
por diferentes xenobidticos como pesticidas y nitratos (Barisic et al., 2015; Xing et
al., 2012); comparando con los resultados obtenidos, Progreso presenté mayor
prevalencia de aneurismas, lo que podria significar que el sitio esta mas

contaminado que Sisal. Por ultimo, la necrosis es una alteracién de tipo irreversible
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que esta asociada con la exposicion a sustancias toxicas, principalmente metales
pesados como el aluminio, hierro y cobre (Hadi y Alwan, 2012; Lujic et al., 2013;
Vasanthi et al., 2013), entre sitios Progreso presentd mas prevalencia de esta
afectacion, lo que significaria que las condiciones ambientales del sitio, como la
salinidad, el pH, los compuestos nitrogenados y otro tipo de variables no medidas,

ejercieron mayor estrés a las branquias.

Figura 37: Histopatdlogia de branquia de F. grandissimus. a) Fusion de lamelas secundarias por hiperplasia

(Hpp), presencia de moco (flechas punteadas) y trematodo (Tre); tincion H&E, magnificacion 20x. b)
Desprendimiento epitelial de lamelas secundarias (flechas cortas), hiperplasia (Hpp) y numerosos trematodos
(Tre) en tejido de soporte; tincion H&E, magnificacion 10x. c) Desprendimiento epitelial (flecha corta), fusion
de lamelas secundarias por hipertrofia (Hpt) y moco (flechas punteadas); tincion H&E, magnificacion 40x. d)
Congestion sanguinea en tejido de soporte (Hip), aneurismas en lamelas secunadarias (Ane) y necrosis de

lamelas secundarias (Nec); tincion H&E, magnificacion 20x.
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9.2.2.2 Histopatologia higado

Las reacciones encontradas en higado fueron disturbios circulatorios, cambios
regresivos e inflamacion. Las alteraciones con mayor prevalencia fueron
aneurismas (100%) y alteraciones del plasma (100%), en esta ultima se observo
diferentes grados de degradacion del plasma, la esteatosis que es una acumulacion
microvesicular de lipidos y se presenta en pequenas vacuolas dispersas a lo largo
de todo el tejido parenquimal y la lipidosis que son agrupaciones de vacuolas
grandes de lipidos (Costa et. al., 2009), ademas en algunos organismos se observo
una grave degeneracion del plasma de los hepatocitos (degeneracion hidropica)
(Figura 39 c). Las dos alteraciones se presentaron en la misma proporcion de
machos y hembras.

También se encontré exudado en la mayoria de las muestras (84.61%), esta
alteracion corresponde a la reaccién patrén de inflamacion y son los fluidos que se
exudan de la sangre y los vasos linfaticos (Bernet et al., 1999), se presento en
machos y hembras de forma similar (88.88 y 82.35%) (macrofagos y granulomas),
aunque fue una alteracion prevalente esta no fue grave, en cuestion de que el

porcentaje de higado afectado fue minimo.

La hiperemia es la congestion debido a un aumento de sangre en el capilar
sanguineo (Naeemi et al., 2013) por lo que forma parte de los disturbios circulatorios
(Figura 39 d), se presento en el 84.61% de las muestras y afect6 mas a machos
(88.88%) que a hembras (82.35%).

En el 46.15% de los organismos se encontraron depdsitos, los cuales son
acumulaciones intercelulares de sustancias (Bernet et al., 1999), en machos el

66.66% y en hembras el 35.29% lo presentaron.

Se observaron pequefas areas con necrosis en el parénquima del higado (Figura
39 ¢), el 42.3% de los organismos lo presentaron, a pesar de que la extension del
dafio fue minima es una afeccidn que representa gravedad para el 6rgano; la

prevalencia fue mayor para machos (55.55%) que para hembras (35.29%).
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La hemorragia, parte de los disturbios circulatorios, tuvo una ocurrencia de 23.07%

de las muestras, se manifiesta como sangre fuera de las arterias o venas (Bernet et

al., 1999), el 23.52% de las hembras y el 22.22% de los machos fueron afectados

por ella.

Las alteraciones en higado con menos
frecuencia fueron las alteraciones de la
arquitectura celular y la infiltracién
(3.84%); la primera, perteneciente a
cambios regresivos, se distinguié como
un desarreglo de los hepatocitos que
bordeaban el tejido hepatico y solo se
encontro en el higado de una hembra
(5.88%); la segunda, parte de la
reaccion de inflamacion, solo la
presentaron machos (11.11%). En la
alteracion de inflamacion se integro, lo
que se identific6 como cuerpos

eosindfilos, es decir cuerpos

rosa (Figura 39 f).

100
90
80
70
6
5
4
3
2
1

O O O O o o

0

Hemorragia

Hiperemia

Aneurisma

Alt. Arq y estructurales

) ) . Figura 38: Prevalencia de
citoplasmaticos altamente tefiidos de hembras, machos y total

Infiltracion N

Alt. De plasma
Depositos
Necrosis
Exudado

W % Prevalencia hembras
W % Prevalencia machos

% Prevalencia total

alteraciones en higado, para

Por ultimo, se observaron higados con perforaciones causadas por nematodos

(Anexo VI), Bernet et al., (1999) no incluye una alteracion especifica para parasitos,

por lo cual en esta seccion no se habla en particular de ellos (ver FDI e indices

histopaldgicos).
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Figura 39: Histopatdlogia de higado de Fundulus grandissimus. a) Higado con pequefias vesiculas de grasa
(esteatosis) en todo el parenquima (EsV), dilatacion de los vasos sanguineos (Ane); tincion H&E, magnificacion
20x. b) Alteracion del plasma por acumulacion de grasa (Lipidosis=Lip), acumulacién y dilatacidn de los vasos
sanguineos con presencia de exudado y alrededor de la lipidosis (Ane), presencia de pequefios macréfagos
alrededor de los aneurismas (Mac), conductos biliares (Cb); tincion H&E, magnificacion 10x. c) Severa
degeneracion del citoplasma, se observa la migracion de los hepatocitos cerca de los sinusoides; pequefios

espacios con necrosis (Nec); tincion H&E, magnificacion 40x. d) Congestion sanguinea (Hip), formacion de
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macrofagos cerca de los vasos congestionados (Mac); tincion H&E, magnificacion 20x. e) acumulacion
sanguinea (Ane), formacion de centros melanomacrdéfagos (CMM) alrededor de las celulas pancreaticas (CAP);
tincion H&E, magnificacion 20x. f) Cuerpos eosinofilos (EC) y macréfagos (Mac) que se encuentran alrededor

de un conducto sanguineo; tincion H&E, magnificacion 10x.

La prevalencia de las alteraciones en higado se observa en la tabla 12. La
hemorragia fue mas prevalente en los higados de peces de Progreso (33%) que los
de Sisal (20%); la hiperemia se presento en 85% de peces de Sisal y el 83.3% de
los de Progreso; los aneurismas tuvieron 100% de prevalencia para los dos sitios;
la alteracion de la arquitecura solo se presentd en el 5% de los peces en Sisal; las
alteraciones de plasma prevalecieron en el 45% de organismo de Sisal y en el 100%
de los de Progreso; los depdsitos aparecieron en el 40% de los peces de Sisal y el
67% de los de Progreso; la prevalencia para la necrosis fue del 45% en Sisal y 33%
en Progreso; el exudado se presentd en un 90% en Sisal y un 67% en Progreso;
por ultimo, la infiltracion; que junto con la necrosis son las alteraciones con factores
de importancia mas altos (=3, segun Bernet et al., 1999), se presento en el 17% de
los peces en Progreso.

El higado es el érgano metabdlico de mas importancia, los dafios encontrados en él
producen una importante perturbacion en su fisiologia (Javed et al., 2016), del
mismo modo por las biotransformaciones que realiza, es un 6rgano susceptible a

tumorigénesis (Wolf y Wheeler, 2018).

Las alteraciones en el plasma de los hepatocitos, principalmente la lipidosis, ha sido
observada en peces expuestos a plaguicidas y temperaturas bajas (Salazar-Lugo
et al., 2011), la lipidosis y la esteatosis pueden ser causadas por las demandas
metabdlicas del higado. Palacios et al. (2015) encontr6 los dos tipos de alteracidon
del plasma en sitios con cargas altas de materia organica, menciona que las
principales causas del almacenamiento de grasa en el higado son el exceso de
lipidos y nutrientes en la dieta de los peces, ademas de que en periodos de ayunos

los peces tienen a almacenar la energia de esta forma.
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Por otro lado, Costa et al. (2009) describe a la degeneracion de grasa (lipidosis y
esteatosis) como un tipo de falla en el metabolismo de los lipidos y la sintesis de
proteinas como consecuencia a la exposicion a contaminantes, por ejemplo,
pesticidas (Fanta et al. 2003; Xing et al., 2012), metales pesados (van Dyk et al.,
2007) y aguas residuales con altas cargas de nitrogeno y fosfato; ademas la
presencia de estas vacuolas podria ser un mecanismo del higado para reducir la

disponibilidad de contaminantes lipofilicos (Ruiz-Picos et al., 2012).

Las alteraciones en el plasma se presentaron en todos los organismos, lo que
significa que las condiciones ambientales son igual de adversas para machos y
hembras de los dos sitios; o puede ser que los F. grandissimus tienen un
metabolismo que provoca la acumulacion de lipidos en el higado. Por otro lado, la
degeneracion hidropica de los hepatocitos, la necrosis y los aneurismas en higado
han sido relacionados con la contaminacion por metales pesados (van Dyk et al.,
2007; Vasanthi et al., 2013). Ademas, la necrosis también es asociada con el estrés
oxidativo y la inhibicion del metabolismo de carbohidratos causados por la
exposicion a pesticidas, metales pesados y aguas residuales (Rautenberg et al.,
2015). La alteracién en la arquitectura de los hepatocitos solo se presentd una vez,
esta pudo ser consecuencia del alto grado de alteracion del plasma por

degeneracion hidrépica (Figura 39 c).

La hiperemia provoca un mayor flujo sanguineo que es el que permite la
biodetoxificacion de los hepatocitos, a su vez, una hiperemia severa puede provocar
hemorragias; estas alteraciones se presentan cuando el flujo sanguineo al higado
incrementa a causa de un posible dafio en el érgano (Bhuvaneshwari et al., 2015;
Javed et al., 2016). Rautenberg et al. (2015), observd una prevalencia mas alta de
hiperemia en temporada de secas; este tipo de alteracion se ha observado en
presencia de metales pesados y pesticidas (Bhuvaneshwari et al.,, 2015; Hadi y
Alwan, 2012; Maharajan et al., 2016).

El tipo de exudado presentado en los higados de F. grandissimus fueron granulos
de color amarillo-café por lo cual se considera que son restos de bilis que quedd
estancada, segun Fanta et al., (2003) y Hadi y Alwan, (2012) estas acumulaciones
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de bilis indicarian en posible dafio metabdlico. Esta afectacién fue mas prevalente
en el sitio de Sisal, lo que podria indicar que el estrés en ejercido en el sitio afecta
al metabolismo de F. grandissimus. Por otro lado, los depdsitos observados fueron
de sustancias de color marrén, estas pudieron ser acumulaciones de hierro o de
algun tipo de metal pesado, en particular la acumulacion de hierro se ha asociado
con la toxicidad por nitritos (Kroupova et al., 2005).

La infiltracion y la presencia de macrofagos por lo regular son respuestas a
patogenos, (Feist et al., 2015), por lo que estas afectaciones pudieron ser
provocadas por la alta presencia de cestodos en la cavidad celdmica y de
nematodos en higado y cavidad celomica. También se ha relacionado a los
melanomacrofagos con la desintoxicacion, reciclaje de sustancias endogenas vy
exogenas, y la presencia de parasitos especialmente trematodos y nematodos
(Camargo y Martinez, 2007; Cuevas et al., 2015), en este estudio se observaron
nematodos y cestodos en la cavidad celdmica, por lo que la presencia infiltracién en
los higados de F. grandissimus podria ser causada por los parasitos y/o la presencia
de contaminantes en el agua de las ciénagas de Sisal y Progreso. Con respecto a
las inclusiones eosinofilas, no se sabe que es exactamente lo que las causa, sin
embargo se cree que pueden contener material peptidico absorbido de células
degeneradas, ademas de tener una posible relacion con la cirrosis hepatica, tejido
muy dafado y exposicion a contaminantes organicos como hidrocarburos
aromaticos (HAP) y bifenilos policlorados (PCB) (Costa et al., 2009; Rautenberg et
al., 2015).

Todos los dafios observados en higado pueden tener multiples causas, entre ellas
las altas cargas de materia organica proveniente de descargas de aguas residuales
y la presencia de parasitos.

9.2.2.3 indices histopatolégicos

El indice histopatolégico de branquia tuvo una puntuacion minima de 7, se presenté
en un Fundulus grandissimus macho de Sisal; y una puntuacién maxima de 18,

perteneciente a un pez macho de Progreso. Progreso obtuvo un valor promedio de
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13.83 = 3.18 y Sisal una media de 10.35 + 4.13. Al separar la poblacion por sexo,
las hembras obtuvieron un IHpranquia promedio de 10.82 + 3.73 y los machos 11.77
2.06.

El indice histopatologico de higado alcanzoé un valor minimo de 3 en una hembra de
Sisal; el maximo de 11 se repitioé en tres organismos, un macho de Progreso, una
hembra y un macho de Sisal. Progreso presenté una media de 7.66 + 2.42 y Sisal
fue de 7.15 £ 2.3. Por sexo se obtuvo una media de 6.58 + 2.26 para hembras y
8.55 £ 1.81 para machos.

La obtencion del indice histopatologico total dio como resultado un valor minimo de
13 y un maximo de 29. La media de los valores obtenidos en Progreso fue 21.50 +
5.16 y la de Sisal fue 17.50 £ 3.12; por sexo la media fue de 17.41 + 3.39 para
hembras y 20.33 + 4.44 para machos. El valor minimo del IHtotai pertenece a dos

hembras de Sisal, el valor maximo fue para un macho de Progreso.

Para comparar los indices histopatoldgicos entre sitios, sexo y meses de muestreo
se realizd la prueba Kruskal-Wallis. El efecto por sitio muestra que el indice
histopatologico de branquia tiene una diferencia significativa de las medias entre
Sisal y Progreso (p<0.05). El indice histopatolégico de higado no muestra diferencia
entre sitios (p>0.05). El indice histopatologico total no presentd diferencia
significativa para el efecto de sitio (p>0.05), es decir, aunque las puntuaciones del
indice fueron mayores para Progreso que para Sisal, estadisticamente los dafos
histopatoldgicos en los F. grandissimus fueron similares entre los dos sitios (Figura
40).

En la comparacién por efecto sexo, el IHpranquia NO Mmostro diferencia entre machos y
hembras (p>0.05). El IHnigado manifesté una diferencia significativa (p<0.05) para el
efecto sexo, en donde se observa que los machos se vieron mas afectados que las
hembras. El indice histopatoldgico total no presentd diferencias entre machos vy
hembras (p>0.05) a pesar de que uno de los indices de érgano evaluado si las tuvo;
por lo que a nivel organismo no se manifesto un efecto por sexo (Figura 40).
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Tabla 13: Valores de p en la prueba Kruskal Wallis (KW-H), en los contrastes por sitio, sexo y

muestreo*sitio de los indices histopatoldgicos (IHbranquia, IHnigado Y IHTotar) y de salud (FDI 'y ISP).

**diferencia significativa

IHbranquia

IHhigado

N w IS o o ~ ® ©

POR POR POR
SITIOS SEXO SITIO*MUESTREO
IHBrRANQUIA 0.0096** 0.6585 0.0338**
IHHiGADO 0.5592 0.0222** 0.9476
IHToTAL 0.0812 0.1161 0.2882
FDI 0.0053** 0.2270 0.0333**
ISP 0.0589 0.6464 0.0604
a) b)
_I_ 18 —‘—
= DY =T
c) T T ap d)

Progreso

Sisal

Sitio
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Figura 40: Grdficas de caja y bigote de los contrastes de medianas de los indices histopatoldgicos. Contraste entre Progreso
y Sisal de a) indice histopatoldgico de branquia (IHpranquia) (p<0.05), c) indice histopatoldgico de higado (IHpigado) (p>0.05),
y e) indice histopatoldgico total(lHwta) (p>0.05). Contraste entre machos (M) y hembras (H) de b) indice histopatoldgico de
branquia (IHpranquia) (p>0.05), d)indice histopatoldgico de higado (IHhigado) (P<0.05) y f) indice histopatoldgico total(lH:ota)
(p>0.05).

Ademas, para el efecto muestreo entre los dos sitios IHpranquia fue significativamente
diferente (p<0.05). Los valores de Progreso en el mes de mayo fueron mas altos
que los valores de Sisal*mayo, Progreso*julio, Sisal*julio y Sisal*septiembre, en la
figura 41 a) se observa que Progreso*mayo es diferente de Sisal*mayo y Sisal*julio.
El efecto muestreo no fue significativo para los indices histopatolégicos de higado y
total (p>0.05) (Figura 41 b y c).
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Figura 41: Grdficas de caja y bigote de los contrastes de medianas de los indices por sitio*muestreo. Contraste de a) indice
histopatologico de branquia (IHpranquia)(p<0.05); b) indice histopatologico de higado (IHhigado)(p>0.05); c) indice
histopatologico total(IHtota) (p>0.05). Muestreos de Progreso en mayo (Pmayo) y julio (Pjulio); muestreos de Sisal en mayo

(Smayo), julio (Sjulio) y septiembre (Sseptiembre).

De acuerdo a los resultados obtenidos, en el indice histopatolégico de la branquia
(IHbranquia) NO se registré efecto del sexo de los peces, lo que indica que las presiones
exogenas y enddgenas son iguales para machos y hembras. En la comparacion de
los sitios, Progreso registré un IHuranquia mas alto. El contraste entre sitios por mes
de muestreo reafirmé que las branquias de los peces obtenidos en Progreso
sufrieron mayor dafo en los dos muestreos donde se encontraron peces, esto
indicaria que los xenobibticos presentes en el agua de Progreso ejercen mayor

presion en este érgano blanco.

Los altos niveles de IHpranquia €n Progreso se deben a que el 83% de los peces
presentaron necrosis, alteracion que es grave para el érgano y es causada por
multiples estresores, siendo los metales pesados los que se reportan como los mas
relacionados a esta afectacion (Hadi y Alwan, 2012; Lujic et al., 2013; Vasanthi et
al., 2013).

Otro dato interesante anteriormente mencionado, es que la presencia de
aneurismas se relaciona con mala calidad en el agua (Pereira et al., 2013; Xing et
al., 2012) y en Progreso presentd mas prevalencia, por lo cual también afecto al
resultado del indice.
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De los contaminantes evaluados, los que pudieron tener mas influencia en la
branquia son el nitrito, por las altas concentraciones en las que se encontro, valores
que sobrepasan los niveles de seguridad para ambientes acuaticos. Se ha reportado
que cuando los peces son expuestos a altas concentraciones y por tiempos
prolongados se acumula en sangre y branquias (Kroupova et al., 2005), dificulta el
transporte de oxigeno, causa la muerte celular a causa de hipoxia y por lo tanto

afecta la estructura de la branquia.

Ademas, el amoniaco ha sido relacionado con la destruccién del epitelio branquial;
la cual fue una alteracion que se presento en diferentes niveles de gravedad en todo
los F. grandissimus evaluados, y con la proliferacion de células epiteliales
(hiperplasia) (Oliveira y Fernandes, 2014), esta afectacion también tuvo un 100%
de prevalencia en los dos sitios estudiados. Salim et al. (2013) observo que al
exponer a peces Danio rerio a diferentes concentraciones de amoniaco las
branquias presentaron hipertrofia, hiperplasia, aneurismas entre otras alteraciones,
ademas, el indice de branquia tendia a incrementar con las concentraciones altas
de amoniaco. Por lo que podemos inferir que los dafios y los valores del IHpranquia
observados reflejan la contaminacion causada por amoniaco y otros compuestos
nitrogenados. Lo anterior muestra a Progreso como el sitio mas contaminado con
respecto a Sisal, ademas podemos decir que la branquia funciona como un buen
biomarcador de efectos primarios de contaminacion acuatica por compuestos
nitrogenados (Santos et al., 2014; Van der Oost et al., 2003).

Para el indice histopatologico de higado no registro efecto por sitio, ni temporada;
sin embargo, se observd que los machos presentaban IHhigado mas altos con
respecto a las hembras, esto podria implicar que los higados de los machos son
mas susceptibles al ambiente. Las alteraciones que se presentaron con mas
frecuencia en machos y que afectaron al indice histopatolégico son la necrosis
(55.5%), la infiltracion (11.1%), que tienen niveles altos de severidad (3 y 2
respectivamente); los depdsitos (66.6%), hiperemia (88.8%) y exudado (84.4%). En

el analisis histopatolégico se observaron acumulaciones de color marrén en la
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sangre de las venas en el 46.1% de los individuos, siendo los machos los que mas
presentaron este tipo de alteracion.

Por otro lado, la hiperemia y el exudado se pueden asociar al exceso de nitritos en
el agua, ya que al formar metahemoglobina, y en consecuencia causar hipoxia por
deficiencia del transporte de oxigeno, la circulacion sanguinea aumentaria para
poder compensar la falta de oxigenacion del 6rgano, como sefialan Aggergaard y
Jensen (2001) que sucede en los peces Oncorhynchus mykiss, los cuales
presentaron vasodilatacién inducida por nitritos, posiblemente por el efecto del oxido
nitrico (reducido a partir del NO2 en sangre). En el caso del exudado, se considera
que es exceso de bilis, esto tiene relacion con la desintoxicacion que realiza el
metabolismo de los peces, los cuales son capaces de reducir el nitrito a nitrato el
cual es excretado por medio de bilis u orina (Kroupova et al., 2005).

La infiltracion, la necrosis y las alteraciones del citoplasma podrian haber sido
ocasionadas por los parasitos encontrados en cavidad celémica, en particular los
nematodos, Pilla et al. (2014) menciona que la vacualizacion de los hepatocitos
puede ser el resultado de un desequilibrio en la tasa de sintesis y de liberacion de
sustancias en las ceélulas, causadas probablemente por los metabolitos y
secreciones del parasito, ademas observé dilatacion y congestion sanguinea de
sinusoides y melanomacrofagos con contenido de bilis. Olivero et al. (2013) también
observo infiltracion, esteatosis y necrosis en higados de Mugil incilis parasitados por
nematodos y trematodos, por lo que los helmintos que parasitaron a F. grandissimus
pudieron ser otra de las causas de las alteraciones observadas en la estructura del

tejido hepatico.

Otra posible razén de que los higados de machos estuvieran mas afectados es el
tamano de estos, ya que estadisticamente fueron mas pequefios (IHS, p<0.05) que
el de las hembras, por lo que se recomienda realizar estudios sobre la relacién que
guarda el IHS con el IHhigado, Y realizar otras investigaciones sobre el metabolismo
que permitan conocer si el IHS es determinante en la integridad del IHnigado-
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Los resultados estadisticos del indice histopatologico total mostraron que no tuvo
efecto sitio, sexo y sitio*muestreo. Segun el coeficiente de Spearman (Anexo V) el
IHwtal de los individuos de Progreso estuvo fuertemente relacionado con el IHpranquia
(0.94), el IHhnigado lo afectd un poco menos (0.81), por lo que podemos decir que la
salud, medida mediante histopatologia, de los individuos de Progreso fue
fuertemente determinada por los dafios en branquia. El coeficiente de Spearman en
Sisal (Anexo VII) mostré que el IHhigado fue el que mas afecto al resultado del IHiotal
(0.83), por lo cual podemos decir que las alteraciones en higado determinaron el
estado de salud, medido con histopatologia, de los F. grandissimus en Sisal. Por lo
que a pesar de que hubo efecto sitio y sitio*muestreo en el IHpranquia, €Ste efecto no
se refleja en el IHwta, del mismo modo a pesar de que el IHnigado tuvo efecto sexo
este no es observado en el IHwtal (Figura 42), estos resultados podrian significar que
a pesar que la integridad de la branquia y el higado esta siendo comprometida, el
dafio aun no es determinante para que el estatus la salud general de los individuos

de F. grandissimus sea diferente entre sexos y sitios.

Indices Histopatoldgicos

Pmayo
25

0

Ssep Pjulio

Sjulio Smayo

e |HTotal IHbranquia IHhigado

Figura 42: Grdfica radial de las puntuaciones obtenidas en cada sitio y muestreo. Sisal=Smayo, Sjulio, Ssep; Progreso=

Pmayo, Pjulio.

Ademas, los compuestos nitrogenados parecen tener efectos en la histopatologia

de los 6rganos, branquia e higado, y podria ser que los efectos aun sean respuestas
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primarias a la exposicidn, ya que solo se evaluaron dos 6rganos seria aconsejable
analizar otros d6rganos diana, para determinar si la salud del pez cambia por los

efectos sinérgicos.
9.2.3FDI

Al analizar la prevalencia de las enfermedades en los peces F. grandissimus, la
incidencia de los parasitos, cestodos y nematodos; tuvo una prevalencia del 100%.
Esto contribuy6 a que los parasitos tuvieran los factores de mayor peso especifico
(7 y 6.9 para cestodos y nematodos, respectivamente) con respecto al resto de los
padecimientos identificados y por lo tanto, representan el mayor riesgo para la salud

de la especie.

Las alteraciones que afectaron menos a los peces analizados fueron el dafo en
aletas y la ulceracion de piel, estas afecciones solo se presentaron en Sisal, al igual
que los trematodos en branquias (Tabla 14).

Por otro lado, en la prevalencia de enfermedades entre machos y hembras se
observo que la ulceracion en piel (5.8%), el dafio en aletas (5.8%) y la asimetria en
branquias (35.2%) afectd solo a hembras. La pigmentacion branquial fue mas
prevalente en hembras (35.2%) que en machos (22.2%). Los trematodos en
hembras estuvieron presentes en el 88.2% y en machos en el §5.5%, los cestodos
y los nematodos tuvieron el 100% de prevalencia en hembras y machos (Figura 43
y 44).

Los valores del FDI variaron de 13.9, puntaje obtenido por tres machos y dos
hembras de Progreso, a 40.1 que fue presentado en un macho de Sisal. El valor
medio de FDI en Sisal fue 27.05 y el de Progreso fue 16.86; por género las hembras

tuvieron una media de 25.7 y en los machos fue 22.81.
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Tabla 14: Prevalencia de enfermedades en Fundulus grandissimus en Sisal y Chicxulub.
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Figura 43: Prevalencia de enfermedades para hembras, ~ Figura 44: Presencia de pardsitos helmintos en el pez

machos de F. grandissimus.Trematodos (TRE), Fundulus grandissimus, por sitio y muestreo. Sisal=
nematodos (NEM), cestodos (CES), ulceracion en piel ~Smayo, Sjulio, Ssep; Progreso=Pmayo, Pjulio.

(ULC), dafio en aleta (DNA), asimetria branquial (ASB),

pigmentacion branquial (PGB).

Se compard el FDI por sitio, por sexo y por muestreo*sitio con la prueba no
paramétrica Kruskal-Wallis. En el efecto sitio fue visible una diferencia significativa
(p<0.05), donde Progreso presento los niveles de FDI mas bajos (Figura 45). En la
comparacion entre machos y hembras no se observo diferencia de las medias
(p>0.05), lo que indica que el sexo no fue determinante en el grado de enfermedad
de los peces. Por ultimo, en la comparacion por muestreo y sitio se observo que los
peces colectados en el mes de julio en Progreso fueron los mas sanos y se
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diferenciaron (p<0.05) de los peces colectados en Sisal durante los tres

analizados (Smayo, Sjulio, Sseptiembre).
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Figura 45: Grdficas de caja y bigote del contraste del FDI por a) sitio (p<0.05), b) sexo (p>0.05) y c) sitio*muestreo (p<0.05).

Machos (M); hembras (H); muestreos de Progreso en mayo (Pmayo) y julio (Pjulio); muestreos de Sisal en mayo (Smayo),

julio (Sjulio) y septiembre (Sseptiembre).

La prevalencia de las enfermedades fue fundamental para la descripcion del FDI,

porque el hecho de que un padecimiento este presente en la mayoria de los

individuos es sefal de que esa enfermedad esta incidiendo, y por lo tanto, afectando

mas a la poblacion. Por lo tanto, los porcentajes de prevalencia mayores fueron los

que determinaron el resultado del FDI (Figura 43 y 44).

La prevalencia de parasitos helmintos en F. grandissimus habia sido previamente

analizada para una poblacion de peces del 2014 (Mora-Dominguez et al., 2018), en

esa evaluacion encontraron nematodos (Glossocercus caribaensis) y cestodos
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(género Contracaecum) en el 100% de los individuos, estos datos muestran que las
prevalencias de nematodos y cestodos en F. grandissimus no han cambiado, lo cual
afirma que los helmintos son relevantes en la salud de estos peces, ya que son una

enfermedad que ha afectado antiguamente a la especie.

De acuerdo a los resultados del FDI, los peces de Sisal mostraron estar mas
enfermos que los de Progreso, esto se debid a que la poblacién Sisal presentd mas
enfermedades de las consideradas para el calculo del FDI, que la poblacion de
Progreso, estas fueron: trematodos, pigmentacion branquial, ulceracion en piel y
dafio en aletas.

Es posible que las condiciones de Sisal permitan el desarrollo del ciclo de vida 'y por
lo tanto la transmision de trematodos branquiales. Ademas, la pigmentacion
branquial podria ser influida por la presencia de los trematodos, ya que al igual que
estos parasitos solo se presentd en Sisal.

La ulceracién en piel pudo ser causada por una infeccion o un traumatismo, al igual
el dafio en aletas podria verse influenciado por una infeccion pero también ha sido
una enfermedad observada en ambientes con bajas concetraciones de nitratos (30
mg/L de N) en el pez Oncorhynchus mykiss (Davidson et al., 2014).

La ausencia de trematodos en Progreso podria indicar baja calidad del agua en el
sitio, ya que Huspeni et al. (2005) menciona que los aumentos de temperatura,
cambios de salinidad, pH extremos, contaminantes organicos y metales pesados,
pueden impedir la transmision de trematodos de vida libre (miracidos y cercarias),
ya que estos son susceptibles a estos tdéxicos ambientales. Por lo tanto,
ecosistemas que presenten calidad de agua deficientes, impiden la transmision de
trematodos al primer (molusco) y/o segundo (pez) hospedero.

La evaluacién del FDI en Fundulus grandissimus, realizada en el presente estudio
reporta por primera vez la parasitosis por trematodos en branquias, la asimetria
branquial y la pigmentacion branquial. Las prevalencias de las parasitosis por
cestodos y nematodos fueron previamente descritas por Mora-Dominguez et al.
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(2018); los dafios en aleta y la ulceracion en piel son enfermedades comunes en
peces y fueron descritas en el protocolo de Bucke et al., (1996) para la evaluacién
de peces Limanda limanda, especie base para la creacién del FDI. Por lo que es
necesario realizar evaluaciones constantes en los F. grandissimus y ajustes al FDI
para observar cualquier cambio en los factores que afectan la salud de los peces.
Lang y Wosniok (2008) sugieren que para un monitoreo exploratorio es necesario
conocer sobre enfermedades existentes en zonas cercanas a la que sera analizada,
para un mejor criterio en la evaluacién del FDI; para este estudio se tomaron como
base enfermedades de peces marinos del Golfo de México y otras enfermedades
comunes en peces (Austin y Newaj-Fyzul, 2017; Bucke et al., 1996; Kar, 2016; FAO,
2011; Leatherland et al., 2010; Rodger, 2010; Ward et al., 2017; Zorita y Cuevas,
2014). Las parasitosis por Glossocercus caribaensis y especies del género
Contracaecum se ha observado en otros peces de la region y de la familia Fundulus
(Méndez, 2013; Ortega- Olivares et al., 2013; Ortega-Olivares et al., 2014; Vidal et
al, 2002) y en aves (Vidal et al, 2002), lo que sugiere que estos parasitos son
relevantes para los peces de la zona. Para una descripcion detallada de las
enfermedades en F. grandissimus es necesario realizar estudios mas
especializados, en particular la descripcion de las parasitosis y los efectos en estos

peces.

De acuerdo a la informacion anterior, y a los resultados obtenidos en el presente
trabajo, se recomienda reconsiderar la participacion de los parasitos dentro del FDI,
debido a que, por un lado, aquellos organismos cuyo higado fue perforado por los
nematodos fueron los que presentaron los dafios histolégicos mas severos
(aneurismas; alteraciones del plasma como, lipidosis y esteatosis severas; exudado
como, centros de melanomacrofagos y granulomas), de la misma manera que los
organismos con trematodiasis en las branquias, presentaron con mas frecuencia
hipertrofia e hiperplasia. Sin embargo, los organismos cuya cavidad celémica
presentd una elevada prevalencia de parasitos, no necesariamente presentaron
dafios estructurales e histoloégicos en sus o6rganos. Ademas, como se menciond
anteriormente, los parasitos también son sensibles a la condiciones del ambiente

acuatico, por lo que la ausencia de trematodos en Progreso pudo haber sido a causa
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de los niveles hipoxicos del ambiente (4.09 + 3.1 mg/L OD), a la alta salinidad (40.81
+ 8.1). De la misma forma, en este sitio se registro el dafio mas grave (necrosis) en
branquias, lo que implica que el ambiente no solo afecté a la transmision de

trematodos sino también a la calidad estructutal del tejido branquial.
9.2.4 indice de Salud de Fundulus grandissimus (ISP).

El valor maximo observado del ISP fue para un macho de Sisal (56.50) y el valor
minimo fue para un hembra de Progreso (27.90). Por sitio Progreso presentd una
media de 38.36 y Sisal 44.55; comparando por género los machos tuvieron una
media de 43.14 y las hembras 43.11.

Para comparar por sitio, por género y por sitio*mes de muestreo, se realizé una
prueba de Kruskal-Wallis. Como resultado del contraste entre Sisal y Progreso, se
observo que el primero poseyo los puntajes mas altos del ISP, sin embargo, la
prueba estadistica no muestra una diferencia significativa (p>0.05) entre sus datos.
Al efectuar el analisis entre los géneros, los valores medios del ISP entre machos y
hembras son muy similares (p>0.05), por lo que se descarta que el sexo implique
un efecto para la salud o la enfermedad medida por el ISP de los Fundulus

grandissimus.

En la comparacién de sitio*muestreo se observo que el muestreo de Progreso en
julio, el ISP obtuvo las puntuaciones mas bajas. Ademas, en Sisal el muestreo de
septiembre fue ligeramente diferente con julio. Estos resultados mostrarian que los
peces mas sanos fueron los del muestreo de julio en Progreso y que a pesar que
hay diferencia en la salud de la especie entre mayo y julio en este sitio,
estadisticamente la mediana no es contrastante (p>0.05). Asimismo, en Sisal los
organismos de F. grandissimus de septiembre mostraron una ligera disminucién en
los valores del indice de salud (ISP), lo que sugiere una mejor condicién de salud,
con respecto a los organismos evaluados en mayo y julio del mismo sitio. Si se
compara el ISP del mismo mes en los dos sitios, en mayo y julio no existieron

diferencias significativas en ambos sitios (p>0.05). El mes de septiembre no se
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puede contrastar entre los sitios debido a que en Progreso no fue posible la captura
de organismos (Figura 46).
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Figura 46: Grdficas de caja y bigote del contraste por a) sitio (p>0.05), b) sexo (p>0.05) y c) sitio*muestreo (p>0.05) del
indice de salud de peces (ISP). Machos (M); hembras (H); muestreos de Progreso en mayo (Pmayo) y julio (Pjulio); muestreos

de Sisal en mayo (Smayo), julio (Sjulio) y septiembre (Sseptiembre).

Por ultimo, se observé en que tipo de salud caia el ISP de cada organismo
estudiado, en Sisal dos machos y dos hembras se encontraron en el rango de salud
aceptable y los dieciséis peces restantes estuvieron en el rango de buena salud. En
Progreso una hembra estuvo dentro del nivel aceptable y los otros cinco ejemplares
entraron en la clasificacion de buena salud (Figura 47 a). Si se comparan los
estados de salud (ISP) entre sitios por el porcentaje que los peces representaron,
se observa que los peces en estado de salud bueno fueron el 80% del total en Sisal
y el 83.33% en Progreso, mientras que los peces con salud aceptable representaron
el 20% del total en Sisal y el 16.66% del total en Progreso (Figura 47 b), por lo que
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se puede inferir que el ISP de los F. grandissimus en los sitios Sisal y Progreso se
encuentran en un estado de salud similar. Por sexo se observa que el porcentaje de
machos dentro de salud buena fue del 77.7%, el 33.3% fue aceptable; las hembras
estuvieron en su mayoria dentro de la categoria de buena salud (82.3%), y el 17.6%
en salud aceptable (Figura 47c), estos datos podrian indicar que las condiciones de
salud entre hembras y machos son similares. Por ultimo, en sitio*muestreo se
observa que todos los peces de septiembre en Sisal y julio en Progreso presentaron
buen estado de salud (Figura 47d).

Las comparaciones del ISP no mostraron diferencias entre las poblaciones, Sisal y
Progreso, por sitio, por sexo o por muestreo, por lo que mostro el coeficiente de
Spearman (Anexo VII), el ISP de Sisal fue mas afectado por el analisis de
enfermedades (FDI) con una relacion de 0.85, mientras el IHtta NO tuvo influencia
(0.18); mientras que el ISP de Progreso no se relaciono significativamente con el
FDI (0.65) y el IHtwta (0.42). Es posible que el ISP se neutralizara por las respuestas
del FDI (donde Sisal muestra tener poblaciones mas enfermas) por los valores no
estadisticamente diferentes obtenidos del |Hiwta. LOS resultados finales muestran
que el estado de salud de los peces, medido por ISP, entre las poblaciones de Sisal
y Progreso son muy similares, entrando en la categoria de bueno a aceptable, lo
que significaria que las condiciones de las ciénagas tienen condiciones que
permiten un desarrollo aceptable de los F. grandissimus. A pesar de estos
resultados es importante considerar el tamafo de la muestra en cada sitio ya que
en Progreso la cantidad de organismos colectados fue visiblemente menor (6) que
en Sisal (20); por lo tanto, se sugiere complementar la evaluacion del ISP con la de
la densidad de peces colectados.

El ISP es una integracion de dos indices (IHwtal ¥ FDI) que miden la salud de los
peces de diferentes maneras; el |Hwt lo hace a través de las sumas de las
condiciones histopatologicas de dos o mas érganos evaluados, al analizarse mas
organos el indice puede mostrar resultados diferentes; en FDI analiza
enfermedades externas o macroscoépicas; por lo que el analisis de este indice (ISP)
es una base para estudios de este tipo en la regién. Ademas, el biomonitoreo en

100



especies de la region es relevante debido a que el hay un constante crecimiento de
la poblacion y la infraestructura turistica en la costa norte de Yucatan lo que
implicara que los humedales costeros recibiran mas presion, ejercida por las
descargas de aguas residuales y otros contaminantes (Garcia de Fuentes et al.,
2011).
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Figura 47: Grdficas del estado de ISP de los peces Fundulus grandissimus en Sisal y Progreso. a) Numero de peces por sitio y el
estado de salud (ISP) en el que se encontraron. b) Porcentaje de peces por sitio y el estado de salud (ISP) en el que se
encontraron. c) Porcentaje de machos y hembras y estado de salud ISP en el que se encontraron. d) Porcentaje de peces por

sitio*muestreo y estado de salud ISP.
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9.3 Comparacion de Variables Ambientales e indices

Debido a la escases de los peces en Progreso, no fue posible el analisis de
regresion de los indices (IHtotal, FDI, ISP) con las variables ambientales. Los indices,
de salud (ISP), de enfermedad (FDI) y el indice histopatoldgico total (IHtota) de Sisal
se relacionaron con las variables ambientales: temperatura del agua (°C), salinidad,
saturacidon de O, (%); oxigeno disuelto (mg/L), pH, profundidad del agua (cm); los
compuestos nitrogenados: ion amonio (NH4 (pg/L)), amoniaco (NH3 (ug/L)), el nitrito
(NO2 (pg/L)), el nitrato (NO3 (ug/L)); y con la relacién carbono-nitrogeno (Corg’/N”).

Los resultados de la rutina DISTLM de los indices de histopatologia (IHtotal) y salud
(FDI e ISP) se muestran en las tablas 15-20. En el caso del indice histopatologico
total, la prueba marginal muestra cuanto influyen individualmente las variables en el
estado histopatoldgico del pez Fundulus grandissimus. Por si solo, el amoniaco
explicaria el 20.5% del IHta, la temperatura el 15.67%, el pH un 17.8%, el OD
11.4%, la salinidad el 20.3% y la profundidad 11.1%, siendo todas estadisticamente
significantes (p<0.05) para los niveles del IHwta encontrados en la ciénaga de Sisal
(Tabla 15). La prueba secuencial del modelo DISTLM muestra el efecto conjunto de
las variables ambientales sobre el IHwta (Tabla 16); en conjunto las variables que
explican mas la variacion del |Hitar SON el amoniaco con un 21.4% vy el oxigeno
disuelto con un 16.25% (p<0.05), en total las variables explicarian el 41.23%
(R?=0.4123) de los resultados obtenidos en el IHita de los F. grandissimus de Sisal.

Tabla 15: Prueba marginal de la rutina (DISTLM) del IH:ct. contra las variables ambientales. Las variables
significativas estan resaltadas en negritas.

Variable SS Pseudo-F P Prop.
(trace)

NH, (ug/L) | 0.1257 0.9383 0.353 0.0240

NHs (ug/L) |  1.0701 9.8063 0.004 0.2051

NO; (ug/L) |  0.0100 0.0736 0.784 0.0019

NO; (ug/L) |  0.3493 2.7269 0.104 0.0669

Temperatura (°C) 0.8178 7.0650 0.011 0.1567

PH 0.9302 8.2460 0.003 0.1783

OD (mg/L) 0.5955 4.8969 0.032 0.1141

Salinidad 1.0620 9.7126 0.005 0.2035

Profundidad (cm) 0.5832 4.7834 0.032 0.1118

Corg/N’ 0.1669 1.2564 0.284 0.0320
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Tabla 16: Prueba secuencial del modelo de regresion multiple (DISTLM) del IHwtai con las variables
ambientales. R?=0.41236. Las variables significativas en negritas

Variable SS (trace) Pseudo-F P Prop.
NH4 (ug/L 0.1257 0.9383 0.343 0.0240

NH; (ug/L) 1.1208 10.445 0.007 0.2148

NO: (ug/L) 0.0008 0.0075 0.93 0.0001

NO3 (ug/L) 0.0385 0.3433 0.585 0.0073
Temperatura (°C) 0.0080 0.0694 0.777 0.0015
pH 0.0045 0.0379 0.854 0.00086

OD (mg/L) 0.8481 8.8404 0.004 0.1625
Salinidad 0.0002 0.0029 0.954 5.64E-05
Profundidad (cm) 0.0042 0.0414 0.872 0.00081
Corg/N’ 1.70E-05 0.00016 0.99 3.26E-06

Para el caso del indice de enfermedad FDI la prueba marginal muestra que, de
manera individual, el amoénico explica el 34.3% del estado de salud de F.
grandissimus representado en el FDI, el nitrito el 17.6%, la temperatura un 26.2%,
el pH 15.9%, el oxigeno disuelto 14.6%, la salinidad 12.82%, y la profundidad de la
ciénaga el 26% (Tabla 17). En conjunto, el amoniaco es la variable que aporta mas
a la variacién del FDI con un 34.6%, seguida del oxigeno disuelto con 5.5%,
profundidad 2.7% y salinidad con 1.5%, aunque la unica variable significativa fue el
amoniaco (p<0.05) (Tabla 18). EI R*2 del analisis multiple fue de 0.45551, lo que
indica que las variables evaluadas simultaneamente explicarian el 45.5% del FDI
presentado por los F. grandissimus de Sisal.

Tabla 17: Prueba marginal de la rutina (DISTLM) del FDI contra las variables ambientales. Las variables
significativas estan resaltadas en negritas.

Variable SS (trace) Pseudo-F P Prop.
NH, (ug/L) 0.0095 0.0191 0.892 0.0005

NH; (ug/L) 6.5129 19.839 0.001 0.343

NO: (ug/L) 0.1240 0.2498 0.614 0.0065

NO; (ug/L) 3.3521 8.1465 0.008 0.1765
Temperatura (°C) 4.9861 13.532 0.001 0.2625
PH 3.0231 7.195 0.016 0.1592

OD (mg/L) 2.7737 6.5003 0.01 0.1460
Salinidad 2.4346 5.5888 0.018 0.1282
Profundidad (cm) 4.9397 13.362 0.001 0.2601
Corg’/N’ 0.8016 1.675 0.197 0.04221
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Tabla 18: Prueba secuencial del modelo de regresion mdltiple del FDI con las variables ambientales.

R*2=0.45551. Las variables significativas resaltadas en negritas.

Variable SS (trace) Pseudo-F P Prop.

NH. (ug/L) 0.0095 0.0191 0.892 0.0005

NH; (ug/L) 6.5699 19.59 0.002 0.346

NO; (ug/L) 0.0653 0.1905 0.666 0.0034

NO; (ug/L) 0.0259 0.0737 0.803 0.0013

Temperatura (°C) 0.0192 0.0532 0.833 0.0010

pH 0.0841 0.2274 0.639 0.0044

OD (mg/L) 1.0486 3.0052 0.088 0.0552

Salinidad 0.3015 0.8604 0.347 0.0158

Profundidad (cm) 0.5244 1.5218 0.24 0.0276
Corg/N’ 0.0004 0.0013 0.978 2.45E-05

Por ultimo, segun la prueba individual, las variables ambientales que mas influyeron

significativamente (p<0.05) en el ISP (indice que incorpora la histopatologia total y

el FDI) fueron el amoniaco con el 22.4%, los nitritos con el 12.8%, la temperatura

con el 16.5% y la profundidad con el 19.9% (Tabla 19). En la prueba secuencial

podemos observar que el amoniaco es el que aporta significativamente (p<0.05) la

mayor proporcion de explicacion, con un 22.2% y esta es estadisticamente

significativa (p<0.05) (Tabla 20). Al final, todas las variables explican el 31.1%
(R*2=0.31164) del estado de salud evaluado con el ISP.

Tabla 19: Prueba marginal de la rutina (DISTLM) del ISP contra las variables ambientales. RA2= 0.31164.

Variable SS (trace) Pseudo- P Prop.

F
NH, (ug/L) | 0.0151 0.0707 0.793 0.00185
NH; (ug/L) 1.8356 11.004 0.004 0.22455
NO; (ug/L) | 0.0199 0.0931 0.781 0.00244
NO; (ug/L) 1.0482 5.5894 0.029 0.12823
Temperatura (°C) 1.3522 7.5319 0.009 0.16542
pH 0.5964 2.9906 0.086 0.07295
OD (mg/L) | 0.6573 3.323 0.093 0.08041
Salinidad 0.3228 1.5625 0.199 0.03949
Profundidad (cm) 1.6311 9.4721 0.005 0.19953
Corg’/N’ 0.2344 1.1218 0.287 0.02867
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Tabla 20: Prueba secuencial del modelo de regresion mdltiple (DISTLM) del ISP con las variables
ambientales. R*2=0.31164.

Variable SS (trace) Pseudo-F P Prop.
NH, (ug/L) 0.0151 0.0707 0.803 0.0018
NH; (ug/L) 1.8219 10.637 0.004 0.2228
NO; (ug/L) 0.0116 0.0660 0.819 0.0014
NOs (ug/L) |  5.09E-05 0.0002 0.982 6.22E-06
Temperatura (°C) 0.0163 0.0881 0.786 0.0020
pH 0.0342 0.1799 0.692 0.0041
OD (mg/L) 0.0563 0.2901 0.578 0.0068
Salinidad 0.2034 1.0483 0.344 0.0248
Profundidad (cm) 0.3880 2.0688 0.149 0.0474
Corg/N’ 0.0003 0.0019 0.962 4.63E-05

Las tres pruebas marginales muestran que diversas variables influyeron
(temperatura, pH, OD, salinidad y profundidad principalmente) en los indices.
Cuando se realiza la prueba secuencial, es decir, la prueba de todas las variables
contra cada indice, solo el amoniaco fue significativo en las correlaciones; esto
podra ser porque las otras variables medidas son las que influencian sobre las
concentraciones de amoniaco y esa relacion se ve reflejada en la vinculacion

individual.

La relacién del indice histopatoldgico total con las variables ambientales sefala que
el amoniaco y el oxigeno disuelto son determinantes para la integridad
histopatoldgica de las branquias y el higado. El oxigeno disuelto estuvo presente en
concentraciones de 2.2 a 11.3 mg/L, las concentraciones debajo de los 3 mg/L son
perjudiciales para los peces, estos bajos niveles probablemente provocaron que el
flujo de sangre aumentara para mejorar el intercambio gaseoso (oxigenacion), tal
vez esta fue una de las causas por las que se observaron alteraciones circulatorias
en higado y branquia de los Fundulus grandissimus. Camargo y Alonso (2006)
mencionan que la disminucion de OD puede provocar mas susceptibilidad al
amoniaco y ser mas toxico para los peces, por lo que el OD y el NH3 pudieron tener
un efecto sinérgico y aumentar las alteraciones en branquia e higado de F.

grandissimus.
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En general, el amoniaco mostro tener relacion con los tres indices IHiwtal, FDI y ISP,
ademas las concentraciones cuantificadas (19.48 a 56.23 pg/L de NHz -N)
sobrepasaron los limites establecidos para la proteccién de la vida marina. Este
compuesto nitrogenado ha sido reportado como un téxico importante en peces ya
que al ser un compuesto no ionizado puede difundirse facilmente por las
membranas epiteliales llegando a afectar al sistema nerviosos central (Wang et al.,
2015). Ademas, altos niveles de amonio en el ambiente conllevan a un aumento del
amonio en la sangre de los peces, y por lo tanto cuando las branquias tratan de
realizar el intercambio de Na* a NH4", la difusion de NH3 hacia el agua es disminuida
(Kaushik, 2000).

En la relacion con el IHwta se sabe que concentraciones altas de NHs; dafian
estructuras branquiales y provocan desprendimiento del epitelio branquial,
aneurismas, hipertrofia e hiperplasia (Oliveira y Fernandes, 2014; Salim et al.,
2013). Ademas, el higado, es el érgano encargado de la desintoxicacion, el exceso
de amoniaco en la sangre de los peces llega al higado en donde es sintetizado y
eliminado, pero también puede ser acumulado por lo que alteraciones como los
depdsitos o el exudado podrian estar relacionados con esto. El amoniaco también
puede causar disrupcion en los vasos sanguineos y la osmorregulacion de estos
organos (Camargo y Alonso, 2006) por lo que las alteraciones circulatorias, como
los aneurismas, las hemorragias, hiperemia podrian tener como causal el exceso

de amoniaco.

En la relacién con el FDI, se cree que el amoniaco causa represion del sistema
inmune y esto facilita la presencia de enfermedades parasitarias y bacterianas
(Alves y Oliveira, 2014; Camargo y Alonso, 2006), como los trematodos branquiales,
los nematodos y cestodos en cavidad celémica observados en F. grandissimus. De
igual forma la ulceracién en piel, la asimetria branquial y la pigmentacién branquial
pudieron ser provocadas por bacterias (Austin y Newaj-Fyzul, 2017; Mitchell y
Rodger, 2011). También la pigmentacion braquial y la asimetria branquial podrian
haber sido graves aneurismas y fusion de lamelas, que fueron observados a simple

vista y estas alteraciones son producidas por las altas concentraciones de NHs.
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Por ultimo, el ISP conjuntd las alteraciones observadas en histopatologia y las
enfermedades descritas en el FDI, como estas tuvieron relacion con las altas

concentraciones de amoniaco, el ISP también mostrd una alta relacién (p<0.05)

De los demas contaminantes evaluados, los niveles de nitrito se presentaron fuera
del criterio para la vida acuatica marina (DOF, 1989). De acuerdo con Costa et al.
(2008) la concentracion letal media en Trachinotus marginatus es de 37550 a
116680 ug/L de NO2 -N a diferentes salinidades (5 a 30) y menciona diversos
estudios donde se han observado tolerancias de 31000 a 36000 ug de NO2 en peces
de marinos; ademas, menciona que las concentraciones de cloruro en aguas salinas
provocan una reduccion en la asimilacion de NO2 a la branquia e intestino de los
peces. En el presente estudio, los F. grandissimus estuvieron expuestos a
concentraciones de 14.83 a 87.9 ug/L de NO2-N, lo que implicaria que las
concentraciones de nitritos no afectan a los peces, y aunque la tolerancia en cada
especie es diferente, estas concentraciones no representaron gravedad en F.
grandissimus, y esto se confirma en la vinculacion con los indices (IHtotal, FDI e
ISP), ya que no hubo una correlacién individual significativa (p>0.05) en la prueba

marginal, ni en conjunto en la prueba secuencial para cualquier indice.

Segun el criterio, la mayoria de las concentraciones de nitratos sobrepasaron el
limite aceptado para la vida marina (41.5-92.11 ug NOs-N), en la prueba marginal el
NO3 es relacionado con el FDI y el ISP (p<0.05), por lo que es posible que las
concentraciones de NO3 provocaran algunas afecciones en los peces, Davidson et
al. (2014) reportd que a concentraciones iguales o menores a 30000 ug NO3-N los
peces Oncorhynchus mykiss presentaban erosion en la aleta caudal, la cual fue una
de las enfermedades observadas en F. grandissimus aunque en baja prevalencia.
Al final, la prueba secuencial no muestra que la relacion sea significativa, esto se
puede explicar por la poca prevalencia de la erosion en aletas y ademas porque la
molécula es poco permeable en branquia y por lo tanto es menos toxica que otros
compuestos nitrogenados, especialmente en aguas saladas (Camargo et al., 2005).
De acuerdo a estos resultados es probable que el compuesto nitrogenado al que es
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mas susceptible el pez Fundulus grandissimus, es al amoniaco presente en el

ambiente acuatico.

10. CONCLUSIONES

¢ La calidad del agua, segun el criterio para la vida acuatica costera CE- CCA-
001/89, de las ciénagas Sisal, Progreso y Chicxulub en los meses de abril,
mayo, julio y septiembre de 2018 fue de regular a mala.

¢ Las enfermedades de la sardinilla gigante de la ciénaga Sisal fueron: a)
Ulceraciones en piel, b) Dafio en aletas, c) Asimetria branquial, d)
Pigmentacion branquia, e) Parasitosis por nematodos en cavidad celdmica,
f) Parasitosis por cestodos en cavidad celédmica, g) Parasitosis por
trematodos en branquias. Para los organismos de Progreso fueron: a)
Asimetria branquial, b) Parasitosis por nematodos en cavidad celémica, c)
Parasitosis por cestodos en cavidad celémica,

¢ Las alteraciones histopatoldgicas en las branquias de los peces de Sisal y
Progreso, fueron aneurismas, desprendimiento del epitelio respiratorio,
necrosis, exudado (mucosidad), hipertrofia e hiperplasia que causaron fusion
lamelar.

¢ Las alteraciones histopatologicas en higado de los peces de Sisal y Progreso,
fueron hemorragia, hiperemia, aneurismas, alteraciones en la arquitectura-
estructura celular, alteraciones en el plasma de los hepatocitos (lipidosis,
esteatosis, degeneracion hialina), depdsitos, necrosis, infiltracion y exudado.

¢ El IHbranquia de los F. grandissimus en Sisal fue de 7 a 16, en los organismos
de Progreso fue de 10 a 18 y entre estos sitios son estadisticamente
diferentes (p<0.05). El IHnigado para Sisal fue de 3 a 11, el de Progreso fue de
4 a 11 y no mostraron diferencia estadistica (p>0.05). El |Hita fue de Sisal
fue de 13 a 24, el de Progreso de 14 a 29; sin embargo, no tuvieron
diferencias significativas (p>0.05). Por lo que concluimos que el érgano que
es mas susceptible a las variaciones ambientales es la branquia.

¢ La prevalencia de las enfermedades fue 100% para parasitosis por cestodos
y nematodos, 76.9% para parasitosis por trematodos, 30.7% para
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pigmentacion branquial, y 3.8% para ulceracion de piel y dafio en aletas. Las
enfermedades que mas afectan al estado de salud, medido por FDI, fueron
las parasitosis.

¢ La relacion con las variables ambientales medidas, con los indices de Sisal
(IHttal, FDI, ISP), mostraron que el amoniaco es el compuesto nitrogenado
mas relacionado con los indicadores de estado de salud del pez Fundulus
grandissimus.

¢ La ausencia de sardinilla gigante en Chicxulub pudo deberse a las
condiciones ambientales extremas que se registraron durante el estudio:
bajos los niveles de oxigeno disuelto (0.45 a 4.3 mg/L), altas temperaturas
(hasta 38.3°C) y la hipersalinidad (46.8 a 260 ppm).

¢ El estado de salud, medido por ISP, de los Fundulus grandissimus de las
ciénagas de Sisal y Progreso fue de bueno a aceptable.

¢ El estado de las ciénagas de Sisal y Progreso, medido por ISP de F.

grandissimus, es aceptable.
SUGERENCIAS

¢ Se propone analizar el efecto de las condiciones ambientales sobre los
parasitos, especialmente los trematodos, ya que las bajas incidencias en
peces no necesariamente indican un mejor estado de salud de los peces,
sino que el parasito es afectado por las condiciones ambientales (ej. alta
salinidad, hipoxia.

¢ Se sugiere el estudio de los F. grandissimus a otros niveles, como los
reproductivos y de crecimiento; ademas del biomonitoreo constante de salud.

¢ Se recomienda realizar estudios sobre la relacion que guarda el IHS con el
IHhigado, Y realizar otras investigaciones sobre el metabolismo que permitan
conocer si el IHS es determinante en la integridad del higado, y por lo tanto
este modique los valores de los indices histopatologicos. También sobre la
relacion de los otros indices morfomeétricos (K) y organosomaticos (IGS, IHS)

con los indices de salud FDI y ISP.
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¢ Se sugiere la evaluacidn del ISP en otras especies de peces pertenecientes
a los mismos sitios, con el fin de validar el indice obtenido en esta
investigacion y mejorar la estandarizacion del mismo.

¢ Se recomienda la evaluacion de otros xenobiéticos en agua y sedimentos de
los humedales en estudio, como plaguicidas, metales pesados e
hidrocarburos, ya que a causa de las actividades econémicas que se realizan
en es Yucatan, los peces de F. grandissimus pudieran también estar

expuestos a ellos, e influir en su condicién de salud.
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12. ANEXOS

Anexo I: Preparacion de soluciones

Solucioén fijadora Davidson para peces

Fijador utilizado en material vertebrado e invertebrado, recomendado para peces.
Debido a que contiene formol y etanol la fijacion es profunda y rapida, ademas su
contenido de acido acético ayuda a la descalcificacion. Los tejidos deben
permanecer en la solucion de12 horas a 48 horas maximo y después transferirse a
alcohol 70%, para evitar que se endurezcan demasiado (Mumford et al, 2007).

Etanol 95% (CH3CH20H) 300 mi
Acido acético glacial (C2H4O2/ CH3COOH) 100 ml
Formol 37% (HCHO) 200 ml
Agua desionizada 300 ml

Disolver los reactivos en el orden mostrado. Almacenar en botella de vidrio o plastico

a temperatura ambiente.
Evitar el contacto con la piel y ojos. En caso de accidente lavar con abundante agua.
Solucion fisiolégica para peces

Solucion salina con iones y cloruro de sodio a concentracion aproximadamente

isosmotica al medio interno de peces, es empleada en la diseccion (Zuiiga, 2015).

Cloruro de sodio (NaCl) 11.688 g
Cloruro de magnesio (MgCly) 0.3727 g
Cloruro de potasio (KCI) 0.5549 g
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Cloruro de calcio (CaCl) 0.4760 g

Acido bérico (H3BO3) 0.3586 g

Agua desionizada aforoa1L
NaOH 1M o HCI 1M para ajuste de pH (gotas)

En 800 ml de agua desionizada disolver en orden los primeros 5 reactivos, ajustar
pH a 7.4 y aforar a 1L. Almacenar en botellas de vidrio o plastico y refrigerar de 5 a
8°C

Solucion descalcificante EDTA 14%

Es una solucion quelante, que secuestra iones de calcio. Se usa en solucion acuosa
o tamponada de 10-14%. La descalcificacién con EDTA 10% es lenta y causa poco
dafio al tejido. Para acelerar el proceso, la agitacion y el calentamiento son
recomendables (Varadarajan, 2010, Rolls, 2018).

Sal disédica EDTA (C10H14N20sNa2*2H-0) 100 g
Agua destilada aforo a 1L
Hidréxido de sodio (NaOH) Ajuste apH 7

En 800 ml de agua destilada disolver el EDTA, medir pH y agregar NaOH poco a
poco hasta que llegue pH 7, la solucidon comenzara a cambiar de color hasta
volverse transparente cuando se acerque al pH indicado, aforar a 1L y verificar pH.

Almacenar a temperatura ambiente en frasco de vidrio o plastico.
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ANEXO Il: Hoja de datos para examen de peces.

Localidad: Fecha: Nombre del observador:
Especie: Clave: Sexo: (M) (H)
Morfometria Peso total (g): Longuitud total (cm): | Peso higado | Peso gonada
(9): (9):
Piel Ulceras: 1) curada  2) en | Descamacion: %:
proceso
3) abierta
Hemorragias: %: Nodulos: Histologia:
(Si) (No)
Pigmentacion: Y%: Necrosis: %
Despigmentacion: Y%: Parasitos: Tipo:
g #:
]
% Aletas Atrofia: Necrosis:
()
c ajanal Deshilachamiento: % Parasitos:
o b)caudal Tipo:
c)dorsal —— o N
g d)pectoral Erosion: % #:
L|>j OjOS Exoftalmia: Perdidad del globo ocular:
1) un ojo
2) dos ojos Hemorragia: Parasitos:
Tipo:
Opacidad: #:
Boca Defome: Necrosis: | Parasitos:
Hemorragia: % | % Tipo:
#:
Branquias Asimetria: % Necrosis:
Mucosidad:
o Pigmentacion: Parasitos:
< Color: Tipo:
2 %: #:
= Cavidad Inflamacion: Nodulos:  Histologia: (Si) (No)
c celomica
) a)higado Hemorragia: Parasitos: Parte asociada:
g b) intestino Tipo:
¢ c)corazon #:
w d)mesenterio Abcesos:
Color del higado:
Fotografias
Claves:
Observaciones
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ANEXO Ill: Tren de deshidratacion para inclusion y tren de tincion.

Figura 48: Tren de deshidratacion para procesamiento de tejidos a inlcuir en parafina.

Alcohol 70% Alcohol 90% Alcohol 96% (1) Alcohol 96% (2)
30 min minimo 30 min 30 min 30 min

Alcohol 100% Alcohol 100% Alcohol 100% Xilol (1)

(1) 30 min (2) 30 min (3) 30 min 35 min

Xilol (2) Parafina (1) Parafina (2) Parafina (3)

35 min 30 min 30 min 30 min

Figura 49: Tren de tincion por el método Hematoxilina de Harris- Eosina amarillenta.

Alcohol 100% Alcohol 100% Alcohol 90%

5 min 5 min 30 toques

Hematoxilina de
Harris

10 toques
30 toques 30 toques q 8 min 3 toques

Alcohol 80% Alcohol 70% Agua corriente Agua corriente

Agua corriente Alcohol acido Agua corriente Agua amoniacal Agua corriente

3 toques 1 toque rapido 10 toques 15 toques 10 toques

Eosina Agua corriente Alcohol 70% Alcohol 80% Alcohol 90%
alcoholica 10

min 10 toques 10 toques 10 toques 10 toques

Alcohol 100% Xilol Xilol
10 toques 10 min 10 min
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ANEXO IV: Tipos de reaccion patron y sus alteraciones segun Bernet (1999).

rp2: Cambios

Reaccién patron Alteracion Descripcion
Hemorragia Pérdida de sangre de los vasos sanguineos
. . Congestion de sangre en un érgano causado por venas
s . Hiperemia ) -
rp1: Disturbios 0 bien por procesos arteriales
circulatorios Aneurisma Dilataciones de sangre arterial
Edema Fluido tisular estanf;ado que se ha filtrado de los
capilares al tejido.
Alteraciones

arquitectonicas y
estructurales

Cambios en la estructura del tejido asi como en la forma
y arreglo de las células

Alteraciones de plasma

Cambios en el plasma celular causado por gotas
hialinas (degeneracion granular), gotas coloidales
(degeneracion coloidal), vacuolizacién de grasa o gotas
de glucégeno hidréfobo (degeneracion de glucégeno),
degeneracion calcarea y engrosamiento de finas fibras
de tejido conectivo (degeneracion hialina)

regresivos

Depdsitos

Acumulacién intercelular de sustancias causado
principalmente por procesos degenerativos

Alteraciones nucleares

Cambios en la forma y estructura nuclear en la
cromatina (ej. cariopsicosis y cariorrexis)

Reduccion en numero y volumen de células y/o en la

rp4:Inflamacion

Atrofia . L
cantidad de sustancias intercelulares
Estado morfolégico de una célula o un tejido que
Necrosis aparece después de una perdida irrevocable de la
funcion celular
. . Aumento del volumen celular o tejido sin incrementar el
. Hipertrofia . .
rp3:Cambios numero de células
progresivos . . Aumento de tamafio del tejido u érgano debido a que
Hiperplasia . .,
sus células han aumentado en nimero
Fluido con una alta concentracién de proteina y gran
Exudado cantidad de restos celulares que se exudan de la sangre

y los vasos linfaticos

Activacion del sistema
reticuloendotelial (SRE)

Hipertrofia del SRE que consiste en células endoteliales
y macrofagos que recubren pequefios vasos
sanguineos e infiltran el tejido circundante

Leucocitos que penetran en las paredes de los vasos

Infiltracion sanguineos e infiltran el tejido circundante.
Células diferenciadas que reemplazan o desplazan el
Benigno tejido original, estas células tumorales se parecen a las
rpb: Tumor células del tejido normal
(neoplasma) Células mal diferenciadas que se multiplican
Maligno rapidamente y que invaden y destruyen los tejidos

residentes, se puede observar metastasis
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ANEXO V: Factor de importancia (w) para cada alteracion observada en

branquia e higado

Reaccién Unidad Factor de
atrén funcional del Alteracién importancia
P tejido (W)
Branquias
b . LISWIDI0S 1 D/sturt_> 105 Hemorragia/Hiperemia/Aneurisma 1
circulatorios
rp2: Cambios Epitelio/Tejido Desprendimiento epitelial 1
regresivos de soporte Necrosis 3
rp3:Cambios Epitelio/Tejido Hipertrofia 1
progresivos de soporte Hiperplasia 2
rp4:Inflamacion Exudado (Mucosidad) 1
Higado
s 1 D/sturt_> 105 Hemorragia/Hiperemia/Aneurisma 1
circulatorios
Alteraciones arquitectonicas y 1
Tejido hepatico/ estructurales
s Ceinbig Ca’?”b’os . TeJ'(.jQ Alteraciones de plasma 1
regresivos intersticial/
Conducto biliar Depdsitos 1
Necrosis 3
Tejido hepatico/ Hipertrofia 1
rp3:Cambios Tejido
progresivos intersticial/ Hiperplasia 2
Conducto biliar
) . Activacion del SRE 1
rp4:Inflamacion - —
Infiltracién 2
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Anexo VI: Grados de severidad de enfermedades

Enfermedad Ulceraciones en piel

Parte del cuerpo

Piel, escamas, cualquier area

Grados

1: Curada

2: En proceso de curacion

3: Agudo/Abierta

Caracteristicas

Cualquier especie puede presentar esta enfermedad. En fase
aguda se observan herida(s) abierta redondeada, con
hemorragia en el centro y periferias blancas. Cuando se
encuentra en proceso de curacion, la ulcera esta parcialmente
abierta con coloracion blanca/café y tejido cicatricial. La lesion
curada se encuentra cerrada, con perdida o malformaciéon de

escama que es lo que evidencia que es una lesion antigua.

Causas

Multifactorial. Lesién traumatica; infeccion bacteriana;
parasitos; debilitacion asociada con una nutricidon pobre,
fluctuaciones de salinidad y otros factores ambientales
adversos (Bucke et al., 1996).
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Enfermedad

Dano en aletas

Parte del cuerpo | Aletas

Grados

Caracteristicas

Causas

Por extension
1:>30%
2:31% a 60%
3: Mas de 60%
Todas las especies de peces pueden presentar dafio en aletas.
Erosion o deshilachamiento de los bordes de la aleta, exposicion
de los radios. Perdida de un porcentaje de la aleta.
Infeccion bacteriana, dafio por trauma, infeccién por hongos,
contaminantes (Bucke et al., 1996; Kar, 2016; Rodger, 2010).
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Enfermedad Asimetria branquial

Parte del cuerpo Branquias/lamelas

Grados Por extensién/cantidad
1: Hasta 30% de lamelas
2:31% a 60%
3: Todas las lamelas diferentes

Caracteristicas Irregularidad en las lamelas, posible inflamacion, enrojecimiento

y mucosidad. Pueden verse afectadas solo las lamelas del primer
arco branquial o las de todos los arcos branquiales.

Causas Dafo mecanico, algunos contaminantes provocan alteracion en

las células, factores ambientales (Costa et al., 2009) parasitos.
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Enfermedad

Pigmentacion en branquias

Parte del cuerpo

Branquias

Grados

Por extension
1: Hasta 30%

2:31% a 60%

3: Mas del 60%

Caracteristicas

Manchas que pueden ir desde pequefios puntos hasta cubrir
gran area, cambiando el color del tejido. Las manchas pueden
ser de color rojo (congestiéon sanguinea, inflamacion), blancas,
amarillas u oscuras (parasitos). Para una evaluacion mas
detallada se pueden realizar un analisis bacteriolégico y/o
histopatoldgico.

Causas

Multifactorial. Alteracion de los factores ambientales
(fluctuaciones de temperatura, salinidad etc.), contaminantes,
Producto de infecciones anteriores. Desnutricion. Parasitos
(bacterias, protozoarios, helmintos) (Austin y Austin, 2007).
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Enfermedad Noédulos/Tumores higado

Parte del cuerpo Higado

Grados Sin grados para analisis macroscopico

Caracteristicas Manchas blancas, marrones u otro color diferente al del
higado. Se puede observar como granuloma, quiste, foco
necrotico, foco de inflamaciéon, neoplasma. Confirmar en

histopatologia.
Causas Multifactorial.  Lipidosis. Neoplasmas causados por

contaminantes carcinégenos (Lang et al.,2017).

*En este caso
la confirmacion

en

histopatologia

demostré que
los nddulos

eran granulos

de grasa.

145



Cavidad
Nematodos*** celdémica,

higado

Cavidad

celéomica,

Cestodos™*** pegados
en el

mesenterio

Trematodos*** Branquia

Al menos un
nematodo en
cavidad celdmica.
Afectando higado
(perforar/comprobar
en histopatologia)
Perforando higado
(al menos 2
perforaciones
comprobadas por
histopatologia)
>100
Infeccion leve
100>200
Infeccion media
<200
Infeccion severa
1-5

6-10

<10

Platelmintos.
Macroscopicamente se
diferencian por ser
gusanos alargados con
coloraciones blanca a
rosada, se encuentran
en cavidad celémica y
llegan a perforar los
organos internos

Platelmintos.
Macroscopicamente se
distinguen como
bolitas blancas
adheridas al
mesenterio

Platelmintos. Planos
no segmentados,
provisto de ventosa,
sistema digestivo
incompleto. En analisis
macroscopico tienen
apariencia de manchas
oscuras. En
histopatologia se
encuentran invadiendo
lamelas primarias, se
pueden observar
algunas de sus
estructuras, como la
ventosa.

***| as fotografias posteriores muestran los parasitos en vista macroscépica y microscopica
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Nematodos y cestodos vista macroscopica

Cestodos

Nematodos

Figura 50: Disseccion de la cavidad celomica de Fundulus grandissimus donde se observab nematodos y cestodos
alrededor de los organos internos del pez.

*
Nematodo

Figura 51: Nematodo pegado a un higado de F.grandissimus.
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Cestodos

Figura 52: Cestodos enquistados y aderidos al mesenterio que recubre higado e intestino

Nematodos vista microscopica (histologia de higado)

o
e
TgPali

i

Figura 53: Nematodo perforando higado. Tincion H&E, magnificacion 20x.

148



Figura 55: Nematodo. Tincion H&E, magnificacion 10x
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Cestodos vista microscopica

Figura 57: Cestodo enquistado alrededor del higado de F. grandissimus. Tincion H&E, magnificacion 10x.
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Trematodos vista microscopica

Figura 58: Trematodos en lamelas primarias de branquia de F. grandissimus. Tincion H&E, magnificacion 10x. Trematodos
(Tre), desprendimiento epitelial de lamelas secundarias (flechas), hiperplasia de celulas de soporte (Hpp).

M

Figura 59: Trematodos (Tre). Tincion H&E, magnificacion 20x.
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Figura 60: Trematodos (Tre). Tincion H&E, magnificacion 40x
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ANEXO VIl Coeficiente de Spearman

IHbranquia
IHbranquia
[Hhigado 0.097
[Hiotal 0.576
FDI -0.356
ISP -0.041
IHbranquia
IHbranquia
[Hhigado 0.637
[Hiotal 0.948
FDI -0.130
ISP 0.657

a) Sisal

Ithgado IHtotaI

0.834
-0.473 0.615
-0.137 -0.183

b) Progreso

Ithgado IHtotaI

0.811
-0.398 -0.392
0.231 0.428

FDI

0.8534

FDI

0.654

ISP

ISP
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