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Resumen.

El calentamiento global implica un aumento en la temperatura debido a los gases de efecto invernadero
que retienen la energia proveniente de la radiacion solar, entre los principales gases de efecto
invernadero estan el metano, el 6xido nitrico y el CO,. Los cambios generados por este calentamiento
pueden generar afecciones y mortalidad en comunidades ecoldgicas, siendo el grupo de anfibios uno de
los mas afectados. Este grupo se clasifica en tres ordenes: Anura, Gymmnophiona y Caudata, este
ultimo de distribucién holéartica. Dentro de los géneros de caudados destaca el género Ambystoma, en
el que se encuentra una de las especies con mayor importancia, A. mexicanum, la cual es de gran
importancia cientifica debido a sus caracteristicas fisiol6gicas y morfolégicas. Sin embargo esta
catalogada como especie en peligro de extincion critico en la lista roja de la IUCN debido a su habitat
severamente fragmentado. Se ha identificado que una de las actividades que lo afectan es la utilizacion
de agroquimicos, que junto con otras problematicas cambian la calidad del agua donde habita la
especie. Dentro de los agroquimicos existen cerca de 1,600 productos a nivel mundial, registrandose en
México cerca de 143 compuestos, de los cuales 28 no se recomiendan desde 1989, en la actualidad

existen Unicamente 150 compuestos permitidos para uso agricola.

Entre los anfibios estos compuestos se caracterizan por provocar una alta mortandad, anormalidades
morfolégicas, poco éxito en la eclosién, pequefio tamafio tras la metamorfosis, problemas en procesos
fisiologicos, afecciones en la movilidad, en la acciéon inmunolégica y en el comportamiento. Se
desconoce la gravedad de las afecciones que los agroquimicos en conjunto con el aumento de la
temperatura y la incidencia de la radiacion UV-B causados por el calentamiento global y que dafios
puedan generar sobre la especie, razon por la que se busca determinar si existe una sinérgia entre estos.
Pese a que se han llevado a cabo estudios sobre las afecciones debidas al aumento de la temperatura y
la radiacion UV-B, asi como las derivadas del uso de agroquimicos, se desconoce como es su accion
sinérgica sobre las especies de anfibios, como la del ajolote mexicano el cual carece de medios para
dispersarse fuera de su hébitat, quedando sometida a estas problematicas. Por lo que se busco
determinar las afecciones que los agroquimicos en suma con el aumento de temperatura y la incidencia
de radiacion UV-B en el habitat, originados por el calentamiento global tienen sobre la especie A.
mexicanum, asi como evaluar los efectos en el desarrollo, la eclosién, el crecimiento, la sobrevivencia y

las malformaciones.



Para ello se realizé un experimento ex situ sobre organismos en estado de embrion y después de su
eclosién en las primeras etapas larvarias, evaluando tres temperaturas de 15, 21 y 25 °C con 4
concentraciones del agroquimico Clorpirifos Etil (CPF) marca Clover 480 CE al 44.50% en peso de O,
0.025, 0.05 y 0.10 pl CPF / L y 4 incidencias de radiacién UV-B con lamparas de luz UV-B modelo
F8T5/BLB de 0%, 30% que representa una incidencia de 7.1 pmol de fotones, 65% con 13.8 pmol de
fotones y 100% con 18.4 pmol de fotones. Observandose una correlacion entre las variables de estudio,
evidenciando severas afecciones en los organismos expuestos a las mayores incidencias de
temperatura, la radiacion UV-B y el agroquimico, estimando una disminucion en la sobrevivencia de
los organismos expuestos en comparacion a los organismos presentes en el grupo control. Respecto a
las tallas obtenidas por los organismos se observaron diferencias no tan marcadas obteniéndose valores
promedio similares al final de las exposiciones, por ultimo aunque no se observaron diferencias muy
marcadas en los tiempos de eclosion entre los grupos expuestos y el grupo control, la inviabilidad de

los organismos aumentd con respecto al aumento de la incidencia y concentracion de los factores.



Abstract.

The Global Warming implies an increase in the temperature due to the greenhouse effect gasses which
retain the energy from the solar radiation, between the principal greenhouse effect gasses are methane,
nitric oxide and CO,. The changes generated because of this warming can generate affections and
mortality in ecological communities, being the group of amphibians one of the most affected. This
group is classified in three orders: Anura, Gymmnophiona and Caudata, this last one of holarctic
distribution. Between the caudata genus the Ambystoma genus stands out and in it one of the most
important species is A. mexicanum, a species of great scientific importance due to its physiological and
morphological characteristics. Nevertheless it is cataloged as a species in critical extinction danger in
the IUCN red list due to its severely fragmented habitat. Been one of the activities that affect it the use
of agrochemicals, that besides other problems change the water quality where the species inhabits.
Within agrochemicals there are about 1,600 products worldwide, registering close to 143 compounds in
México, of which 28 are not recommended since 1989, nowadays there are only 150 compounds

permitted for agricultural use.

Been characterized in amphibians for a high mortality, morphological abnormalities, little hatching
success, small size on the metamorphosis, problems in physiological processes, affection in mobility, in
the inmunological action and in the behavior, and ignoring the gravity that the affections that
agrochemicals joint with the temperature increase and the UV-B radiation incidence caused by the
global warming can generate on the specie, reason why it has been searching if there exist a synergy
between them. Although there are studies about affections because of the temperature and the UV-B
radiation, as well as the derived from the agrochemicals it is unknown how is their synergistic action on
the amphibian species, as the mexican axolotl which lack the means to disperse outside of its habitat
been forced to interact with this troubles. Because of that, it was sought to determine the affections that
agrochemicals together with the temperature and the UV-B radiation in the habitat caused by global
warming have on the species A. mexicanum assessing effects on the development, the hatching, the

growth, surviving and malformation.



For that an ex situ experiment was realized on organisms in embryonic and the first larvarian stages
after the hatching, assessing three temperatures of 15, 21 and 25 °C with four concentrations of the
agrochemical Clorpirifos Etil Clover 480 CE trademark at 44.50% in weight of 0, 0.025, 0.05 and 0.10
pl CPF / L and four UV-B radiation incidences with UV-B light lamps model F8T5/BLB of 0%, 30%
representing an incidence of 7.1 pmol of photons, 65% with 13.8 pmol of photons and 100% with 18.4
pmol of photons. Observing a correlation between the studied variables, evidencing higher affections
on the organisms exposed to the higher incidences of temperature, the UV-B radiation and the
agrochemical, estimating a decrease in the survival of the organisms exposed in comparison with the
organisms in the control group, about the sizes obtained by the organisms it was not observed mark
differences obtaining similar average values at the end of the observations, lastly even to there were not
observed very marked differences in the hatching times between the control and the exposed groups,
the inviability of the organisms increased regarding the increase of the incidence and concentration of

the factors.



Introduccion.

El calentamiento global es el incremento en la temperatura del planeta debido al efecto invernadero,
causando rapidos cambios en los patrones climaticos. Este efecto invernadero se da cuando algunos
gases en la atmdsfera retienen energia proveniente de la radiacion solar generando asi un incremento en
la temperatura terrestre. Algunos de estos gases de efecto invernadero son el metano, el éxido nitrico y
el CO, contribuyendo este ultimo con el 56% al calentamiento global (Sivaramanan, 2015), dandose

emisiones de CO, anuales que alcanzan los 49.5 billones de toneladas (Dutta, 2018).

Debido a los cambios generados por el calentamiento global, las especies que no logren adaptarse seran
susceptibles a una mayor tasa de mortalidad y efectos subletales significativos, asi como afecciones a
comunidades ecoldgicas enteras. Reconociéndose estos dafios a numerosas especies, el grupo de los
anfibios es uno de los mas afectados, ya que se ha evidenciado que cambios bruscos en el clima

podrian generar una disminucién en sus poblaciones (Bancroft et al., 2010).

De hecho cerca del 52% de anfibios estan sujetos a requerimientos especiales de habitat, una limitada
habilidad para dispersarse y larvas dependientes del agua, haciendo que los cambios en parametros
ambientales como son la temperatura, la radiacion solar, la humedad, la cobertura de nubes y la

precipitacion tengan grandes implicaciones en la biodiversidad (Dutta, 2018).

Entre los efectos perjudiciales en el grupo de anfibios estan las afecciones en los tiempos de cria,
como sucede debido al incremento de la temperatura estacional, de igual manera se han visto afectadas
las estructuras de las comunidades de algunas especies, incrementandose los ritmos de depreciacion de
estas (Blaunstein et al., 2002), también se han visto alteraciones en los periodos de hibernacién y en la
habilidad para encontrar comida e inclusive podria influenciar en su comportamiento, incluido el

reproductivo (Bancroft et al., 2010).



De igual manera se ha encontrado que el incremento de la temperatura tiene un efecto negativo en el
nimero de puesta, se da una menor eclosién y las larvas generadas son mas pequefias, algunas de las
cuales desarrollan deformidades, probablemente debidas a su rapido desarrollo en condiciones de
mayor temperatura (Dendel y Galloy, 2010); debido en parte a que al aumentar la temperatura se
disminuye el nivel de oxigeno disuelto que obstaculiza el desarrollo embrionario y puede acelerar o
suprimir la eclosion (Dutta, 2018). Igualmente se da una reduccion en la sobrevivencia de las larvas por
impactos térmicos cronicos y agudos cuando la temperatura del agua rebasa el limite térmico del
organismo, reduciendo con ello el niimero de juveniles y por tanto afectando el tamafio poblacional

(Andrea et al., 2012).

El cambio climético se conjunta con otros factores que pueden acelerar la disminucién poblacional de
los anfibios como es el caso de la radiacién UV-B y de ciertos contaminantes (Dutta, 2018), siendo los

mas importantes los utilizados en la industria agropecuaria.

La contaminaciéon por agroquimicos se ve caracterizada en los anfibios por una alta mortandad,
anormalidades morfolégicas, poco éxito en la eclosién, pequefio tamafio en la metamorfosis y
problemas en procesos fisiolégicos como la atenuacion en funciones del higado y del rifion. Igualmente
se han observado afecciones a la movilidad, en la accién inmunolégica y en el comportamiento. (Ding
et al., 2014). De igual manera existen impactos indirectos en el crecimiento debido a disrupciones en la
red alimentaria, asi como por la accion de herbicidas que reducen la produccion primaria y que por lo

tanto generan una mayor competencia (Bancroft et al., 2013).

En ciertos estadios tempranos estas afecciones causan desbalances energéticos ya que los organismos
requieren mas energia en desintoxicarse o en procesos metabdlicos alterados que afectan la
homeostasis energética, e incluso llega a observarse la disminucion en compuestos bioquimicos que se
atribuyen a mecanismos de compensacién metabolica (Langlois et al., 2020), sin que esto signifique

que tales afecciones no puedan estar presentes en los organismos adultos.



Se ha intentado demostrar como acttan los agroquimicos en los anfibios, encontrandose evidencia de
que podrian inclusive causar disrupciones endocrinas, alterando con ello procesos fisiolégicos y
pudiendo llegar a alterar la expresion génica al actuar el nitrato con hormonas tiroideas y generar 6xido
nitrico reactivo que afecta desde proteinas esenciales hasta el RNA mensajero e incluso la propia
transcripcion (Langlois et al., 2020). Agravandose la problematica ya que existe una correspondencia
de la aplicacion de estos quimicos durante el crecimiento de los estadios sensitivos embrionarios y

larvarios, ya que ambos eventos suelen ocurrir a inicios de la primavera (Bancroft et al., 2013).

Xochimilco es una zona agricola que ocupa una superficie de aproximadamente de 6272 ha, de las
cuales cerca de 4308 ha se destinan al cultivo de maiz, mientras que 982 ha es la superficie cultivada en
chinampas (Sivaramanan, 2015), asi mismo se ha convertido en un gran centro turistico ya que posee
una gran importancia ecologica, lo que deriva en un enorme potencial como reserva biologica
(Stephan-Otto, 1996). A pesar de esto la zona presenta severas afecciones que directa e indirectamente
dafian las diferentes especies que alli habitan. Desde principios de 1900 al construirse el sistema
Xochimilco-Chapultepec para abastecer de agua potable a la Ciudad de México, los canales y la calidad
del agua han padecido diferentes tipos de deterioro como resultado del secado de los canales de las
chinampas en los afios 50s y su reabastecimiento durante 1987 con agua tratada, en afios posteriores la
calidad del agua ha sufrido mayor deterioro debido a efluentes domésticos, desechos de ganaderia y uso

de agroquimicos (Ortega, 1992).

De estos tultimos existen aproximadamente 1600 productos a nivel mundial, registrandose en México
143 compuestos en 1989, de los cuales 28 no son recomendados por la ONU y podrian formar parte de
la lista de toxicos prioritarios de organismos como la Environmental Protection Agency o la OMS. En
1994 se estableci6 una lista de 342 compuestos permitidos. Sin embargo en la actualidad la Direccién
General de Sanidad Vegetal tiene autorizados unicamente 150 compuestos para uso agricola (Jiménez,

2001).



En la zona de Xochimilco los agroquimicos de mayor utilizacién son los plaguicidas, principalmente el
diazinon, dicofol, lindano, pentaclorofenol, malation, fentién y estion; perteneciendo estos al grupo de
los organofosforados, atin estando algunos prohibidos o con uso restringido en otros paises (Bojorquéz
y Esquivel, 2017). Por otro lado Cram et al. 2009 reportaron andlogamente un control de plagas en
Xochimilco donde se utilizaba principalmente pesticidas organofosforados, siendo clorpirifos (CPF) y
malation de los mas aplicados, sin embargo no se reportaron las tasas de aplicaciéon debido a que son
desconocidas. Con base en lo anterior ha quedado demostrada la aplicacién de pesticidas de forma
intensiva y continua en la zona, lo que podria dar lugar a la presencia de concentraciones posiblemente

letales.

Cabe destacar que el uso de pesticidas organofosforados es preferible al de los organoclorados, ya que
estos Ultimos poseen una vida media mayor, por lo que permanecen mas tiempo en el ambiente (Bishop
et al.,, 2002), teniendo en cuenta esta informacion, se desconoce si también existe aplicacion de

pesticidas organoclorados en Xochimilco.

Dentro del grupo de los vertebrados, los anfibios se encuentran clasificados en tres 6rdenes, Anura
compuesto por poco mas de 6000 especies, Gymnophiona con cerca de 200 especies y Caudata con 650
especies aproximadamente. Este ultimo grupo se distribuye mayormente en la region Holartica, suelen
ser de cuerpos alargados, presentando dos pares de patas y una cola larga. Pudiendo presentar dos
formas de vida, terrestre o acuatica. Dentro de los géneros acudticos de caudados, destaca el género
Ambystoma el cual habita en rios, lagos y charcas (Flores-Villeda, 2014 b). Una de las especies con
mayor importancia dentro de este es Ambystoma mexicanum, una de las caracteristicas mas interesantes
de la especie es que presenta neotenia, es decir alcanza la madurez sexual sin cambiar de su morfologia
larvaria (Stephan-Otto, 2003). Por lo tanto A. mexicanum posee gran importancia a nivel de
investigacion sirviendo como modelo de procesos fisiologicos y morfologicos del grupo, asi como en

procesos hormonales buscando explicar el proceso regenerativo que posee (Stephan-Otto, 1996).



Sin embargo, casi 41% de especies de anfibios esta clasificado como amenazadas (Andrea et al., 2012)
sin ser A. mexicanum una excepcion ya que se encuentra catalogada como especie en peligro de
extincion critico dentro de la lista roja de la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza
(TUCN por sus siglas en inglés), debido a que su area de ocupacién es menor a 10 km? con un hébitat
severamente fragmentado estimado al 11 de Noviembre de 2008 (Flores-Villeda, 2014 a).

De hecho son tan fuertes las presiones que sufre la especie que se desconoce la distribucion actual de
los organismos, identificando (Contreras et al., 2009) solamente once areas potenciales de ocurrencia y

reportando una abundancia de 100 individuos/km?.



Antecedentes.

Para asociar la problematica causada por la conjuncion de los efectos del calentamiento global y la
contaminacion por agroquimicos disueltos en el lago de Xochimilco se realizd6 una busqueda de
trabajos relacionados a la problematica del ascenso en la temperatura debido al calentamiento global y

de los efectos de los agroquimicos sobre A. mexicanum.

La preocupacion sobre las poblaciones de anfibios debido a la mayores temperaturas ha llevado a los
diferentes investigadores y miembros académicos a considerar con acercamiento cientifico la
problematica, tal es el caso de Bancroft et al.,, 2010, quienes de manera general expusieron las
afecciones que el aumento de la temperatura tiene sobre las especies de anfibios, desde los cambios en
los rangos geograficos, una menor sobrevivencia debido a afecciones de procesos fisiologicos, asi
como efectos en el desarrollo, siendo mas breve conforme aumenta la temperatura y generando
individuos mas pequefios, también queda evidenciado cambios en comportamiento de forrajeo y
dispersamiento, e inclusive efectos indirectos como es el cambio del habitat, la disponibilidad de

alimento y cambios en las comunidades.

Por otra parte Belden y Blaunstein. (2003), demostraron los efectos de la radiaciéon UV-B sobre varias
especies de anfibios, comparando el éxito de eclosion en puestas afectadas con la radiacion ultravioleta
y en aquellas protegidas de la misma, observandose un menor éxito en aquellas que recibieron la
radiacion UV-B, asi como cambios de comportamiento, de crecimiento y de desarrollo. Por otro lado
mencionan que los mecanismos de defensa de los anfibios, van desde limitar la exposicion a la
radiacion, la pigmentacion, proteinas de choque en los huevos, e inclusive mecanismos de reparacion
de ADN, todo esto sin tener presente otra problematica como seria el caso de la presencia de

agroquimicos.
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Debido a que de la zona chinampera y agricola de Xochimilco los productos empleados se extienden
hasta el agua de los canales y por tanto al lago, hay un gran interés de reconocer los efectos de tales
quimicos en la poblacién de A. mexicanum, que ha llevado a realizar estudios como el de Cram et al.
(2009), quienes correlacionaron los efectos de diferentes concentraciones de clorpirifos (0.75, 1, 1.5, 2
y 2.5 mg/L) y malation (10, 15, 20, 25 y 30 mg/L), sobre la etapa embrionaria y dos etapas larvarias de
la especie, registrando concentraciones letales media (LC50) y mortalidad para las etapas embrionaria y
ambas etapas larvarias, asi como dafios en la actividad motora, malformaciones, convulsiones y
espasmos en las etapas larvarias, observandose una correspondencia mayor conforme aumenté la

concentracion de los quimicos.

Dentro de las problematicas relacionadas con la contaminaciéon por agroquimicos esta el movimiento
de A. mexicanum. Hernandez et al., (2010), encontraron que la exposicién a clorpirifos esta relacionado
con la actividad de las esterasas, de gran importancia en la actividad motora, utilizando dos
concentraciones del pesticida (0.05 y 0.1 mg/L) y registrando el comportamiento y la actividad motora,
asi como un analisis de esterasas, encontrando una disminucion de ellas y de la actividad motora

conforme aumentaba la concentracion de clorpirifos.

Es tal el interés de reconocer los efectos de los agroquimicos sobre la especie, que se han llevado a
cabo trabajos para mejorar la metodologia en la determinacion de plaguicidas sobre A. mexicanum, tal
es el caso de Hernandez et al., 2013, que buscaron comprobar una metodologia para determinar la
concentracion de plaguicidas organofosforados en los tejidos de juveniles de la especie, para ello los
expusieron a tratamientos con concentraciones de clorpirifos similares a las de campo 0.05 y 0.1 mg/L,
obteniendo recuperaciones por encima del 90% para los plaguicidas estudiados por el método de

extraccion asistida por microondas y su cuantificacién por cromatografia de gases.

Por otra parte se han llevado a cabo trabajos para evaluar la sinergia del calentamiento global y los
agroquimicos con otros organismos, tal como lo descrito por Ecimovic y Velki. (2015), quienes
observaron que un aumento en la temperatura iba ligado a una mayor toxicidad de los agroquimicos,
comprobandolo en plaguicidas como clorpirifos y carbamatos, al evaluar LC10, LC50 y LC90 en

lombrices del género FEisenia fetida.
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Hipaétesis.

Si el calentamiento global que genera un aumento de la temperatura a través de la incidencia de la
radiacion ultravioleta en el ambiente y se presenta una contaminacién por agroquimicos
organofosforados en la zona agricola de Xochimilco, los cuales ocasionan inhibicién de la
acetilcolinesterasa, una enzima encargada de la sinapsis nerviosa, al unirse a su sitio activo, evitando la
actividad de hidrdlisis de la acetilcolina, generando un exceso de este neurotransmisor, ocasionando
estimulaciones mas prolongadas de lo normal (Cruz, 2009 y Badii y Varela, 2008), la accion toxica
también genera una mortandad elevada, un crecimiento reducido y anormalidades en el desarrollo
(Bancroft et al., 2013). Entonces por la accién toxica de estos plaguicidas y su relacién sinérgica con
los factores ambientales se generard una modificacion en las tasas de desarrollo embrionario, un

crecimiento reducido anormalidades en el desarrollo y una mortandad elevada de A. mexicanum.

12



Objetivo General.

Determinar los efectos del calentamiento global en sinergia con la contaminacién por agroquimicos,

sobre la poblacion de Ambystoma mexicanum en el lago de Xochimilco.

Objetivos Particulares.

| Determinar mediante ensayos la relacion entre los agroquimicos disueltos en el lago de

Xochimilco y el efecto del calentamiento global debido al incremento en la temperatura y la

radiacion UV sobre la especie A. mexicanum.

| Evaluar el impacto sinérgico entre los agroquimicos presentes en el agua del lago de

Xochimilco con los efectos del calentamiento global sobre la eclosién y desarrollo embrionario

de A. mexicanum

| Analizar si se presentan cambios en el crecimiento somatico de A. mexicanum con respecto al

efecto conjunto de los agroquimicos presentes en el lago de Xochimilco, el aumento de la

temperatura y la incidencia de radiacion UV.

| Registrar la sobrevivencia y observar las malformaciones causadas por el efecto conjunto de la

temperatura y la radiacién UV respecto a diferentes concentraciones de agroquimicos.

|  Estimar los efectos en la actividad motora de A. mexicanum respecto a la relaciéon de las

condiciones de temperatura, radiacion UV y concentracion de agroquimicos en el medio.

13



Justificacion.

Se han llevado a cabo numerosos trabajos en diferentes tipos de anfibios con respecto a las afecciones
metabolicas (observadas en la atenuacion de funciones en higado y rifién), morfolégicas (como
deformidades, paralisis o problemas fisicos) (Ding et al., 2014) y energéticas (debido a un
requerimiento energético en la desintoxicacion y alteraciones en la homeostasis energética) (Langlois et
al., 2020). Por otra parte y ain cuando se conocen los patrones con los que se lleva a cabo el
calentamiento global, debido al efecto invernadero y las afecciones que numerosos quimicos realizan
en la biologia de los anfibios, cada factor se ha analizado de manera aislada, por lo que resulta
importante revisar los efectos sinérgicos del calentamiento global con la contaminaciéon por

agroquimicos sobre la poblacion de A. mexicanum en el lago de Xochimilco.

Debido a las caracteristicas neoténicas de la especie que dificultan su dispersamiento y la obligan a
pasar su periodo de vida dentro del agua, queda patente que la especie se ve forzada a adaptarse al
incremento de temperatura del medio acuatico donde habita, asi como a una menor calidad del agua
debido a diferentes contaminantes, como aquellos que provienen de los afluentes domésticos y a los de
retorno agricola que contienen agroquimicos, que se presentan constantemente debido a que

Xochimilco cuenta con una amplia zona agricola.

Ecimovic y Velki en 2015 observaron un mayor efecto toxico de los agroquimicos con el aumento de la
temperatura, como lo observado y reportado en E. fetida. Es de suma importancia conocer los efectos
letales y subletales que la sinergia lleva a cabo en A. mexicanum ya que posee una gran importancia
como especie de investigacion debido a sus cualidades, puede ser util como indicador biol6gico y posee

gran importancia cultural.

Por tales razones se busca evaluar los efectos conjuntos de la temperatura, la radiacién UV y los
agroquimicos disueltos en el agua del lago de Xochimilco sobre el desarrollo embrionario, su eclosion,
asi como los efectos adversos en el crecimiento, en la sobrevivencia y en su morfologia a causa de los

mismos en la especie.
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Materiales y métodos.

Experimento de temperatura, incidencia de radiacién ultravioleta v diferentes concentraciones de

agroquimicos.

Se obtuvieron aproximadamente 1,000 huevos fertilizados de A. mexicanum de la Facultad de Estudios
Superiores Iztacala a partir de cuatro eventos reproductivos diferentes, utilizando como cohorte cada
conjunto de huevos del mismo evento reproductivo para un inico experimento a diferente temperatura,
empleando un total de 960 huevos. Los organismos fueron separados colocando cinco organismos en
encierros de vidrio para cada tratamiento, realizandose tres repeticiones por tratamiento, por lo que se
observé un total de 15 individuos por cada tratamiento, excluyendo el grupo control donde las
condiciones fueron iguales para todos los organismos. Se excluyeron aquellos huevos percibidos como

inviables.

Si bien se mantuvieron las condiciones de Oxigeno disuelto y pH, la condicion de la temperatura varid,
suministrandose en un periodo de cinco horas al dia y aplicandose un fotoperiodo de 12 horas de luz y

12 horas de oscuridad.

Se obtuvo el agroquimico Clorpirifos Etil de la marca Clover 480 CE al 44.50% en peso y se
emplearon cuatro niveles de tratamiento tomando en consideracion las concentraciones de clorpirifos
en al agua de los canales reportados por Mercado et al. (2015), constando de un tratamiento sin

agroquimicos disueltos, 0.025, 0.05 y 0.10 pl de CPF/L.
Para evitar generar dafos innecesarios a los organismos, se obvio el realizar un anteexperimento con

las LCO y LC100, que permitiria obtener valores de aplicacion entre estos, centrandose en los niveles

de tratamiento propuestos con base en las concentraciones reportadas por Mercado et al. (2015).
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Para la variacion de la temperatura en los experimentos se utilizaron termostatos, los cuales fueron
colocados junto a los recipientes de vidrio que contenian a los organismos en una pecera de mayor
amplitud, llendndola de agua a un 30% para que esta actuara como difusor de la temperatura, con este
procedimiento se obtuvieron variaciones maximas de aproximadamente + 1.5 °C, para el caso de la
temperatura mas baja en ciertas ocasiones se utilizaron bolsas refrigerantes de gel hasta alcanzar la
temperatura deseada. Se establecieron los valores objetivo de temperatura entre 15 y 25 °C,
considerando que la temperatura media anual del agua de Xochimilco oscila entre los 12 y los 18 °C,
con una temperatura maxima de 20°C (Lopez et al., 2015). Por otra parte, se ha estimado que existe un
aumento de la temperatura de 0.4 °C, por arriba de las temperaturas promedio de los cinco siglos
anteriores (PAGES 2k Network, 2013), por lo que se utilizaron rangos mayores de temperatura lo que
ayudara a comprender las afectaciones que podria sufrir A. mexicanum en un tiempo futuro, ya que se

espera que la temperatura siga en aumento.

Para ello se emplearon tres niveles de temperatura, siendo estas 15, 21 y 25 °C, que se mantuvieron por
un maximo de 5 horas al dia para evitar afecciones cronicas en los organismos. Respecto a la radiacién
ultravioleta se aplic6 el método de Chaparro et al. (2018), empleando 4 niveles de intensidad de
radiacion UV-B de 0, 30, 65 y 100% utilizando lamparas de luz UV-B modelo F8T5/BLB que emiten
luz ultravioleta en una longitud de onda de 350 — 365 nm y tapas elaboradas con malla que permiten
un paso de 13.8 pmol de fotones para la malla de 35%, con la que se gener6 la intensidad de radiacién
UV-B de 65%, 7.1 pmol de fotones para la malla de 70 %, con la que se obtuvo la intensidad de 30%,
18.4 pmol de fotones sin ningun tipo de barrera y nulo paso de fotones utilizando una tapa de papel
metalico que evito el paso de la radiacion UV-B hasta los organismos; para el caso de la intensidad de
0% de radiacion UV-B (los valores de radiacion UV-B fueron obtenidos utilizando un medidor de
radiacion UV marca Apogee instruments modelo MU-200), para evitar que la radiacion incidiera por
los costados de los recipientes e incidiera inicamente por la parte superior se forraron los costados de
todos los recipientes con papel metalico, de igual manera las paredes de la pecera que contenia a estos
ultimos se forraron para evitar salida de la radiacion UV-B y se utiliz6 una tapa con las lamparas de
radiacién UV-B ancladas en la parte superior y todas las paredes forradas de papel metalico para que
no hubiera exposicion fuera del encierro, aplicando la incidencia de radiacion UV-B durante un periodo
de 12 horas al dia y permitiendo un reposo durante las horas de noche, simulando el fotoperiodo

natural.
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Efecto sinérgico de temperatura, radiacion UV-B y agroquimicos.

Para evaluar el efecto sinérgico entre la temperatura, la radiacion UV-B y los agroquimicos disueltos se
utilizaron los niveles antes mencionados para cada una de las variables, teniendo un conjunto de 48
combinaciones totales, corroborando si un incremento de todas las variables genera mayores

afecciones. Asimismo se dispuso de un control que no fue sometido a ninguna de las variables de

estudio, con el cual se realizaron las comparaciones correspondientes.

Temperatura Concentracién de Radiacion UV-B
(°O) Clorpirifos etil (jl (%)
CPF/L)
0 0
15 0.025 30
0.05 65
0.10 100
Temperatura Concentracién de Radiacion UV-B
(°O) Clorpirifos etil (jul (%)
CPF/L)
0 0
21 0.025 30
0.05 65
0.10 100
Temperatura Concentracién de Radiacién UV-B
(°C) Clorpirifos etil (pul (%)
CPF/L)
0 0
25 0.025 30
0.05 65
0.10 100

Tabla 1. Niveles de tratamiento de temperatura, concentracion de clorpirifos etil y radiacion UV que fueron empleados.
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Variables de respuesta.

Se registro el desarrollo embrionario, la eclosion, y la sobrevivencia, considerandose como inviable
todo huevo que genere un color blanquecino opaco. Posterior a la eclosién se registraron los efectos en
el crecimiento somatico, malformaciones y efectos adversos en la movilidad en los juveniles
tempranos, asi como la sobrevivencia, para estimarla se procedié a tocar levemente la cola de los
individuos sin lastimarlos, todos aquellos organismos que no reaccionaran al estimulo fueron traslados
a un microscopio estereoscopico para su observacion, esto debido a que el agroquimico incide
directamente en la movilidad, por lo que algunos organismos vivos no presentan reaccion,
considerandose muertos a aquellos donde no se percibiera el movimiento del corazén al ser volteados
sobre su parte dorsal, por otra parte la oxigenacion en las branquias puede ser apreciada en
microscopio, esto debido a que los organismos en esta etapa son semitranslicidos. Los huevos
inviables, asi como los organismos que fallecieron fueron retirados del medio.

Se llevé a cabo un registro fotografico durante el desarrollo experimental, las imagenes obtenidas
fueron utilizadas para realizar mediciones utilizando el software especializado ImageJ, asi como para

realizar comparaciones entre los tratamientos y el grupo control.

e Efecto en el desarrollo embrionario.

Se analizaron cada uno de los embriones en los diferentes niveles de tratamiento, estos fueron
comparados con aquellos que se encuentran en el tratamiento control, cualquier diferencia observada
durante el desarrollo fue registrada fotograficamente y se realizd6 un seguimiento del desarrollo

embrionario, siendo esto factible ya que el recubrimiento del embrién es completamente transparente.

e Efecto en el tiempo de eclosion.
Se examinaron las diferencias en el tiempo de eclosién de los organismos dentro de los diferentes
tratamientos con respecto a aquellos que se encuentran en el tratamiento control. Utilizandose la misma

cohorte, en el mismo estadio de desarrollo, en todos los tratamientos para evitar sesgos en los tiempos

de eclosion.

18



e Efecto sobre la sobrevivencia.

Durante la etapa de desarrollo embrionario, asi como en la etapa de juvenil temprano, se examinaron
diariamente los organismos inviables y/o inmdviles para el caso de juveniles, comparandose con
respecto a los organismos del grupo control, para determinar qué porcentaje de la inviabilidad es

causada por efecto de los tratamientos y que porcentaje es natural.

Se calcul6é una tabla de sobrevivencia (1x) como lo describen Chaparro et al. (2018), utilizando los
valores del nimero de sobrevivientes diarios iniciales con respecto al nimero de sobrevivientes al
tiempo siguiente, siendo evidente la relacion del nimero de embriones y larvas inviables, expresandose
como la diferencia:

dx =Ix - Ix+1

¢ Registro de malformaciones.

Para ambas etapas de desarrollo se llevd a cabo un registro fotografico de las malformaciones
morfologicas observadas con el fin de reconocer las afecciones morfoldgicas causadas por los
diferentes tratamientos. De igual manera se compar6 con el grupo control para confirmar que tales
afecciones son causadas principalmente por los diferentes tratamientos evidenciando que el porcentaje

de malformaciones causadas de manera natural son menores.
e Tamafio.
Se registré el tamafo de los juveniles utilizando el software de medicién ImageJ y se compararon los

resultados de los diferentes tratamientos con respecto al control, con el fin de corroborar si existe una

relacién entre los niveles de tratamiento y las afecciones respecto al tamafio del organismo.
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e (Coloracion.

Se emple6 de igual manera el software ImageJ ya que permite medir la coloracién en las imagenes del
registro fotografico para comparar diferencias asociadas con las afecciones de los diferentes

tratamientos, de manera analoga fueron comparados con los organismos del tratamiento control.

Estadisticos.

Con el objetivo de evaluar si existen diferencias significativas entre los tratamientos y debido a las tres
variables analizadas se realiz6 un ANOVA de tres vias, posterior a la realizacién de la ANOVA de tres
vias se procedi6 a realizar la prueba de Tukey para reconocer la sinergia entre las variables, ya que esta

trabaja comparando las medias de los factores de dos en dos.
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Resultados.

Respecto a la sobrevivencia de los organismos a una temperatura de 15°C, en todos los tratamientos se
observé una disminucién en el nimero de organismos conforme paso6 el tiempo, siendo especialmente
evidente en los tratamientos con una mayor concentracion del agroquimico, para el caso de los
organismos en la concentracion de 0.10 pl CPF/L se observa una baja en la sobrevivencia desde el
segundo dia, mientras que en las concentraciones de 0, 0.025 y 0.05 pl CPF/L la sobrevivencia se

prolongo cinco dias para las dos primeras y seis dias mas para 0.05 0.05 pl CPF/L .

Para el grupo de organismos en la concentracion de 0 pl CPF/L se observo una baja de organismos
menos prolongada con una incidencia de radiacion UV-B del 100%, siendo esto contrario a lo que se
esperaria del tratamiento, los organismos presentes en los demas niveles de tratamiento de radiacion
UV-B se comportaron de la manera esperada, quedando un menor ntimero de organismos al final de las

observaciones al 65y 30% que al 0% de radiacion.

A la mayor concentracion de 0.10 pl CPF/L se observa una disminucion en el nimero de organismos a
partir del segundo dia, lo que podria relacionarse con la mayor concentracion del agroquimico, ya que
el primer deceso observado en todos los demas tratamientos se llevo a cabo entre el sexto y el séptimo
dia, respecto a la accion sinérgica con la radiacion UV-B, esta actué de la manera esperada, siendo
mayor la sobrevivencia en el tratamiento de 100%, seguido de las intensidades de 65 y 30% de

incidencia de radiaciéon UV-B.

Para el caso de la concentraciéon media de clorpirifos de 0.05 ul CPF/L se observé un comportamiento
similar en todos los tratamientos, siendo el primer deceso en el nivel con incidencia del 100% de la
radiacion UV-B, dandose hasta cuatro dias después el deceso de un organismo en otro nivel de

tratamiento, siendo en este caso en los tratamiento de 65 y 0% de incidencia de radiacion UV-B.

Respecto a la menor concentracion, de 0.025 pl CPF/L, se observa que la sobrevivencia se prolong6
hasta el dia 11 para 100 y 30% de radiacion UV-B, siendo los grupos que mayor tiempo permanecieron
con todos los organismos vivos. A esta concentracion se observa primeramente decesos en los grupos

de 65y 0 % de incidencia de radiacion UV-B.
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Grafica 1. Afecciones a la sobrevivencia causadas por el efecto sinérgico de la temperatura, la radiaciéon UV-B y la
concentracién de clorpirifos sobre A. mexicanum en los diferentes tratamientos a una temperatura de 15 °C. Tukey:
Tratamientos respecto a la radiacién ultravioleta, 100% UV-B (AC), 65% UV-B (AC), 30% UV-B (AB), 0% UV-B (A) y
Control (ABC).
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Por otra parte, la sobrevivencia de los tratamientos a la temperatura de 21°C actu6 de forma similar que
en el tratamiento anterior, observandose una disminucién con el pasar del tiempo, siendo
particularmente evidente en el tratamiento de 0.10 pl CPF/L, presentandose una mayor sobrevivencia
en los tratamientos de 0 y 0.05 pl CPF/L. Las primeras bajas se dieron entre los dias 2 y 5 para todos

los tratamientos con CPF.

Para 0 pl CPF/L la primera baja se dio en el quinto dia con 0% de radiacion UV-B dandose otro evento
de baja hasta el dia 9 donde se conservé el nimero de organismos hasta el dia 19, posterior a este dia
hubo una disminucién en el numero de organismos hasta el dia 23, ultimo dia de observacion,
quedando siete organismos para el tratamiento a 65%, seis para 100% y un tinico organismo para las

radiaciones de 30 y 0%.

En el caso del tratamiento de 0.025 pl CPF/L sobrevivieron cuatro organismos sometidos a radiaciones
de 100 y 30%, y tres organismos para las radiaciones de 65 y 0%. Para esta concentracion cabe destacar
que hubo un periodo prolongado de entre 10 a 12 dias, donde se mantuvieron sin bajas sin importar la

incidencia de radiacién UV-B

En la concentracién de 0.05 pl CPF/L se presenté una mayor sobrevivencia para los organismos en el
tratamiento con un 100% de radiacién, quedando cinco organismos al final de las observaciones, por
otra parte en los tratamientos con una exposicion de radiacion a 30 y 0% se obtuvo una sobrevivencia
final de tres individuos para cada uno y un dnico sobreviviente para 65% de radiacion UV-B. De
manera similar a lo observado en 0.025 pl CPF/L hubo un periodo sin bajas de 12 dias para las

incidencias de 100 y 0% de radiacion UV-B.

Por ultimo para la concentracion de CPF mayor de 0.10 pl CPF/L sobrevivieron tres individuos para
100%, dos individuos bajo la incidencia de 0% de exposicion UV-B y un tnico individuo con 65%,
observandose una baja completa de los individuos presentes en la incidencia de radiacion UV-B de
30%, siendo el tnico tratamiento a esta temperatura con esta caracteristica. Por ultimo, a diferencia de
los demas tratamientos en este se observa una baja de manera escalonada durante todo el tiempo de

observacion.
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Gréfica 2. Afecciones a la sobrevivencia causadas por el efecto sinérgico de la temperatura, la radiacién UV y la
concentracion de clorpirifos sobre A. mexicanum en los diferentes tratamientos a una temperatura de 21 °C. Tukey:
Tratamientos respecto a la radiaciéon ultravioleta, 100% UV-B (AC), 65% UV-B (A), 30% UV-B (AB), 0% UV-B (ABC) y
Control (ABC).
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Por dltimo, respecto a la sobrevivencia a la mayor temperatura analizada, de 25°C, se observa una baja
de la sobrevivencia en un tiempo relativamente corto en comparacién a la sobrevivencia de los
organismos expuestos a las temperaturas menores. Primeramente es visible la baja de individuos entre
los dias 2 y 5 para todos los tratamientos con exposicion al CPF, aunque de manera similar la baja de
individuos en el grupo sin exposicion al agroquimico comenzé hasta el sexto dia, observandose una

disminucioén completa en el niimero de organismos al séptimo dia.

A diferencia de los organismos que fueron expuestos a las temperaturas de 15 y 21°C, para la mayor
temperatura se registr0 una sobrevivencia menor para todos los tratamientos al término de la
observacion, sin embargo cabe destacar que durante los dltimos nueve dias de observacién para los
diferentes tratamientos se conservé relativamente estable el nimero de organismos después de la

disminucion de organismos inicial.

Para el tratamiento de 0 pl CPF/L hubo una sobrevivencia de tres individuos con 0% de radiaciéon UV-
B y un unico individuo para los tres tratamientos restantes. Siendo este el unico tratamiento donde no

hubo una baja total para ninguna de las incidencias de radiacion UV-B.

En el caso de 0.025 pl CPF/L sobrevivieron dos organismos para la incidencia de 30% y un tnico
organismo para 65% de incidencia. A diferencia de los esperado el grupo de organismos con una
incidencia de 0% no gener6 sobrevivientes, de igual manera que el grupo bajo una incidencia de

radiacion UV-B de 100% donde la baja total era mas esperada.

La sobrevivencia en 0.05 pl CPF/L fue extremadamente baja con un tnico organismo para las
incidencias de radiacion de 100, 65 y 0%, mientras que en el caso de la incidencia de 30% se observo

una baja total de individuos.
De manera similar, el tratamiento de 0.10 pl CPF/L tuvo una sobrevivencia muy baja con un tnico

organismo para todos las incidencias de radiacion UV-B con excepcién de la incidencia de 0%, donde

hubo una baja total.
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Gréfica 3. Afecciones a la sobrevivencia causadas por el efecto sinérgico de la temperatura, la radiacién UV y la
concentracion de clorpirifos sobre A. mexicanum en los diferentes tratamientos a una temperatura de 25 °C. Tukey:
Tratamientos respecto a la radiacién ultravioleta, 100% UV-B (AD), 65% UV-B (AB), 30% UV-B (AC), 0% UV-B
(ABCD) y Control (A).
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La toma de las tallas se realiz6 con el programa ImageJ, el cual permite calcular, entre otras cosas, la
longitud de un objeto dentro de una imagen al tenerse una medida conocida en esta. En este caso se
utilizo una regla con graduacion estandar en milimetros, teniendo asi una medida reconocible dentro de
la imagen. La forma en que se realizaron las mediciones con el registro fotografico fue utilizando la
herramienta de linea y generando un trazo de la longitud conocida, en este caso un milimetro,
posteriormente en el menud de analisis, con la herramienta de escala, el programa contrapone la medida
conocida al nimero de pixeles que ocupa la linea en la imagen, por tltimo se genera otro trazo sobre el
objeto que se busca medir y en el mismo menu se selecciona la herramienta de medida, obteniéndose

asi la longitud en los valores de la escala escogida.

18.02x13.52 mm (3968x2976); RGB; 45MB

File Edt  Font Rests
N [StdDev [Min___ [Max
626 23348 15838 153.333 -100.008 3.137
W25 8421 20222 91667 40112 3.920

[Angle[rength |

Figuras 1 y 2. Se muestra la manera en la que se realizaron las medidas de talla con el programa ImagelJ, la figura 1 en la
izquierda muestra como se realiz6 la toma de escala al realizar un trazo sobre un milimetro de la regla en la imagen, en la
figura 2 se muestra la toma de medida del objeto de interés, en este caso el embrién de ajolote, y en la parte superior

derecha de muestra cdmo tltimos valores la longitud de ambos embriones.

Posterior a la toma de medidas con el programa, los resultados de talla obtenidos se analizaron
obteniendo las siguientes graficas. Sin embargo cabe resaltar que a diferencia de los graficos anteriores
donde se observa el total de dias, en estos Unicamente se representan los dias en que se pudo realizar la
toma de fotos para ser alojadas en el registro fotografico y a partir de este poder realizar las mediciones
de los organismos a posteriori, razon por la cual el nimero de dias no se acopla con los presentados en

las gréficas anteriores.
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Respecto a la talla de los organismos, en los tratamientos a 15°C se observa un aumento conforme pasé
el tiempo, para la incidencia de 100% los organismos que obtuvieron una mayor talla pertenecen al
tratamiento sin presencia de CPF, 0.025 y 0.10ul CPF/L alcanzando una talla media de hasta 14 mm.
Mientras que en el tratamiento de 0.05 pl CPF/L con la incidencia del 100% de radiacion UV-B

lograron alcanzar tallas maximas de 12 mm.

Para el caso de los organismos bajo una exposicion de 65% de radiacion UV-B aunque existe también
un aumento en la talla, no se obtuvieron valores similares, siendo el valor mas alto para el grupo de 0

pl CPF/L de 15 mm, respecto a los demas tratamientos la talla maxima para todos fue de 14 mm.

Por otra parte, respecto a los organismos bajo la exposicion de 30% de radiaciéon UV-B se observo la
mayor talla en los organismos a 0.025 y 0.05 pl CPF/L cercana a los 16 mm, seguido por el resto de

tratamientos rondando un maximo de 14.5 mm.

Por ultimo a una exposicién de 0% de radiacién UV la talla mayor fue alcanzada por organismos en el
tratamiento de O pul CPF/L siendo esta de 15.5 mm, el resto de tratamientos obtuvieron una talla media

aproximada de 14 mm.
Para todos los casos se observa, tal como era previsto, una mayor talla conforme disminuyé la

concentracion del agroquimico, siendo mayores las tallas para los tratamientos de 0 y 0.025 pl CPF/L,

sin que la discrepancia entre las tallas sea muy notoria.
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Gréfica 4. Tallas promedio alcanzadas por los organismos bajo los diferentes tratamientos a cada una de las radiaciones de

luz UV-B y a una temperatura de 15°C. Tukey: Tratamientos respecto a la concentraciéon de agroquimico, 0 pl CPF / L

(ABC), 0.025 pl CPF /L (ABC), 0.05 ul CPF /L (AB), 0.10 ul CPF /L (A) y Control (AC).
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De igual manera que las tallas obtenidas en los organismos en la temperatura de 15°C, para la
temperatura de 21°C se observa un aumento de talla proporcional en todos los tratamientos con
respecto al paso del tiempo. La talla mayor fue cercana a los 16 mm perteneciendo a organismos

presentes en el grupo de 0 pl CPF/L con una incidencia de 30%.

Respecto a la incidencia del 100% de radiacién UV-B a esta temperatura la mayor talla fue obtenida
por organismos expuestos a 0 y 0.10 pl CPF/L alcanzando aproximadamente 15 mm de talla media,
esta es seguida por el tratamiento de 0.025 pl CPF/L con una talla maxima cercana a los 15 mm,

obteniendo las menores tallas en el grupo de 0.05 pl CPF/L con un maximo de 14mm.

En los tratamientos con una incidencia del 65% los organismos presentes en los tratamientos con el
agroquimico tuvieron una mayor talla que el tratamiento sin el quimico, llegando a 15 mm, siendo los
organismos del tratamiento de 0 pl CPF/L los que alcanzaron una menor talla, de casi 13 mm, siendo

esto contrario a lo esperado.

Por otra parte en la incidencia de 30% exceptuando al grupo de 0 pl CPF/L que ya se mencion6 con

anterioridad, los organismos en los tratamientos con el agroquimico alcanzaron una talla de 14mm.

Finalmente los organismos pertenecientes a 0 pl CPF/L y al tratamiento de 0.05 pl CPF/L con una
incidencia del 0% obtuvieron una talla maxima de aproximadamente 14.5 mm, mientras que los
tratamientos de 0.025 y 0.10 pl CPF/L obtuvieron una talla maxima de aproximadamente de 14 y 13.5

mm respectivamente.

De manera similar a lo observado con la temperatura de 15° es notoria la mayor talla para el grupo de
0 pl CPF/L principalmente durante los primeros dias, sin embargo en dias posteriores los demas
tratamientos alcanzan tallas similares, cabe destacar que bajo la incidencia de 65% esto no se observa,

terminando por tener una talla menor el tratamiento de 0 pl CPF/L.
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Gréfica 5. Tallas promedio alcanzadas por los organismos bajo los diferentes tratamientos a cada una de las radiaciones de

luz UV-B y a una temperatura de 21°C. Tukey: Tratamientos respecto a la concentracién de agroquimico, 0 pl CPF / L

(ABCD), 0.025 pl CPF /L (A), 0.05 pl CPF /L (AC), 0.10 pl CPF /L (AD) y Control (AB).
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Por ultimo respecto a la talla los organismos expuestos a la temperatura de 25°C, estos obtuvieron un

tamafio ligeramente menor que los organismos presentes en las otras temperaturas.

En los tratamientos expuestos a la temperatura de 25°C son los organismos pertenecientes al
tratamiento de 0.05 pl CPF/L con una radiacion UV-B de 65% los que obtuvieron el mayor tamafio con

15.5 mm.

Pasando a los organismos presentes en los tratamientos bajo una radiacion UV-B de 100% fue 0.10 pl
CPF/L el que alcanzé la mayor talla, siendo esta de casi 16 mm, seguida de los demas tratamientos con

aproximadamente 14 mm.

Los organismos presentes en los tratamientos con radiacion UV-B de 65 % alcanzaron tallas de 16 mm,
siendo esta del tratamiento de 0.05 pl CPF/L, seguida de los tratamientos de 0 y 0.025 con
aproximadamente 14 mm, los organismos con menor talla en este porcentaje de incidencia fue el grupo

de 0.10 pl CPF/L con apenas aproximadamente 13 mm.
La incidencia de radiacion de 30% obtuvo su valor de talla maximo con los tratamientos de 0 y 0.025
pl CPF/L con 15 mm, mientras que los dos grupos restantes alcanzaron una talla maxima aproximada a

los 14 mm.

Con una incidencia de 0% se obtuvo una talla de 14.5 mm para los tratamientos de 0 y 0.10 pl CPF/L,

observandose las menores tallas en los grupos de 0.025 y 0.05 donde la talla maxima fue de 14 mm.
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Gréfica 6. Tallas promedio alcanzadas por los organismos bajo los diferentes tratamientos a cada una de las radiaciones de

luz UV-B y a una temperatura de 25°C. Tukey: Tratamientos respecto a la concentracién de agroquimico, 0 pl CPF / L

(ABCD), 0.025 pl CPF /L (A), 0.05 pl CPF /L (ABD), 0.10 pl CPF / L (C) y Control (B).
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Con respecto al nimero de organismos que eclosionaron y la velocidad a la cual se llevd a cabo la
eclosion se observo hasta cierto punto una disminucion en el nimero de eclosiones, aunque no es tan

evidente una afectacién en los tiempos en los que se llevo a cabo la eclosion, al menos visualmente.

En los organismos bajo las condiciones de temperatura de 15°C y una incidencia UV-B al 100% se
observé una mayor eclosién en los grupos de 0 y 0.05 pl CPF/L con quince y doce organismos
eclosionados, bajando a diez organismos para 0.025 y 0.10 pl CPF/L. Los primeros eventos de eclosion
se llevaron a cabo en el quinto dia, siendo el noveno dia el que tuvo un mayor niimero de eclosiones
con 19 organismos eclosionados, el dia 16 fue el ultimo donde se registr6 eclosiéon con un total de

cinco.

Para la incidencia al 65% a la misma temperatura se observa una disminucién en las eclosiones de
todos los tratamientos contando con ocho organismos eclosionados todos los tratamientos con
agroquimico y con diez eclosiones el tratamiento sin el quimico. En este caso las eclosiones
comenzaron a partir del sexto dia con tres organismos eclosionados, dandose el mayor numero de
eclosiones durante el séptimo dia con once eclosiones, durante los dias 13 a 16 hubo un segundo evento

de eclosiones, siendo el ultimo dia de eclosién el dia 16 con tres.

Con una incidencia del 30% se observa un numero similar de eclosiones, para los tratamientos de 0 y
0.025 pl CPF/L con ocho organismos eclosionados en cada uno, observandose para el resto de
tratamientos una eclosion de once organismos cada uno. Respecto al tiempo de eclosion este se inicio
al sexto dia con una unica eclosién, se observaron dos eventos de eclosion durante los dias siete y
nueve con un total de organismos eclosionados de 11 y 16 respectivamente, durante los dias 14 y 15

hubo otro evento de eclosién menor, siendo el dia 15 el dltimo en presentar eclosiones.

Por tltimo bajo una incidencia del 0% los grupos con mas eclosiones fueron los de 0.05 y 0.10 pl
CPF/L con trece organismos eclosionados, seguidos de 0.025 pl CPF/Lt con doce eclosiones, el
tratamiento de O jl CPF/L por su parte solamente tuvo seis eclosiones. Respecto al tiempo de eclosion
en estos, se dio a partir del quinto dia con un organismo eclosionado y finaliz6 al dieciseisavo dia con

la eclosién de un organismo, el dia con mayor nimero de eclosiones fue el noveno con 17.
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Eclosion con una incidencia de radiacion UV-B de 30% a 15 °C

Numero de eclosiones Tiempo de eclosion
16 10
=
12+
3
4
2 L
0o
8
o T T T T T T T T T T T T d
5 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
8 .
] Dias
L1
8
£ Eclosion con una incidencia de radiacion UV-B de 0% a 15 °C
&
g Numero de eclosiones Tiempo de eclosién
L ¥]
=)
§ 16 10
p=d
ol !
f\
6| .[9].
I
4l i
i
2t ﬂhﬂ [\ Jf
.’.\ ; Ill\ &\b\ ,T‘lﬂf,'\
of ' sedsssssssane

T T T T T T T T T 1

L
0 2 4 6 8 10 12 14 168 18 20 22 24

Dias
w0l CPF /Lt ——e—— QuICPF/Lt
mmmm 0.025 pl CPF /Lt ° 0.026 l CPF /Lt
.05l CPF/ Lt —— —y-—— 0054 CPF/Lt
e 010l CPF/ Lt — —a — = 010 d CPF/Lt

&= Control — @ —  Control

Graéfica 7. Numero de eclosiones y tiempos en las que se realizaron para los tratamientos expuestos a la temperatura de

15°C y las incidencias de radiacién UV-B de 100, 65, 30 y 0%.
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En la temperatura de 21°C para la incidencia de radiacion UV-B del 100% se observa un nimero de
eclosiones similar en los organismos pertenecientes a 0 pl CPF/L con 14 individuos, los tratamiento de
0.025 y 0.05 pl CPF/L contaron con 12 eclosiones, seguido del tratamiento con 0.10 pl CPF/L con
once organismos. Respecto al tiempo de eclosién, el primer dia donde se registré eclosién fue el
séptimo con cinco eclosiones, el dia con mayor nimero de eclosiones fue el noveno con 24 eclosiones

y el onceavo dia fue el dltimo en contar con registro con la eclosién de dos organismos.

Con la incidencia de radiacion UV-B de 65% se observd una disminucion en la eclosion en todos los
tratamientos, dandose una mayor eclosion en el tratamiento de 0.10 pl CPF/L con diez organismos,
seguida de 0 y 0.05 pl CPF/L con ocho y siete organismos respectivamente y por dltimo 0.025 ul
CPF/L con seis organismos. El primer dia en presentarse eclosion fue el séptimo dia con dos
eclosiones, el dia con mayor nimero de eclosiones fue el noveno con 24 eclosiones, el tltimo registro

de eclosion para esta incidencia de radiacion UV-B es el onceavo dia con 9 eclosiones.

Para el caso de la incidencia de radiacion UV-B de 30% se observo una mayor eclosion en el
tratamiento de 0 pl CPF/L con 14 organismos eclosionados, seguido de 0.05 y 0.10 pl CPF/L con once
organismos eclosionados cada uno y por ultimo 0.025 pl CPF/L con ocho eclosiones. En este se realizo
la primera eclosion en el séptimo dia, siendo de cinco organismos, el dia con el mayor nimero de
eclosiones fue el octavo con once organismos eclosionados, por tltimo en el dia 11 se dio el ultimo

evento de eclosion con ocho organismos.

Por udltimo para la incidencia de 0% a esta temperatura se observa una mayor eclosién en el tratamiento
de 0.025 pl CPF/L con 13 organismos, seguido de 0.05 pl CPF/L con doce y posteriormente por 0 y
0.10 pl CPF/L con ocho y seis eclosiones respectivamente. En esta incidencia de radiacion UV-B el
evento de eclosion comenzd el séptimo donde eclosionaron tres organismos, el dia con mayor nimero
de eclosiones fue el noveno con 12 eclosiones y el dltimo dia de eclosion fue el doceavo dia con ocho

organismos.
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Eclosion con una incidencia de radiacion UV-B de 30% a 21 °C
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Graéfica 8. Numero de eclosiones y tiempos en las que se realizaron para los tratamientos expuestos a la temperatura de

21°C y las incidencias de radiaciéon UV-B de 100, 65, 30 y 0%.
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A diferencia de lo observado en las temperaturas anteriores para la temperatura de 25°C se observé una

disminucién en el nimero de eclosiones.

Con base en lo observado, los organismos bajo una radiacion UV-B del 100%, donde el mayor niimero
de eclosiones se dio en el grupo de 0 pl CPF/L con 12, seguido de 0.10 pl CPF/L con siete, y por
ultimo 0.025 y 0.05 ul CPF/L con cinco y cuatro respectivamente. Sobre el tiempo de eclosion, este se
llevé a cabo a partir del sexto dia con una eclosion y hasta el noveno con 13, siendo este tltimo donde

se observo el mayor numero de eclosiones.

Para la incidencia de 65% el mayor nimero de organismos eclosionados fue en 0.025pul CPF/L con
siete organismos, seguido de 0.05 pl CPF/L con seis y por ultimo 0 y 0.10 pl CPF/L con cinco y tres
organismos respectivamente. En este caso la primera eclosion se dio en el sexto dia, siendo de un solo
organismo del tratamiento de 0 pl CPF/L, en el séptimo dia se llevaron a cabo el mayor ntimero de

eclosiones con un total de nueve, siendo el dltimo dia de eclosiones el noveno con tres.

En el caso de la incidencia del 30 %, se obtuvo eclosion de cuatro organismos para 0 pl CPF/L, once
eclosiones para 0.025 pl CPF/L y ocho y seis eclosiones para 0.05 y 0.10 pl CPF/L respectivamente.
En este, el evento de eclosién comenz6 en el sexto dia con dos organismos en 0 pl CPF/L, siendo el
séptimo dia el que present6 mayor nimero de eclosiones con 16, siendo el ultimo dia de eclosiones el

NOoveno con seis.

Por ultimo, para la incidencia de 0% de radiacion UV-B, el tratamiento con mayor niimero de eclosién
fue 0.025 pl CPF/L con doce organismos, mientras que el resto de tratamientos obtuvieron solamente
seis organismos eclosionados cada uno. En este caso la eclosién comenzé en el séptimo dia con 20
organismos, siendo este el dia con mayor nimero de eclosiones y terminé el noveno dia con la eclosién

de tres organismos.
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Eclosion con una incidencia de radiacion UV-B de 30% a 25 °C
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Gréafica 9. Numero de eclosiones y tiempos en las que se realizaron para los tratamientos expuestos a la temperatura de

25°Cy las incidencias de radiaciéon UV-B de 100, 65, 30 y 0%.
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Cabe destacar que los organismos en todos los tratamientos bajo las condiciones de temperatura y
radiacion UV-B, asi como los que incluian las diferentes concentraciones de agroquimico tuvieron una
menor sobrevivencia en comparacion a los organismos presentes en el grupo control, el cual no estuvo
bajo ningun tipo de incidencia de temperatura, ni de radiacion o del agroquimico, notandose en este
ultimo una muy baja disminucién en la cantidad de organismos durante el mismo tiempo de
observacion, esto se reafirma con los resultados estadisticos obtenidos en el ANOVA de tres vias donde
se expresa la existencia de una interaccién estadisticamente significativa entre el factor de radiacién
UV-B y del agroquimico con una P = 0.022, evidenciando el efecto de estos factores sobre los
organismos expuestos, por otra parte, también se presentd una interaccion estadisticamente

significativa entre la temperatura y la radiaciéon UV-B con una P < 0.001 (Tabla 2).

Respecto a la talla promedio obtenida en todos los organismos, existe una diferencia entre la talla final
alcanzada por aquellos bajo la incidencia de los factores con respecto a la talla alcanzada por los
organismos del grupo control durante el mismo tiempo de observacion, revelandose en el estudio
estadistico una interaccion estadisticamente significativa entre los factores de temperatura y el
agroquimico con una P < 0.001 (Tabla 3), siendo mas marcada la diferencia con respecto a la

sobrevivencia y la inviabilidad que respecto a la talla.

De manera similar el tiempo de eclosion de los organismos bajo la incidencia de los factores no se vio
marcadamente diferente a los tiempos obtenidos por los organismos del grupo control, de hecho para
esta no existieron valores estadisticamente significativos (Tabla 4), sin embargo si es notorio para la
mayoria de los casos un ntmero de eclosiones mucho menor en comparacion a la observada en el
control, disminuyendo con respecto al aumento de los valores de incidencia de temperatura y radiacion
UV-B y la concentraciéon de agroquimico, observandose mayores casos de inviabilidad con respecto al
grupo control en el cual la inviabilidad fue muy baja, en este caso se obtuvieron diferencias
significativas entre la interaccion de los tres factores, con una P < 0.001 en la interaccion entre el factor
de radiacion UV-B y el agroquimico y la interaccion de la radiacion UV-B y la temperatura, por su

parte en la interaccion entre la temperatura y el agroquimico se obtuvo una P = 0.022 (Tabla 5).
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Tablas 2, 3, 4 y 5 en orden de arriba abajo. Resultados del ANOVA de Tres Vias para cada una de las variables de

respuesta, enlistandose los factores de estudio, donde DF son los grados de Libertad, SS es la suma de cuadrados y MS es el

cociente entre la suma de cuadrados y sus grados de libertad.
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También se detectaron malformaciones en organismos presentes en los tratamientos con clorpirifos y
no se detecté ningin tipo de malformacién en ninguno de los organismos del grupo control. Se
detectaron espasmos y movimientos erraticos por parte de los organismos expuestos al agroquimico.
Entre las malformaciones detectadas se encuentra la lordosis, que es una curvatura de la espina dorsal,
se detect6 igualmente la deformacion de la boca en algunos de los organismos expuestos,
desarrollandose en forma de tridngulo y en el caso algunos organismos expuestos al agroquimico se
observo una inflamacién ventral. Cabe destacar que algunos de los organismos que presentaron esta
alteraciéon también presentaron lordosis, se observaron diferencias en las afectaciones en dos
organismos dentro del mismo contenedor, uno que no presentd sintomas y otro con inflamacién ventral
y lordosis, por lo que los organismos podrian ser diferentemente afectados bajo las mismas
condiciones. En la mayor temperatura de 25°C se presentd inflamacién ventral en muchos de los
embriones dentro del huevo, y de igual forma se observo en tres organismos dentro de los tratamientos

con clorpirifos que desarrollaron una coloracién amarillo mostaza.

Figura 3. Organismos en el tratamiento con una Figura 4. Organismo en el tratamiento de 0.05 pl/Lt y
concentracion de 0.025 pl/Lt y una incidencia de una incidencia del 100% de radiacién UV a 15°C, el
radiacién UV del 0% a 15°C, uno de ellos presenta organismo present6 lordosis poco después de su
lordosis y est4 inflado ventralmente. eclosion.
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Figura 5. Organismo en el tratamiento de 0.10 pl/L y Figura 6. Organismos en el tratamiento con una

una incidencia del 100% de radiacién UV a 25°C, el concentracion de 0.10 pl/L y una incidencia de

organismo present6 un inflamacion en la parte ventral. radiacién UV del 30% a 15°C. Los organismos
presentaron una deformidad presente

en la boca de forma picuda.

Figura 7. Organismo en tratamiento de 0.10 pl/L a Figura 8. Organismo en el tratamiento de 0.10 pl/L
25°C presenta un cambio de coloracién a un color con incidencia de 65% a 25°C, con el vientre inflado.

amarillento y lordosis.
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Discusion.

Conforme se mantenga un aumento en la cantidad de recursos necesarios para mantener la alimentacion
de la poblacion humana, también existira una mayor probabilidad de interaccion entre los quimicos
utilizados para la produccion alimentaria y los organismos que se sittian en las inmediaciones, siendo
este el caso de A. mexicanum el cual carece de las caracteristicas necesarias que le permitan desplazarse

fuera de la zona donde se presentan estos contaminantes.

Wijesinge et al., 2010 mencionan que para el caso de los anfibios se espera una susceptibilidad mayor a
contaminantes acuaticos durante la etapa larvaria de los organismos, esto debido a la presencia de
branquias y la condicién “desnuda” de la piel de las larvas, asi como a la permanencia de estas en el
medio acuatico, siendo mucho menor la exposicion para el caso de los organismos adultos, los cuales

después de la metamorfosis queratinizan su piel y pueden permanecer mayor tiempo fuera del agua.

El caso de A. mexicanum es particular, ya que este transcurre todo su periodo de vida dentro del agua
debido a que posee la cualidad de neotenia, la cual le permite alcanzar etapas reproductivas sin la
necesidad de finalizar la metamorfosis, razon por la cual no experimentan la queratinizacion de la piel
y siguen manteniendo las branquias, tales caracteristicas lo exponen a los contaminantes disueltos en el

cuerpo de agua y particularmente en las etapas de vida reproductivas.

Respecto a la sobrevivencia de los organismos bajo la incidencia de las tres variables se observa que
ésta es generalmente menor conforme aumentan los valores de incidencia, viéndose de manera
escalonada la disminucién de organismos en la gréfica, esto difiere con lo encontrado por Cram et al.
(2009), quienes reportaron una LC 50 en larvas tempranas a la exposicion de CPF a 96 horas en las
concentraciones de 0.75 a 1 mg CPF / L observandose en sus resultados una subita baja de individuos a

estas concentraciones.
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A diferencia del presente trabajo, Cram et al. (2009) realizaron experimentos con larvas tardias,
reportando que la sensibilidad al quimico es mayor en larvas tempranas, seguidas de larvas tardias y
por ultimo los embriones, siendo estos los mas resistentes, esto es similar a lo encontrado en
organismos bajo las temperaturas de 15 y 21 °C donde la sobrevivencia de los embriones era mayor en
comparacion de la sobrevivencia después de la eclosion, a diferencia de estas, a la mayor temperatura
de 25 °C se observo una mayor inviabilidad, sin que esto implique una mayor sobrevivencia de las

larvas eclosionadas, las cuales a esta temperatura también presentaron una baja sobrevivencia.

Por su parte Castan et al. (2020) sugieren que los efectos de los plaguicidas organofosforados es
irreversible en etapas tempranas de la especie, concluyendo esto después de evaluar la tasa de
mortalidad utilizando organofosforados malation y diclorvos (DDVP). Tales efectos se encontraron
inclusive a la concentracién menor de 5.7 y 1.5 mg/L respectivamente; de manera similar en el presente
trabajo se observaron afecciones en la sobrevivencia de los organismos bajo la incidencia del pesticida
organofosforado clorpirifos etil, incluyendo aquellos expuestos a la menor concentracién de 0.025 pl
CPF/L, con la diferencia que en este se evalué no tnicamente la accién del agroquimico, sino su

sinergia con la temperatura y la radiacion UV-B.

Respecto a las afecciones reportadas por otros autores se ha observado pérdida de equilibrio, afecciones
en la actividad motora, convulsiones, espasmos y temblores (Robles et al., 2009), por su parte Cruz
(2009) reporta convulsiones, fallo respiratorio y arritmias cardiacas, mencionando que la muerte del

organismo puede ser debida a la anoxia (falta de oxigeno en tejidos).
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Varias de estas afecciones se reafirman en el presente estudio, tal como son las convulsiones, espasmos
y temblores, asimismo se observaron otras afecciones como movimientos erraticos, nado de lado o
bocabajo, nula reaccion a estimulo fisico, boqueo regular en algunos organismos, inflamacién ventral
presente en organismos después de su eclosion y bajo la incidencia del agroquimico en conjunto a los
demas factores, observandose en menor medida en organismos bajo la incidencia de la radiacion UV-B
y temperatura Ginicamente (figuras 3 y 5), esta condicién se presentd frecuentemente en organismos a la
mayor temperatura de 25 °C, por otra parte también se observé una inflamacién ventral en varios
organismos antes de su eclosién y de manera similar esta condicién fue relativamente comun en
organismos bajo la incidencia de temperatura de 25 °C (figura 8). Esa condicion podria haber influido
en la gran inviabilidad observada en grupos bajo este ultimo factor, asimismo se report6 un cambio en
la coloracion de algunos organismos, siendo observado unicamente en organismos bajo la incidencia de

la temperatura de 25 °C y bajo alguin valor de concentracién de agroquimico (figura 7).

Las afecciones con respecto a la movilidad de los organismos se relacionan con la inhibicién de la
enzima acetilcolinesterasa (AChE) que ocasiona el agroquimico, efecto que se ha reportado para los
agroquimicos organofosforados; esta enzima trabaja en la sinapsis nerviosa y la disrupcién en esta es
debida a que el neurotransmisor acetilcolina no es hidrolizado por la AchE, ya que el pesticida termina
uniéndose al sitio activo donde deberia unirse la acetilcolina para lograr hidrolizarse, terminando por
quedar fosforilada y provocando a su vez que la estimulaciéon en las células efectoras sea mas

prolongada (Cruz, 2009), generandose las reacciones antes mencionadas.

Cabe destacar que las concentraciones reportadas en varios trabajos cambian con respecto a las
concentraciones utilizadas en este experimento, la razén podria derivarse de que en otros proyectos se
utilizaron Clorpirifos suministrado por laboratorios quimicos, mientras que en el presente estudio se
buscé utilizar productos que pudieran ser mas accesibles para la gente que los utiliza en las tierras de

plantacién.
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Por otra parte en estudios con otros anfibios se han reportado condiciones similares ante la exposicién a
agroquimicos, tal es el caso de lo reportado por Bacchetta et al. (2008) quienes evaluaron los efectos
causados por Carbaryl (CB) en embriones de rana Xenopus laevis, observando condiciones como son el
edema abdominal, descrito como una condicién donde existe un alojamiento de fluidos entre las células
generando una inflamacion, en concentraciones del agroquimico de 16 y 24 mg/L, siendo esto similar a
lo observado en algunos organismos de A. mexicanum expuestos a clorpirifos etil donde se observé una
inflamacion ventral, destacando que esta condicién no fue observada en organismos que no estuvieran
presentes en el medio con el agroquimico, por lo cual esta afeccién puede ser tinicamente causada por

el quimico, sin que exista relacion con los factores de temperatura y radiacion UV-B.

En el mismo trabajo se encontrd que inclusive para las menores concentraciones de (CB) de 1, 2y 4
mg/L. esta generaba en las larvas un doblamiento de la notocorda, generando en ocasiones
retorcimiento y una orientacién erronea de los miotomas (fibras musculares inervadas por un nervio
espinal o raquideo), generando espasmos tetanicos musculares (pulso aplicado a tejido muscular
resultante de una contraccion simple o nerviosa), asi como malformaciones espinales como escoliosis
(curvatura en forma de S de la columna dorsal) o la lordosis (curvatura dorsal de la columna dorsal en

forma de U).

Bonfanti et al. (2004) evaluaron igualmente en X. laevis ocho concentraciones de CPF desde 50 a 6,000
pg/L, encontrando malformaciones en el total de organismos expuestos a partir de la concentracion de
750 pg/L, observando afecciones ventrales y/o doblamiento lateral de la cola, asi como forma anormal
de las branquias, reportando diferencias significativas entre el grupo control, y el tratamiento a partir de
100 pg/L. De manera similar a lo reportado por Bachetta et al. (2008) observaron una orientacion
errénea de los miocitos, orientdndose paralelamente a la notocorda, observando para CPF una flexion
en la misma, igualmente los miotomas (donde se agrupan los miocitos) fueron de menor tamafio y
deformados en comparacion a su control, obteniendo una correlacion entre la inhibicion de AchE y los

porcentajes de malformacién con una r* = 0.97 y una P < 0.01.
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De manera similar Honrubia et al. (1993) reportaron efectos en la notocorda en renacuajos de Rana
perezi expuestos al pesticida Carbamato marca ZZ-Aphox, del cual se reporta una accion similar a los
pesticidas organofosforados, obteniendo en estos una forma irregular de la notocorda en los organismos
tratados, especialmente en dosis mayores, mencionando afecciones en la envoltura conectiva
peronotocondrial, la cual se conforma de capas internas de fibroblastos, cubiertos por una capa de
fibras de colageno y una capa externa de fibras elasticas, encontrando en los organismos alimentados
con comida contaminada un adelgazamiento en esta estructura, mientras que en organismos dentro del
agua contaminada observaron ondulaciones en las fibras de colageno, seguidas de un curso irregular.
Aunque en el presente trabajo no se estudiaron los mecanismos por los cuales la notocorda se afecta,
teniendo en cuenta que algunos de estos mecanismos y sus efectos podrian ser especie-especificos, las
afecciones observadas en ambas especies de anfibios sugiere que los mecanismos de afeccién sobre A.

mexicanum podrian ser los mismos.

Otro agroquimico con una accion similar sobre la AchE en anfibios es el carbamato metomil, este fue
evaluado por Seleem (2019) sobre larvas del sapo Bufo arabicus exponiendo tres estadios a una
concentracion de 10 ppm del agroquimico , encontrando en los estadios mas jovenes escoliosis, torsion
de la cola y osificacién incompleta de la columna vertebral, en organismos del estadio mayor se
observé cifosis, que es una curvatura hacia delante de la espina dorsal en forma de n, para A.
mexicanum lo observado en este trabajo fue la presencia de lordosis la cual se caracteriza por un
doblamiento en la espina dorsal al contrario, en forma de U, otra prueba de que algunas afecciones son
especie-especificas, de igual manera en B. arabicus se encontr6 retraso de la regresion de la cola,
debido a la metamorfosis, falta de formacién de apdfisis vertebral y problemas de osificacion en
falanges de los dedos. Con respecto a las afecciones de la notocorda se observé de manera similar en
los trabajos anteriores una orientacion incorrecta de miotomas con reduccion en nimero y volumen, asi

como un incremento de espacios extracelulares entre miocitos y regiones vacuoladas.
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Lo observado en otros trabajos sobre la accion de pesticidas que influyen en AchE sobre diferentes
especies de anfibios constatan una accion similar en A. mexicanum bajo la incidencia del clorpirifos etil
y en conjunto a las diferentes temperaturas y radiaciones UV-B, sugiriendo dafios similares sobre la
notocorda, observado afecciones a la movilidad probablemente causadas por problemas en el desarrollo
de la notocorda y la orientacién de los miotomas, asimismo en varios organismos se observé de manera

similar tanto escoliosis como lordosis relacionadas con las problematicas reportadas en la notocorda.

En otro orden de ideas, la baja viabilidad observada, la cual fue en aumento conforme se elevaron las
concentraciones de CPF asi como la temperatura y la radiacion UV-B sobre los organismos; esto puede
parcialmente explicarse debido a que el aumento en la temperatura genera una disminucion del oxigeno
disuelto presente en el agua, lo cual interfiere en el desarrollo embrionario y puede acelerar o suprimir
la eclosién (Dutta, 2018), aunando a la temperatura se tiene el efecto adverso de la sinergia con el

agroquimico y la radiacion UV-B.

En los organismos que lograron eclosionar, al encontrarse en un medio donde el oxigeno disuelto
disminuia conforme aumentaba la temperatura, se esperarian mayores problematicas en el crecimiento
y el desarrollo debido al gasto energético para su movimiento hacia la superficie para respirar (Dutta,
2018); en este caso la diferencia en la talla de los organismos no fue tan evidente visualmente, no
obstante las otras variables de respuesta dejan patente que si existen afecciones en los organismos

cuando se compararon con lo observado en el grupo control.

En relacion a la temperatura Briggs et al. (1984) reportaron que embriones de ajolote mantenidos de 20
a 22 °C presentaron efectos en el desarrollo, particularmente durante la gastrulacién, mientras que
embriones mantenidos a 10 °C presentaron su desarrollo normal. Los embriones a una temperatura de
18 °C generaron problematicas como arresto en blastula tardia, gastrulacién incompleta, hinchazon del
intestino e inhabilidad de establecer circulaciéon normal. En tanto a una temperatura mayor de 25 °C se
observo que los embriones detenian su desarrollo antes o durante la gastrulacion. En este trabajo A.
mexicanum presento una gran inviabilidad en los organismos sometidos a la misma temperatura de 25
°C, esta retencién del desarrollo en los organismos podria explicar la accién en conjunto de la radiacion

UV-By el agroquimico.
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En lo que respecta al tiempo en el que se realizaron las eclosiones, este no se vio afectado, realizandose
la gran mayoria de eclosiones entre los dias seis y nueve sin importar la incidencia de los factores. Se
hubiera esperado que se produjera una eclosion mas rapida en los organismos bajo la incidencia de
mayores temperaturas. La razon por la cual el tiempo de eclosion de los organismos a mayores
temperaturas resultd similar al tiempo de eclosion de organismos sin la incidencia de la temperatura
podria deberse a un retraso debido a la interaccion con el agroquimico, ya que de manera similar Aydin
y Kopriicii (2005) reportaron un retraso de la eclosion en la carpa comun (Cyprinus carpio) con el
aumento del agroquimico organosfosforado diazinon, mencionando que esto podria ser un mecanismo

de defensa ya que el corion del huevo actia como una barrera contra este tipo de contaminantes.

Por su parte Osterauer y Kohler (2008) reportaron una situacion similar utilizando el mismo
agroquimico sobre embriones de pez cebra (Danio reiro) haciendo mencién que este retraso en la
eclosion podria deberse a la intervencién del quimico sobre la actividad de la enzima corinaza, en el
incremento de la presién pervitelina, en la contraccion muscular y en la toma activa de agua por el
embrion, siendo estos procesos relacionados con la eclosion. Por lo que a pesar de desconocerse como
se lleva a cabo este proceso en embriones de A. mexicanum, se puede intuir que una situacion similar

pudiera ser responsable de los tiempos de eclosion observados en el presente estudio.

Si bien muchas de las afecciones causadas por los agroquimicos y la temperatura han sido ampliamente
reportadas, el caso de la radiacién UV-B no ha sido tan estudiado, a pesar de conocerse de manera
general que influye en viabilidad de varias especies de anfibios, generalmente disminuyendo la
viabilidad de los organismos en desarrollo, tal como lo han llegado a reportar autores como Bancroft et

al. (2010).
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Conclusiones.

Se evidencia la existencia de un efecto sinérgico de las probleméticas causadas por el calentamiento
global como son el aumento de la temperatura y una mayor incidencia de la radiacion UV-B en
conjunto con la contaminacién de agrogimicos sobre las primeras etapas de vida de la especie A.

mexicanum.

Se demuestra que los organismos expuestos a la sinergia de los factores manifiestan una disminucion
en su sobrevivencia, siendo principalmente atribuida a la interaccién entre la temperatura y el
agroquimico, tal interaccion se presenta de manera inversamente proporcional a los valores de

incidencia de la temperatura y la concentracion del agroquimico.

Respecto a la eclosion se evidencié una menor cantidad de organismos con respecto a los valores de los
factores, los cuales se relacionan a la interaccién de los tres factores, siendo particularmente evidente la
inviabilidad con los factores de mayor valor como es el caso de la temperatura a 25 °C. Sin embargo, el
tiempo en que se llevd a cabo el evento de eclosion no varié del todo presentandose la mayoria de

eclosiones entre los dias seis a nueve.

Se observaron diferencias en las tallas alcanzadas por los organismos, siendo estas diferencias
explicadas por la interaccion de los factores de temperatura y el agroquimico. Las afecciones a la talla
de los organismos podrian ser patentes durante toda la vida del individuo, ya que se ha reportado que

los dafios causados por agroquimicos en estas etapas podrian ser irreversibles.

Con respecto a las afecciones morfologicas observadas en los embriones antes de su eclosién, la mas
comun fue una inflamacién ventral cerca de la cabeza, muy observada en organismos bajo las mayores
incidencias, muchos de estos organismos no presentaron eclosion. Para complementar el presente
trabajo, realizar estudios histoldgicos para comprender como se lleva a cabo el desarrollo del embrion
bajo estos cambios morfolégicos y como esto deriva en las condiciones morfoldgicas después de la

eclosién en estas condiciones podria ser de gran interés.
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Las afecciones morfoldgicas y de movimiento observadas en los organismos ya eclosionados abarcan
la lordosis, la escoliosis y edema ventral desde la cabeza hasta la cloaca, en algunas ocasiones
presentandose en conjunto. Respecto a su movimiento se observo nula o leve respuesta a estimulos

fisicos, movimientos erraticos, boqueo, espasmos y convulsiones.

Por ultimo, el tnico cambio en la coloracion observado se dio en algunos organismos en tratamientos
con el agroquimico y bajo la incidencia de temperatura de 25 °C, generando un cambio del color
normal marrén suave a una coloracién café-amarillenta méas brillante, no se observé ningtin otro

cambio de coloracion en ningtn otro organismo bajo las demas condiciones.

A pesar de haberse reportado las diferentes afecciones que sufre la especie al interactuar con
contaminantes como son los agroquimicos, es insuficiente el trabajo con respecto a las afecciones que
pueda sufrir con respecto a la incidencia de luz UV, de igual manera falta conocimiento con respecto a

las afecciones que diversas problematicas generan sobre la especie en conjunto.

Seria de interés realizar mas pruebas con rangos de temperatura mas amplios para poder identificar de
mejor manera los gradientes de sinergia entre los tres factores evaluados, de igual manera realizar este
tipo de estudio en diferentes estadios de la especie ayudaria a comprender las diferencias en el nivel de

afecciones que un mismo valor del factor puede generar.
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