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RESUMEN

El presente estudio evalu6 el impacto genotoxico del agua y sedimento de la
Reserva Ecoldgica Las Cuevas ubicada en el municipio de Apetatitlan Antonio de
Carvajal empleando a la carpa comun (Cyprinus Carpio) para la valoracion del riesgo
ambiental derivado de las actividades antropicas que se desarrollan alrededor de esta
RE. Con el fin de evaluar las posibles diferencias en las respuestas por estrés y
condiciones ambientales, se compararon los disefios experimentales in situ (tomando
organismos que habitan en la zona) e in vivo (condiciones controladas exponiendo a
organismos a matrices de la zona) realizando la exposicién de estos en un periodo de
dos semanas. El agua de la RE Las Cuevas produjo una frecuencia de micronucleos
(8.06 £ 2.4 MN/1000) dos veces mayor que el valor obtenido para los organismos que se
sometieron al proceso de desintoxicacion (3.7 £ 2.5 MN/1000 CT), ademas se analizaron
otro tipo de efectos tal es el caso de las anormalidades nucleares (AN), de esta manera se
obtuvo el promedio de la frecuencia de células globuladas (7.1 + 3.75 GB/1000 CT) y células
con muescas (5.8 £ 3.22 MU/1000 CT), los resultados fueron estadisticamente diferentes
al control (2.4 + 1.32 GB/1000 CT y 1.8 £ 1.55 MU/1000 CT). Referente al ensayo comenta
Las moléculas de ADN con los diferentes niveles de dafio se incrementaron
significativamente con respecto al control negativo a excepcion del punto P1(6.67+1.53) en
donde se aprecian valores similares al CN (6.33+0.58), la case 1y 2 las que presentaron
mayor porcentaje, destacando que en el punto RC5 se encuentra el nivel mas alto de dafio
inclusive superando al nivel CP con valores de 60.00+22.52 y 33.51+5.69 respectivamente.
Los resultados de este estudio confirman la utilidad de Cyprinus carpio como

bioindicador de contaminacién ambiental.



ABSTRAC
The present study evaluated the genotoxic impact of the water and sediment of the Las
Cuevas Ecological Reserve located in the municipality of Apetatittan Antonio de Carvajal
using the common carp (Cyprinus Carpio) for the assessment of the environmental risk
derived from the anthropic activities that take place around it. of this RE. In order to evaluate
possible differences in responses due to stress and environmental conditions, the
experimental designs were compared in situ (taking organisms that live in the area) and in
vivo (controlled conditions exposing organisms to matrices in the area) by performing the
exposure of these in a period of two weeks. The water from the Las Cuevas RE produced a
frequency of micronuclei (8.06 + 2.4 MN/1000) twice higher than the value obtained for the
organisms that underwent the detoxification process (3.7 + 2.5 MN/1000 CT), and were also
analyzed Another type of effect is the case of nuclear abnormalities (NA). In this way, the
average frequency of globulated cells (7.1 + 3.75 GB/1000 CT) and cells with notches (5.8
+ 3.22 MU/1000 CT) was obtained. ), the results were statistically different from the control
(2.4 £1.32 GB/1000 CT and 1.8 + 1.55 MU/1000 CT). Regarding the test, he comments that
the DNA molecules with the different levels of damage increased significantly with respect
to the negative control, except for point P1 (6.67+£1.53) where values similar to CN
(6.33+0.58), case 1 and 2 those that presented the highest percentage, highlighting that at
point RC5 the highest level of damage is found, even exceeding the CP level with values of
60.00£22.52 and 33.51+5.69 respectively. The results of this study confirm the usefulness

of Cyprinus carpio as a bioindicator of environmental pollution.



l. INTRODUCCION
1.1 Marco Teorico
[.1.1 Ecosistemas Acuaticos
Los cuerpos de agua continentales se forman por la interaccién de la orografia y la entrada
del agua proveniente de la lluvia, del derretimiento de la nieve o del hielo de los glaciares,
en ellos se desarrolla una amplia gama de ecosistemas que van desde las charcas y rios
intermitentes, hasta los manantiales, rios permanentes, lagos, lagunas y esteros, sus
caracteristicas ecoldgicas variar segun las condiciones particulares de las cuencas, asi
como del clima, suelo, tipo de vegetacién y biodiversidad. Los ecosistemas acuaticos
continentales pueden dividirse en sistemas l6ticos y lenticos, los primeros corresponden a
aguas superficiales y se caracterizan por estar en movimiento como rios y arroyos y los
Iénticos son almacenamientos de agua, ya sea naturales o artificiales como lagos, embalses
y presas (Arriaga et al., 2018).

Los ecosistemas acuéticos se consideran sumamente sensibles a las alteraciones
que se suscitan en los alrededores como la reduccién de la cobertura vegetal misma que
cumple un papel fundamental en la retencién de contaminantes toxicos, esta interaccion
que surge entre el medio terrestre y acuatico culmina con la constante exposicion a la
contaminacioén de origen antrépico (industrial, urbano, agricola, etc.) un ejemplo de este tipo
de aportaciones son las descargas clandestinas de drenaje, desechos y desperdicios
sé6lidos entre otros. La contaminacion que enfrentan los cuerpos de agua en la region puede
provenir de los efluentes de agua residual o industrial, emisiones atmosféricas, actividades
agricolas y ganaderia (Romero et al., 2010).

Los medios acuaticos son uno de los sistemas mas importantes para la vida ya que
en ellos encontramos el vital liquido sin embargo su disponibilidad esta limitada en cantidad,
calidad y distribucién en la superficie terrestre (SEMARNAT-CONAGUA 2016) aunado a
esta perspectiva la demanda del mismo se considera en aumento debido a la contante

3



expansion demogréfica urbanizada sobrepasando la capacidad de abastecimiento
(CONAGUA 2017), caracteristicas tan basicas como lo son la temperatura, la humedad
relativa, la altitud, el pH, la percepcién de una cuenca hidroldgica e inclusive el mal manejo
de los desechos de las comunidades aledafias han favorecido el deterioro de estos, los
procesos biogeoquimicos que se llevan a cabo en los medios acuéticos resultan muy
importantes para el crecimiento adecuado de los demés ecosistemas que los rodean.

El recurso hidrico ha sufrido importantes alteraciones, debido a multiples factores
contribuyendo a la contaminacion fisica, quimica y biolégica del agua. Esto ha generado la
alteracion del paisaje, incremento de sedimentos en los sistemas hidroldgicos, pérdida de
resiliencia de cuencas hidrograficas, asi como perdida de la cobertura vegetal que se ve
directamente asociada a cuerpos de agua, viéndose alteradas las propiedades naturales
del agua (Rondon, 2015). Las caracteristicas fisicas y quimicas de un ecosistema acuatico
pueden estar afectadas por diversos fendmenos naturales, pero también se ven
perturbados directa e indirectamente por las diferentes actividades antrépicas de la region
en la que se encuentren por tanto es importante considerar como un perturbador a cualquier
contaminante que por sus caracteristicas y procedencia llegue a exceder la capacidad de
resiliencia, esta funcion de regeneracion la poseen todos los cuerpos de agua como rios,
humedales, lagos y lagunas estos cuerpos dependen en su totalidad de la recarga de los
mantos acuiferos que se da gracias a la relacién que existe entre las estaciones del afio y
la pluviosidad de cada zona de la republica mexicana cabe destacar que la importancia es
alta en zonas caracterizadas como semiaridas, como las ubicadas en estado de Tlaxcala,
donde la mayor recarga suele suceder tras las lluvias intensas de los meses de que
comprenden de junio a septiembre donde la media de precipitacion estatal figura entre los
700 mm a 740mm anuales de acuerdo con el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia

(INEGI 2015).



La problemética con respecto a la calidad de los rios ha aumentado el interés
general, a fin de determinar, los componentes que influyen en la estructura, composicion y
dindmica actual de las cuencas hidrograficas (Ocampo et al., 2013). Las vulnerabilidades
de un ambiente acuético son muy variadas puesto que involucran practicamente el lugar
donde se encuentren ubicados, sin embargo, hay algunos que son generales y que con el
paso del tiempo se han ligado como el incremento de la urbanizaciéon de zonas que antes

se catalogaban virgenes:

a) Ubicacion de ecosistema acuatico.

b) Concentraciones de la carga vegetal.

c) Concentraciones de las cargas y recargas del ecosistema.
d) Procedencia de los caudales.

e) Recorrido del caudal.

Como respuesta a esta problematica, ha surgido la necesidad de realizar monitoreos
de los recursos biéticos con el propdsito de detectar cambios significativos en la flora'y en
la fauna (Margalef 1974), naturalmente la presencia de contaminantes no solo esta ligada
a la parte visual sino también a la parte de condiciones del agua, todo esto partiendo de las
evaluaciones integrales de los ecosistemas acuaticos que ayudan a formular mecanismos
de interaccion que favorecen el conocimiento que se tiene de entornos especificos desde

un contexto aterrizado en la ecologia y toxicologia.

[.1.2 La Problematica Ambiental de los Ecosistemas Dulceacuicolas

Las presiones que se ejercen actualmente sobre los diferentes ecosistemas dulceacuicolas
y la biodiversidad que poseen se ven evidenciadas desde diferentes frentes: el incremento
de las actividades productivas como la agricultura las descargas de diferente efluentes tanto
de origen industrial como doméstico entre otras, se encuentran alterando sus condiciones
fisicas, quimicas y bioldgicas, provocando que la calidad de éstos se deterioren
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disminuyendo los beneficios que brindan a la biota (Nichols, et al.,1986 Perissinotto et al,.
2010; Ferreira et al., 2011).

Es importante hacer mencién de que todos estos efectos pueden reflejarse dentro
de las areas que ocupan los ecosistemas acuaticos o bien sus cuencas, de ahi que los
diferentes escurrimientos superficiales generados por las precipitaciones hagan que las
areas agricolas carguen excesivamente de nutrimentos a los sistemas acuaticos generando
una contaminacion ubicada en las partes altas y estos por arrastre puedan alcanzar y
contaminar por medio de afluentes de menor caudal a los grandes rios o lagos, los
compuestos potencialmente téxicos, de origen natural y antrépico dentro de los cuales se
encuentran metales pesados, hidrocarburos, contaminantes organicos persistentes y
nutrientes afectan a los ecosistemas naturales generando diversos efectos tanto biol6gicos
como quimicos (Anzecc y Armacanz 2000, Muniz et al. 2006, Smith et al., 2006; Brugnoli et
al., 2007, Muniz et al., 2011).

Las principales amenazas para los ecosistemas acuaticos continentales son la
reduccibn o degradacién del habitat, la introduccion de especies invasoras, la
sobreexplotacién de los recursos pesqueros y el cambio climatico (UNESCO-WWAP,
2007). Sin embargo, existen otras como la construccién de presas y embalses para la
generacion de energia eléctrica, la sobreexplotacién del agua y su contaminacién por
descargas agricolas, municipales e industriales, en general los ecosistemas acuaticos son
alterados continuamente ademas la sinergia de contaminantes provenientes de las
multiples fuentes de contaminacion pueden provocar asociaciones deletéreas, como la
adsorcion de diferentes metales a particulas de sedimento que frente a cambios en ciertos
parametros fisico-quimicos rapidamente se vuelven biodisponibles (Newman y Clements,

2008).



[.L1.3 Calidad del Agua

La calidad de agua esta infimamente ligada con la interrelacidn socio cultural de un sitio
determinado, la subjetividad que posee este término permite que su aplicacion este
restringido a significado de que cada uno posee del agua hay que mencionar que este es
uno de los recursos mas importante para la sustentacién de la vida, favoreciendo el
crecimiento poblacional de un entorno determinado, dictaminada por los acuiferos, rios,
lagos y lagunas fungen como reservorios superficiales de donde se extrae este vital liquido
para el afloramiento de la biota.

Desde un punto de referencia cualitativo se puede decir que la calidad del agua se
define por el uso final deseado, es decir si su uso es para recreacion, pesca, consumo y/o
para habitat de organismos acuaticos necesita presentar ciertos grados de pureza, mientras
que el agua que se emplea para la producciéon de un recurso energético como son los
centros hidroeléctricos, las normas de calidad no tienden a tener una importancia relevante.
Por esta razon, la definicion de calidad del agua llega a ser muy amplia y en ocasiones
ambigua, sin embargo, hace énfasis a las caracteristicas fisicas, quimicas e inclusive
biol6gicas necesarias para los usos deseados. Mucho de este vital liquido después de ser
utilizado, suele regresar a los sistemas hidrolégicos superficiales y subterraneos, si no es
tratada, puede llegar a tener repercusiones graves al medio ambiente (Mendoza, 2007;
Rivera et al., 2009; Cutimbo, 2012). Las variables fisicas y quimicas suelen dar una idea
especifica de la calidad en la que se encuentran ciertos cuerpos de agua (Arango et al.,
2008).

El indice de calidad del agua (ICA) permite desde ciertos puntos referenciales hacer
comparaciones de los niveles de contaminacion que existen en diferentes area, en base a
lo anterior se puede entender que desde el criterio de evaluacion de la afectacion por
presencia de centros urbanos que por ciertas caracteristicas especificas producen una
cantidad de desechos (liquidos, acuosos y semiliquidos) que entran en rubros de calidades
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relativas que agrupadas permiten mediante comparaciones integrales ser cotejadas e
identificar los niveles de contaminacion que presentan ciertos cuerpos de agua, entre estos
parametros destacan la Demanda Bioldgica de Oxigeno (DBOs), la Demanda Quimica de
Oxigeno (DQO) y los Solidos Suspendidos Totales (SST).

Cada uno de estos parametros aporta informacién significativa que permite tener
formular un sistema legible y comparable, la DBOs y la DQO se encargan de la
determinacion y cuantificacion de la materia organica presente en los cuerpos de agua
determinados asi también la DQO permite determinar si en el efluente existen sustancias
que provienen de descargas no municipales, en especifico la primera de ellas determina la
cantidad de material organico que es biodegradable y la segunda de estas se encarga de
cuantificar la cantidad total de materia organica. Por otra parte, los SST pueden determinar
la capacidad de soporte de vida acuatica que posee un cuerpo de agua, es decir si el nivel
es elevado la capacidad albergar vida se vera severamente afectada. Estos tres factores
proporcionan una evaluacion pertinente que va desde un resultado con una condiciéon nula
de actividad antrépica hasta una altamente influenciada por las actividades antipocas de la

region (SEMARNAT, 20109).

1.1.3.1 Caracteristicas Fisicas y Quimicas

pH. Se refiere a una medida de la tendencia que puede seguir el agua con respecto a su
acidez o alcalinidad. Cuando el pH es menor de 7.0 indica una tendencia hacia un agua
acida, y cuando es mayor muestra una tendencia alcalina, la mayoria de los cuerpos de
agua naturales tienden a un pH entre 4 y 9, aunque se han tenido registros de algunos
ligeramente basico debido a la presencia de carbonatos y bicarbonatos. El pH bajo en agua
permite que los elementos toxicos y sus compuestos tengan una mayor movilidad y les
permita estar mas disponibles para los diferentes organismos que ahi habitan (Yan et al.,
2007; Minaverry, 2014). Esto ultimo facilita que los organismos empleados como
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bioindicadores puedan detectar perturbaciones en los entornos que son actualmente
estudiados.

Turbidez. Indica el gradiente del nivel de transmitancia de la luz dentro de la matriz
agua, es una medida de su calidad en relacion a la cantidad de materia suspendida coloidal
y residual, varia dependiendo de la fuente de luz, el método de medicion, las propiedades
de absorcion de luz por el material suspendido asi como por a concentracion que existe de
materiales dentro del agua.

La turbiedad ha sido una caracteristica aplicada como criterio para la evaluacion de
calidad del agua, tanto en pozos que funcionan como abastecimiento al igual que en los
procesos de potabilizacion y sistemas hidroldgicos, ya que es una de las mediciones mas
rapidas, economicas y que permiten una facil interpretacion de los datos obtenidos.
Kawamura (2000).

Conductividad. Es la medida de la capacidad del agua para transmitir la corriente
eléctrica, se mide con un conductimetro, mediante la resistencia del paso de una corriente
eléctrica entre dos electrodos (Ormarza 2011).

El agua pura no permite la conductividad, pero una vez que se ve alterada su
constitucion quimica afadiendo sales minerales puede convertirse en un excelente
conductor y esto dependera de la cantidad que exista en disolucién dentro de la misma,
este pardmetro se usa para determinar la salinidad del agua en términos de la capacidad
de conductividad eléctrica y se expresa en unidades de Siemens/metro (S.m -1) (Garcia,
2012; Ros, 2011).

Alcalinidad. Es la caracteristica que determina el potencial del agua para neutralizar
acidos, es definido para unos rangos especificos de pH. La medicion de alcalinidad total
indica la capacidad de neutralizacion a un pH de 4.5y la alcalinidad a la fenolftaleina hasta
un pH de 8.3. En la mayoria de los cuerpos de agua naturales la alcalinidad esté producida
en su totalidad por la presencia de iones carbonato y bicarbonato, aunque, en ocasiones,
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otro tipo de acidos débiles como el bdérico, fosférico, silicico y acidos organicos pueden
contribuir de forma importante a la presencia de esta propiedad (Castillo et al., 2009).

La alcalinidad se determina a través de una titulacién la cual posee una solucion
valorada de un alcalino o un acido dependiendo el caso considerando la concentracién de
los iones hidroxilos (OH)-, carbonato (COs)? y bicarbonato (HCO3") presentes en la muestra
de titulacién. Cuando el nivel de alcalinidad es menor de 10 ppm se recomienda para un
uso domeéstico, y cuando los valores exceden este nivel se recomienda aplicar algunos
métodos como el de descarbonatacion mediante el uso de cal; tratamiento con &cido o
desmineralizacion por intercambio iénico (Pinos et al., 2011).

Dureza. Se conoce como la suma total de carbonatos de calcio y magnesio que se
encuentran en el agua, cuando la concentracion de estos compuestos oscila entre los 150
y 300 mg/L se consideran aguas duras; cuando el valor esta por encima de los 300 mg/L
se denominan muy duras (Rodas, 2010). La dureza es causada por la presencia de cationes
y es discutida en términos de la presencia 0 ausencia de carbonatos. La dureza de
carbonato y bicarbonato se puede eliminar mediante la precipitacion en presencia de calor.
Por otra parte, la dureza de no-carbonatos es causada principalmente por la asociacién que
se da con los cationes de sulfatos, cloruros y nitratos. Es importante destacar que esta
dureza se conoce como permanente debido a que no es posible retirarla por medio de calor
(Baccaro et al., 2006; Molinero, 2019)

Cloruros. De acuerdo con el departamento de recursos naturales de lowa, 2009. El
cloro (Cl,) es ampliamente utilizado como un efectivo desinfectante, sin embargo, cuando
se combina con un metal, como el sodio (Na), se convierte en una molécula esencial para
la vida, pues se ha encontrado que se requieren pequefas cantidades de cloruros para que
se realicen algunas funciones celulares. El cloro existe como tal en forma de cloruros (CI)
en todos los cuerpos de agua superficiales y subterraneos, sin embargo cuando este

alcanza altas concentraciones de vuelve téxico para diferentes organismos. Todos los
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cloruros comunes son altamente solubles en agua y aumentan el contenido total de sales
que se pueden encontrar en los suelos (Palacio et al., 2011), tienen la capacidad de proveer
al agua un sabor ligeramente salado dependiendo de su concentracion, ademas puede
influir en su composicion quimica. La presencia en exceso del ion cloruro Cl- el agua puede
llegar a afecta el crecimiento vegetal, también se ha encontrado que puede dafar

estructuras metalicas y conducciones (Panno et al., 2006).

[.1.3.2 Sedimentos
Los sedimentos se forman a partir de particulas procedentes de las rocas o suelos aledafios
a corrientes de agua que por accién de escorrentia o vientos son acarreados depositandose
en el lecho de los cuerpos de agua dando origen a la formacion de capas sedimentarias, el
depdsito continuo de estas capas logra la modificacién estructural de los mismos dando
como resultado caracteristicas especificas de los propios cauces (Siancas-Columbus,
2018) debido a la procedencia de las particulas las clasificaciones mas aceptadas para
estos pueden ser de origen natural y antrépico.

Los sedimentos de origen natural se originan a partir de la erosién es el principal
causante de la acumulacion de capas sedimentarias en los lechos de los cuerpos de agua
de una region establecida, asi también se debe tener en cuenta que los rios pueden ser
juveniles, maduros y viejos. A cada una de estas tres etapas en la vida de un rio permiten
desarrollar cambios graduales en sus diferentes perfiles caracteristicos (longitud,
profundidad, trazo y caudal), este tipo de caracteristicas permiten a los cuerpos de agua
acarrear materiales de diversos tamafos, depositdndolos, en forma gradual a lo largo de su
perfil longitudinal.

Por su parte lo sedimentos de origen antrépico se pueden forman por: a) desechos
urbanos e industriales, es decir por aguellos materiales arrastrados por drenajes y que por
sus caracteristicas de uso son arrojados directa o indirectamente a los cuerpos de agua
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como rios y lagos; b) por destruccion de la vegetacion y obras de ingenieria, la destruccion
de la cobertura vegetal de las zonas aledafias a los cuerpos de agua para el desarrollo
urbano o industrial es un detonante de cambios abruptos en la constitucién fisica y quimica
de un sedimento ya que grandes volimenes de materiales son removidos provocando que
queden mas sueltos que en su estado natural dejando expuestos materiales que por
acciones naturales de las matrices ambientales son transportados generando diferentes
cambios a su alrededor y c) por explotacién de minas y canteras: todas las actividades de
explotacion de recursos minerales tienen como finalidad romper, fracturar y deformar las
rocas, suelos produciendo grandes cantidades de particulas que se depositan
continuamente en las capas sedimentarias de los cuerpos de agua.

Desde el punto de referencia de la resistencia que las diferentes particulas ponen al
ser arrastradas y de su comportamiento al ser transportados por una corriente de agua se
pueden distinguir otra clasificacion como cohesivos (arcillas y legamos) no cohesivos

(arenas y gravas). (Garcia y Maza,1998).

I.1.4 Elementos potencialmente toxicos (EPT)
A nivel mundial, la contaminacion por metales pesados es uno de los mayores problemas
que afecta la salud humana (Gamalero, et al., 2009). Debido a que son elementos no
degradables, inmutables y persistentes en el ambiente (Lebeau, et al., 2008), pueden
movilizarse en el suelo, en el aire y en el agua mediante cambios en su estado de 6xido-
reduccion (Young, 2012) o incorporarse a los seres vivos a través de las cadenas troficas.
La definiciobn de metal pesado es impreciso debido a que no tiene una base cientifica
rigurosa o una definicion quimica (Rios-Martinez, 2017), por lo que, muchos elementos que
se enlistan dentro de este término estdn definidos como aquellos que presentan
caracteristicas metalicas y tienen una densidad especifica mayor a 5 g cm-3. La Agencia
de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (USEPA, por sus siglas en inglés) denomina
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a éstos como “elementos potencialmente toxicos” (EPT), los cuales incluyen a los
siguientes: Ar, Cr, Co, Ni, Cu, Zn, Ag, Hg, Ti, Se y Pb (INECC, 2009). Asimismo, en cuestion
de salud humana, también se consideran EPT a aquellos metales que son esenciales en
cantidades traza, pero que llegan a ser toxicos cuando su concentracion se incrementa
(Alloway, 2013; Volke-Sepulveda et al., 2005). Gran parte de los estudios realizados sobre
suelos y sedimentos se refiere a la concentracion total de metales, en especial cuando el
estudio se encamina a concretar niveles de referencia de los metales o contenidos de fondo
segun diferentes litologias. El uso de esta concentracion total, empleado como criterio de
evaluacion, para la determinacion de los efectos potenciales de contaminacion por metales
pesados en suelos, significaria que todas las formas quimicas en las que puede encontrarse
el metal causan o producen el mismo impacto sobre el medio ambiente, o que es
claramente insostenible. Los EPT pueden ser retenidos en los suelos, por mecanismos de
adsorcion: sobre minerales de arcilla, sobre oxihidroxidos metalicos y sobre materia
organica. (Marqués et al., 2012). Sin embargo, hay EPT (Zn, Cd, As, Hg, Pb, Fe, Cu) que
se encuentran presentes en el ambiente de forma natural o que han sido afiadidos por
actividades antropicas.

La biodisponibilidad de los EPT depende del pH del suelo, por lo que cuando mas
bajo se encuentre el pH, mayor sera la concentracion de metales en solucion y por
consiguiente mayormente biodisponibles para las plantas. La movilidad de los EPT se
encuentra determinada por el pH del suelo, ya que a un pH acido aumenta la movilidad de

Al, Zn, Mn, Cu, Co, Fe, y a un pH bésico la de Mo y Se (Ruda et al., 2004).

[.1.4.1 Fuentes de contaminacion
Los metales pesados en los suelos pueden tener un origen geogénico o antropogénico, en
principio el contenido de metales en suelos es debido a la meteorizacion del material
parental, de igual forma, la erosion de los minerales provocada por el viento y la lluvia, asi
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como la descomposicién de las rocas, son los principales procesos naturales por los cuales
los metales se incorporan a la matriz suelo. La liberacion de cationes de una roca por
meteorizacion depende de diferentes pardmetros como clima, topografia, permeabilidad,
tiempo y actividad bioldgica, en particular de los microorganismos (Galan y Romero, 2008).
Independientemente de los niveles de metales pesados que se encuentran de forma natural
debido a la geologia; las actividades antrépicas y especificamente actividades agricolas,
ganaderas, mineras, e industriales, son las fuentes mas importantes de contaminacion de
metales pesados en suelos.

Las actividades agricolas como el riego, el uso de fertilizantes inorganicos,
pesticidas, estiércol, enmiendas de calizas, asi como la aplicacién de lodos residuales
incorporan al suelo diferentes cantidades de metales pesados, los plaguicidas y fertilizantes
introducen este tipo de compuestos a través de los principios activos o de impurezas de su
manufactura. Los metales se van acumulando en los suelos agricolas pudiendo ser
absorbidos por las plantas aun después de un largo periodo de tiempo de su aplicacion
como fertilizante. Los fertilizantes fosfatados son los mas contaminantes y el contenido de
metales pesados en estos depende del origen de las fosforitas utilizadas para su fabricacion
(Larios, 2014).

Otra de las fuentes de contaminacion de EPTs es la industria, como las plantas de
tratamiento de pilas, la mineria o las industrias de produccion de fertilizantes, la industria
textil, asi como diversas actividades como la fabricaciobn de pinturas, baterias,
estabilizadores de plastico y el sector de la automocién, estas suponen una fuente

importante de Cd, Pb, Co, Cry Zn (OCD, 2001).

1.1.4.2 Comportamiento ambiental de los EPTs
La distribucion de los EPT en los diferentes entornos es una de las preocupaciones mas
fuertemente investigados por la comunidad cientifica dentro de estos podemos encontrar
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los metales pesados que son unos de contaminantes ambientales mas peligrosos, debido
a sus propiedades especificas que impiden su biodegradacién, asi como a su potencial
intrinseco para bioacumularse en los organismos vivos. Entre ellos estan considerados
Aluminio (Al), Cromo (Cr), Cadmio (Cd), Plomo (Pb), Manganeso, etc. (Basterrechea, et al.,
2003; Calderdn, 1997).

Los metales pesados se clasifican en dos grupos: Oligoelementos o micronutrientes,
son aqguellos elementos en los que los diferentes organismos ya sean plantas o animales
solamente requieren en pequefias cantidades (trazas) necesarias para cumplir con su ciclo
de vida. Asi como muchos elementos en cantidades mas elevadas estos tienden a ser
téxicos, este grupo esta conformado por As, B, Co, Cr, Cu, Mo, Mn, Ni, Se y Zn. Estos
elementos que circunstancias naturales se encuentran en muy bajas concentraciones en
las matrices de aguas y suelo han permitido el crecimiento de la flora y la fauna nativa de
diferentes ecosistemas formando parte esencial de sistemas enziméticos, como el cobalto,
zinc, molibdeno, o como el hierro que forma parte de la hemoglobina. En resumen, su
ausencia causa enfermedades y su exceso intoxicaciones (Guevara, 1995).

Los metales pesados cuya presencia en determinadas cantidades en seres vivos
lleva consigo anormalidades en el funcionamiento de sus ciclos celulares. Resultan
altamente toxicos y presentan la caracteristica de acumularse en los organismos diferentes
organismos vivos. Dentro de este grupo podemos encontrar: Cd, Hg, Pb, Cu, Ni. Se
consideran tdxicos cuando la concentracibn en el ambiente es excedida y causando
deterioro significativo en la salud de los ecosistemas. La toxicidad de estos metales se debe
a su capacidad de combinarse con una gran variedad de moléculas orgénicas, pero la
reactividad de cada metal es diferente. Usualmente las moléculas suelen tener dentro de
su estructura grupos sulfhidrilos los cuales se combinan con facilidad con los metales

pesados inhibiendo ciertas actividades enzimaticas (Guevara, 1995).
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[.1.5 Evaluacién integral de riesgo

La evaluacion de un sitio potencialmente peligrosos es necesario llevar a cabo una serie de

pasos en los que se tiene que describir estimar y sobre todo cuantificar los riesgos

existentes en el lugar que puedan estar afectando de forma directa e indirecta a la biota

interfiriendo del mismo modo con la salud humana asociada a la exposicion con los agentes

presentes, para dar un diagndstico certero es necesario el uso de la metodologia integral

de riesgo misma que permite conocer la magnitud de la contaminacion y sus posibles

efectos adversos sobre cada uno de los posibles receptores ecoldgicos, sin descuidar la

problematica asociada con la poblacibn humana. Este proceso sistematico se puede

agrupar en tres etapas explicitas en la Figura 1.
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Figura 1. Etapas de la metodologia de evaluacion integral de riesgo aplicadas a este estudio.
(Modificada de llizaliturri et al., 2009)
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I.1.5.1 Evaluacién general del sitio
Esta etapa de la metodologia permite conocer mediante la investigacion (cartografia y
antecedentes) la mayor cantidad de caracteristicas encontradas en el sitio de estudio
reuniendo la informacién mas actualizada, dejando bases claras para la construccién de un
escenario ecoldgico y/o humano que se encuentre perturbado bajo algun factor fisico,
biolégico o quimico, permitiendo identificar los posibles riesgos, seguidamente se realiza la
visita e inspeccion al sitio de estudio donde se pueden mediante la visualizacion del lugar
ratificar la informacion identificando de forma precisa las posibles fuentes de contaminacion,
los posibles contaminantes, la correcta geografia, puntos de exposicion, aspectos
demograficos, aspectos ecoldgicos y biota afectada.

Todo lo antes mencionado es empleado para realizar un plan de muestreo y
seleccién de puntos de muestreo que sean de alta relevancia para la correcta ejecucion del

proyecto de investigacion.

1.1.5.2 Evaluacioén de la exposicion y efectos
Esta es una etapa crucial en la ejecucion de la metodologia integral de riesgo ya que permite
la estimacion del posible riesgo existente tanto para la poblacion humana como para la biota
que en este lugar radica, ya sea por exposicion a sustancias toxicas o sus derivadas
combinaciones potenciadas por las caracteristicas de la zona, estas estimaciones requieren
del empleo de metodologias alternas que permitan formar un panorama general de los
posibles téxicos en el ambiente dentro de las que podemos destacar monitoreo ambiental,
caracterizacion fisicoquimica de matrices ambientales, etc.

Estos andlisis arrojan resultados especificos acerca de la dindmica de los
contaminantes y sustancias toxicas un ejemplo claro son la movilidad, presencia y
bioacumulacién de estas en las matrices como suelo, agua y aire, toxicolégicamente los
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elementos cuya toxicidad depende de sus cargas tanto positiva como negativa, son los
mas peligrosos ya que pueden mimetizar cationes que fisiolégicamente hablando son
necesarios para un correcto funcionamiento metabdlico de las células, si este proceso se

ve perturbado es posible que se produzcan efectos claros en su ciclo.

1.1.5.3 Bioindicadores
Debido a las alteraciones que han sufrido los ecosistemas en el mundo ha surgido la
necesidad de evaluar su integridad y asi evitar los dafios ecoldgicos, econémicos y de salud
gue implica el deterioro, el uso de bioindicadores para detectar alteraciones ambientales
resultan ser un método confiable (Gonzalez y Vallarino, 2014), por lo tanto se comenzaron
a realizar monitoreos con organismos con el fin de obtener informacion sobre la distribucion,
mecanismo de transporte, destino y efectos de los contaminantes ambientales (Manizales,
2010-04-29).

Un organismo bioindicador se define como aquel que, por sus caracteristicas de
sensibilidad a las perturbaciones ambientales, distribucién, abundancia, dispersién, éxito
reproductivo, entre otras, pueden ser usadas para estimar el estatus de otras especies o
condiciones ambientales de interés que resultan dificiles, inconvenientes o costosas de
medir directamente (Gonzélez y Vallarino, 2014). La eleccibn de las especies
bioindicadores dependera de las caracteristicas bioldgicas de los organismos, su ecologia
y tipo de contaminacién presente en el ambiente a analizar. Si los contaminantes
predominan en la matriz agua, posiblemente estén asociados al sedimento u ocupan ambas
matrices del ecosistema acuatico, por lo tanto, se deberan considerar aquellas especies
gue presenten mayor uso de estos habitats (Torres-Bugarin et al., 2010). La composicion
qguimica de los contaminantes, asi como la capacidad de los organismos para absorberlos,
ingerirlos y metabolizarlos seran de importancia para establecer el posible efecto de estos
(Buch Walter et al., 2003; Flores, et al., 2008)
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Los bioindicadores pueden clasificarse como a) Detectores, es decir, aquellos cuya
poblacion se vea reducida por la presencia de estresores ambientales, b) Explotadores,
este grupo lo integran aquellos organismos en los que por el incremento de nutrimentos
derivados de la contaminacién ambiental aumentan de forma exponencial su poblacion; y
c) Acumuladores, aquellos cuya caracteristica de resistencia a la presencia de ciertos
contaminantes, los acumulan en su organismo a concentraciones que pueden ser medidas
sin sufrir dafio aparente (Gonzalez y Vallarino, 2014).

Entre los grupos de organismo que han sido utilizados como centinelas en
ambientes acuaticos o terrestres: se encuentra las esponjas, moluscos, peces y mamiferos
por mencionar algunos (Mudry y Carballo,2006).

Los peces son los organismos mas adoptados como bioindicadores de la calidad de
ecosistemas acuaticos debido al nivel que ocupa en la cadena tréfica, a su capacidad de
bioacumular sustancias nocivas y a su susceptibilidad a bajas concentraciones de agentes

toxicos (Missini et al., 1996; Gustavino et al., 2005; de Lapuente et al., 2015)

.L1.5.3.1 Cyprinus Carpio (Linnaeus 1758)
El uso de los peces como bioindicadores ha cobrado gran importancia debido a: 1) su
sensibilidad a los estresores ambientales, 2) su amplia distribucion geogréfica; 3) su
presencia en virtualmente toda la cadena alimenticia; 4) su relativa sencillez para
identificarlos, asi como por 5) su facilidad de adaptacién al cautiverio, lo que permite realizar
evaluaciones del efecto de diversos estresores ambientales bajo condiciones controladas
(Gonzélez y Alvarez, 2014)

Las especies que pertenecen a los cypriniformes son un grupo caracteristico debido
a su gran diversidad, las familias dulceacuicolas son los de mayor nimero de especies en

todo el mundo por lo que los convierte en excelentes bioindicadores (Nelson, 2006).
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Dentro de este grupo es importante destacar a la carpa (Cyprinus carpio), también
conocida como “carpa comun” o “carpa de las Europas”, es una especie que posee una
estructura corporal significativamente robusta, poco comprimido y sutilmente curvado en el
vientre mientras que su dorso es ligeramente arqueado. Morfolégicamente C. carpio L.
(Figura 2) tiene el cuerpo robusto cubierto de escamas Posee una boca protractil, en la
posicion sub-terminal, con dos barbillas de una longitud que oscila entre los 2 y 5 cm que
fungen como sensores a cada lado ancladas a la quijada superior (Figura 2)

Esta especie carece de dientes en la cavidad oral, pero presenta unas hileras de
dientes faringeos, de tipo “molariforme”, ubicados cerca de los arcos branquiales. Al igual
que otras especies de la misma familia de los cyprinidae no se encuentran escamas en la
region cefalica, dejando que el contorno dorsal continue desde la cabeza hasta encontrarse
con la aleta dorsal presenta aletas pectorales mismas que se encuentran en posicion ventral
pélvicas y anal. Los Cyprinidos presentan una talla entre los 380 y 470 mm, aunque puede
llegar a los 1000 mm en hébitats favorables y puede alcanzar un peso de 400 g en un

periodo de 6 a 12 meses (Kottelat y Freyhof, 2007).

Figura 2. Imagen de Cyprinus Carpio

Su hébitat se restringe a la capa profunda de la columna de aguas con una
temperatura que va desde los 1°C hasta los 30°C, aunque, prefiere desarrollarse en
cuerpos de agua eutroficos con climas semi templados, escasa profundidad, baja velocidad

20



de corriente, elevada densidad de vegetacion y fondos fangosos o arenosos, por lo tanto,
se pueden encontrar habitando grandes embalses, humedales, rios, arroyos y estuarios,
entre otros (Panek, 1987, FAO, 2004).

Es una especie eurioica con hébitos principalmente benténicos, que incluye plantas
sumergidas, organismos acuaticos, subproductos agricolas y desperdicios organicos, con
relacion a la reproduccion, los machos pueden alcanzar la madurez reproductiva en el
primer afio mientras que las hembras pueden ser hasta el segundo afio de vida (Brumley,
1996). Ademas, la capacidad reproductiva de esta especie es muy elevada, esta catalogada
como una de las especies mas proliferas ya que pueden llegar a liberar hasta dos millones
de ovocitos en un solo desove (Swee y McCrimmon, 1966; Swain, 1979).

Los organismos de la especie C. carpio presentan elevada versatilidad ecolégica
por lo que es considerado un excelente bioindicador de diferentes perturbaciones
ambientales, evidenciada, entre otras cosas, por su tolerancia y capacidad de
bioacumulacién, asi como su amplia respuesta a diferentes variables ambientales
(Sivakumaran et al., 2003; Koehn, 2004). La carpa comun se ha utilizado con éxito en
estudios de evaluacién de genotoxicidad tanto en estudios in vivo como in situ (debido a
que se ha demostrado a través de la exposicion en jaulas que puede soportar hasta cuatro

semanas con un minimo de estrés (Klobucar et al., 2010; Garcia-Nieto et al., 2014).

[.1.5.4 Biomarcadores
Los biomarcadores son aquellas variaciones bioquimicas, histolégicas fisioldgicas o del
comportamiento que por su capacidad de medicion en células, tejidos o fluidos corporales
se relacionan con la exposicion a contaminantes ambientales (Fasulo et al. 2013; Chavan
et al. 2017; Lima et al., 2018). Entre los numerosos biomarcadores ecotoxicolégico
propuestos en las Ultimas tres décadas, se destacas aquellos que se basan en las

respuestas a nivel molecular y celular (Collins, 2004).
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Existen diversos tipos entre ellos se encuentran los de exposicion, éstos tienen la
capacidad de dar a conocer informacién cuantitativa sobre el ingreso del toxico al
organismo, es decir gue cuantifican la concentracion de un xenobiético y/o sus metabolitos
en tejidos o fluidos bioldgicos, estos pueden ser especificos para una clase en particular de
contaminantes ejemplo de ellos son la concentracién de bifenilos policlorados en sangres,
EPTs, en tejido, entre otros (Broeg et al.2005; Pefia et al., 2003).

Otro tipo corresponde a los de efecto, estos indican los dafios que el téxico ya ha
generado en el organismo y pueden ser asociados con enfermedades o deterioro. Cuando
se encuentran compuestos de adicion del ADN implica la accién de la sustancia toxica sobre
el 6rgano blanco, que ha reaccionado con él y que probablemente ha producido una lesién
la cual puede ser reparada o conducir a un dafio permanente. Por ejemplo, indice
hepatosomatico, indice gonadal, factor de condicion, peroxidacion lipidica (LPO), evolucién
histopatoldgica, neurotoxicidad (inhibicion de la acetilcolinesterasa) y dafios al ADN (Pefia
et al., 2003).

Estos se utilizan para evaluar la exposicion y los efectos de los contaminantes a
nivel individual, celular y subcelular, y la integracién de biomarcadores especificos en
diferentes tipos de indices se ha convertido en una herramienta muy importante para fines
de diagnéstico (Amiard-Triquet y Berthet, 2015; Colin et al., 2016), el uso de biomarcadores
son una primera fase de alerta de posibles perturbaciones en el entorno y en muchos de
los casos son empleados para el biomonitoreo de zonas especificas (Collins, 2004) asi
como de determinacién de la presencia de materiales que no son caracteristicos de los
ecosistemas o0 entornos en los que tienen interaccion.

Dentro de los marcadores de efecto se encuentran los biomarcadores de
genotoxicidad, los cuales permiten evidenciar las alteraciones producidas a nivel genético
por agentes quimicos, fisicos, biolégicos entre otros, ya que este incluye el dafio directo al
DNA o cualquier alteracion que conduce a un defecto en las variaciones de la expresion de
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enzimas que participan en los procesos de replicacion o reparacion del DNA, asi como
modificaciones en las fibras del huso o los centriolos, incluyendo a su vez los conceptos de
mutagénesis, carcinogénesis y teratogénesis (Poletta, 2011).

Existen diversas pruebas para evaluar el dafio al DNA provocado por determinados
agentes genotoxicos, por ejemplo, el ensayo cometa y de micronucleos, ya que, éstos
pueden considerarse como un buen biomarcador en estudios de biomonitoreo para la

deteccion de la exposicién de agentes clastogénicos (Zhong et al., 2001).

[.L1.5.4.1 El ensayo cometa.

En los ultimos afios, el ensayo cometa se ha empleado para evaluar el dafio y la reparacion
del ADN en células eucariotas individuales y tejidos de diversos organismos incluido el
hombre. Los tipos de dafios detectados por ensayo cometa bajo condiciones alcalinas
(pH>13) incluyen roturas de cadenas de ADN vy sitios labiles a los &lcalis (sitios
apurinicos/apirimidinicos), bases nitrogenadas alquiladas y oxidadas, enlaces cruzados
ADN-ADN, dimeros de pirimidina de ciclobutano inducidos por UV y algunos aductos de
ADN inducidos quimicamente (Enciso et al., 2018; Moller, 2018, Collins, 2023) sin embargo.
El uso de enzimas reparadoras aumenta la gama de lesiones de ADN que se pueden
detectar con el ensayo. También se puede modificar para medir la actividad de reparacion
del ADN.

Ostling y Johanson en (1984), fueron los primeros en desarrollar una técnica
de electroforesis en microgel para detectar el dafio al DNA a nivel de células
individuales. Sin embargo, las condiciones neutrales que usaron solo permitieron la
deteccion del dafio producido por rompimiento en las dos hebras del DNA. Las
condiciones neutrales limitaron la utilidad del ensayo, por lo que en 1988, Singh y

colaboradores adaptaron la técnica en condicion alcalina (pH 13), bajo estas
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condiciones de pH la incrementada migracion del DNA es asociada con elevados
niveles de rupturas de cadenas simples (RSC) asociadas con sitios de reparacion
por escision incompletos y sitios labiles al alcali (SLA). Como la mayoria de los
agentes genotéxicos inducen en mayor magnitud RSC y/o SLA que ruptura de doble
cadena, esta version del ensayo tiene mayor importancia en la identificacion de los
agentes genotoxicos (Dhawan et al., 2009).

El ensayo cometa se puede implementar faciimente en laboratorio, es rapido y
econémico. Se ha utilizado en diversas areas de investigaciéon que incluyen pruebas de
genotoxicidad (tanto in vitro como in vivo), biomonitoreo humano, es ampliamente usado en
ecogenotoxicologia por exposiciones ambientales y ocupacionales (Enciso et al., 2018;
Moller, 2018; Collins, 2023). Este ensayo se ha aplicado utilizando diversos modelos
experimentales que incluyen hongos bacterias, especies acuaticas, entre otros. Los peces
son el grupo mas utilizado que adopté el ensayo cometa como herramienta de biomonitoreo

de contaminantes en vida silvestre (de Lapuente et al., 2015; Bolognesi et al., 2019).

1.1.5.4.2 Ensayo de Micronucleos (MN)
El ensayo de MN aplicado al biomonitoreo de contaminantes resulta ser una importante
herramienta en estudios de mutagénesis ambiental (Koppe, 2002). Los micronucleos son
fragmentos de cromosomas o inclusive cromosomas completos que espontdneamente o
por causa de agentes externos que rompen cromosomas un ejemplo claro podrian ser las
radiaciones que dafian el huso mitético estos restos de material genético quedan fuera del
nucleo durante la mitosis. El ensayo de MN se ha utilizado ampliamente en organismos
acuaticos tales como moluscos bivalvos (Mytilus galloprovincialis), (Crassostrea gigas y
Chamelea mykiss), Salmoniformes (Umbra pigmea), carpas (Cyprinus carpio), (Carassius

auratusgibelio) o tilapias (Oreochromis mossambica) (Hoooftman y Raat, 1982; Hose et al.,
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1987; Metcalfe, 1988; Al-Sabti & Matcalfe, 1995; Vernier et al.,1997; Koppe,2002; Garcia,
2009; Okonkwo et al., 2011).

Los MN son conocidos en el campo de la hematologia como cuerpos de Howell-
Jolly y su forma es generalmente redonda o almendrada, con un didmetro que varia desde
0.4 a 1.6 micras. Los mecanismos basicos que permiten la generacién o aparicion de los
micronucleos se llevan a cabo en la fase M encontrada en el ciclo celular, son practicamente
rompimientos de cromosomas acéntricos y/o algunos cromosomas retardados que no
logran incorporarse al nucleo principal tal y como se observa en la figura 3. El ensayo de
MN representa una herramienta apropiada para monitorear zonas donde se sospecha la
existencia de eventos de contaminacién, mientras que también permite analizar muestras
colectadas en diferentes sitios, sin necesidad de sacrificar a los organismos ya que basta
con un volumen de sangre inclusive de microlitros (Monserrat et al., 2007; Bolognesi &
Hayashi, 2011). Es un biomarcador que evalla el dafio a nivel cromosémico. Se ha aplicado
en estudios ecotoxicolégicos empleando diversas especies de vegetales (Juarez et al.,
2013) y animales silvestres o cultivados en el laboratorio (Garcia et al., 2014), expuestas a

agentes clastogénicos y aneugénicos.

Células nucleadas

Mitosis

Anafase mitética

Células binucleadas
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Figura 3. Formacién de MN por pérdida de un cromosoma entero o fragmentos cromosémicos
durante la division celular (Tomado de Tibisay-Matheus et al., 2014).

Desde un punto de vista citogenético, el ensayo cometa alcalino (CA) (Azqueta y
Collins, 2013) asi como el ensayo de MN, que ademas detecta aberraciones cromosémicas
y anormalidades nucleares (Fenech, 2000; Mudry y Carballo, 2006) son ampliamente

usados como biomarcadores de genotoxicidad con excelentes resultados.

I.1.6 Espacios naturales protegidos
La proteccion y vigilancia de la naturaleza en general no es una moda en estos tiempos,
simplemente ha cobrado una importancia que va en crecimiento proporcional a la fuerza
gue generan las diferentes acciones que el ser humano sobre el medio ambiente
especialmente en los ultimos afios (Ponting 1992) hace mencién que los descubrimientos
han ayudado a entender mejor la influencia que ha ejercido el medio ambiente sobre el
desarrollo de las sociedades en general pero es igualmente importante el impacto de los
seres humanos sobre la tierra. Como consecuencia del desacelerado deterioro ambiental,
es ampliamente aceptado que hoy en dia los cambios realizados por los seres humanos
estan dominando mas en el medio ambiente (Vitousek et al.1997; Cincotta et al. 2000).

Como respuesta a este proceso de deterioro ambiental, se ha adoptado una politica
relacionada con la conservaciéon o preservacion de diferentes zonas que en tiempos
recientes se han visto afectadas por el factor de crecimiento humano, entre estas medidas
se encuentra el decreto de Areas Naturales Protegidas (ANP). La eficiencia de las ANP se
considera a un hoy en dia muy variable principalmente por a estrecha relacion entre las
politicas socioculturales de cada region (Bruner, 2001)

Las ANP son también espacios humanos, en cuestiones de ejemplificacion se trata

de lugares que a lo largo de su historia, han tenido diferentes influencias culturales pero
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que debido a la presencia del factor humano se han visto mermadas progresivamente y
derivado de las actividades antropicas se han contaminado o destruido extensas areas de
las mismas, razén por la cual deben ser protegidas, las ANP son instrumentos
dinamizadores, generan considerables inversiones de diferentes recursos apoyados por el
soporte legislativo de cada una de las entidades federativas que forman parte de una linea
de voluntad politica de conservacion de la naturaleza (Mallarach 2000).

Son consideradas ANP de interés estatal las siguientes:

Parques y reservas estatales: estos se constituiran por areas de presentacion
biogeografica, donde existan uno 0 mas ecosistemas, que bajo la regulacién en vigor deban
preservarse por ser de interés para la comunidad. La superficie minima que se podra
decretar serd de 100 hectareas y maxima permisible de 1,000 hectareas para proteger
ecosistemas, cuencas y controlar la erosién; proporcionar instrumentos para la educacion
y recreacion; preservar las especies de flora y fauna; valores historicos y culturales, asi
como respaldar al desarrollo rural de la region (Art. 47 LEEEPA).

Pargues ecol6gicos: se constituiran por areas naturales protegidas de vegetacion
natural o inducida, de ubicacién urbana o rural, con representacion de la flora y la fauna
regionales. Pueden incluir la presencia de valores histdricos o culturales. Su superficie se
decidira para cada caso en particular. Dan proteccion a zonas verdes urbanas y fijan limite
a la expansiéon de asentamientos humanos, controlan la erosién; sirven como instrumento
para la educacién ambiental; proporcionan la recreacién ecolégica y el desarrollo de las
actividades deportivas; protegen a los ecosistemas, a los valores histéricos y culturales;
ofrecen medios para la investigacion y apoyan el desarrollo rural. (Art.49 LEEEPA)

Parques urbanos: Son aquellas areas de uso publico, constituidas por el Gobierno
estatal y los diferentes municipios en los centros de poblacién para alcanzar y preservar el
equilibrio en los ecosistemas urbanos industriales entre las construcciones, equipamientos
e instalaciones respectivos y los elementos de la naturaleza, de manera que se proteja un
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ambiente sano, el esparcimiento de la poblacion y los valores artisticos y de belleza natural

que se signifiquen en la localidad (Art. 50, LEEEPA)

1.L1.7 Areade estudio.

El 4rea natural protegida (ANP) La Cueva (Figura 4) se ubica dentro de la cuenca del Alto
Atoyac en el centro-sur del estado de Tlaxcala en el municipio de Apetatitldn de Antonio
Carvajal, se declar6 bajo el régimen de Reserva Ecolégica (RE) dentro del parque ecoldgico
Diego Muiioz Camargo en el afio de 1998, se ubica sobre un valle plano rodeado de
lomerios, cuenta con una superficie de 5 hectareas. La reserva estd conformada por
aproximadamente 12 manantiales originados por las infiltraciones de zonas altas aledafias
al sitio 9 de los éstos dan caudal al rio principal que toma el mismo nombre del ANP, este
cual tiene una extensién aproximada de 1.7 km desde su origen hasta su confluencia con
el rio Zahuapan, principal corriente del estado de Tlaxcala (SMA, 2023). Los 3 restantes
alimentan un humedal artificial construido en el centro de la reserva, cuenta con una
profundidad promedio de 1.5 m ocupa una superficie aproximada de 2240 m?, funge como
regulador de temperatura y sirve como habitat de animales silvestres dentro de los que se
encuentran 24 especies de aves, asi como de especies acuaticas como la carpa arcoiris,

la comun y la carpa espejo todas pertenecientes a la especie Cyprinus.
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Figura 4. Ubicacién del ANP La cueva, Apetatitlan de Antonio Carvajal, Tlax.

El volumen de estos cuerpos de agua es determinado por la precipitacion, la
evapotranspiracion y la infiltracion de los manantiales, el nivel de agua dentro del humedal
esta regulado por una pequefa represa, mientras que en el rio las cuevas el caudal ha
registrado una altura maxima de 2.4 metros en época de lluvias y en temporada de estiaje
una minima de 50 cm. Este lugar esta considerado como una gran meseta con cafiadas o
barrancas con profundidades moderadas que van desde los 3 hasta los 5 m, en el area
predominan los suelos aluviales de rocas igneas extrusivas que a la vez estan formados
particulas de arenas y arcillas de diferentes tamafios (GMA, 2023; SMA, 2023).

El agua de los manantiales identificados en la zona se utiliza para alimentar al
cuerpo de agua principal, lo que permite mantener un flujo constante cubrir las necesidades
basicas de los organismos que habitan el lugar ademas de alimentar algunos estanques
donde se cultivan especies acuaticas como carpa comun o tilapia, otras actividades
antropicas que se realizan en la zona son el lavado de ropa en lavaderos construidos en la
periferia de los manantiales, a lo largo del cauce del rio se observan diferentes salidas de
drenajes tanto industriales como municipales esta informacién fue vital para la seleccion de
los puntos de muestreo.
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Dentro de esta RE se identifican areas especificas como son: el parque ecolégico y
parque jardin donde se han identificado diferentes especies de aves endémicas y
migratorias destacando a la garza blanca, el gorrion barbinegro, el chipe de cara negray la
tértola sabanera, ademéas en el parque jardin se encuentran especies de arboles de
jacaranda e higuerillas, considerados exoéticos. Un dato importante es la ubicacion del
panteodn “la Piedad” en el limite con el RE, mismo que data del afio de 1892 y en el cual se
puede apreciar diferentes acabados de la época (GMA, 2023).

El rio las Cuevas es un efluente que nace dentro la reserva ecol6gica que como se
menciond anteriormente se forma por el caudal de diferentes capacidades que van desde
los 2 m?¥/s hasta los 5 m®/s estas vetas nacen de un conjunto de rocas igneas dentro de una
barranca asi también en temporada de lluvias que comprende el trimestre agosto-octubre
el caudal de este rio es afectado debido a que se adjuntan escurrimientos provenientes de
las laderas del volcan la malinche esto por medio de un lecho de rio seco que se extiende
por aproximadamente 6.17 km de longitud constituido por roca detritica arrastrando
desperdicios de las zonas adyacentes constituido por desechos organicos e inorganicos

(CGE, 2018).
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.2 Antecedentes

Las perturbaciones provenientes de efectos naturales o antrépicos en muchos de los casos
superan significativamente a la capacidad de mantener las funciones y procesos clave de
un ecosistema llevandolos a un punto de inflexibn que puede causar incapacidad de
recuperacion, esto se demuestra a través de estudios que evidencian el efecto que ha
tenido la contaminacion en los ecosistemas acuaticos.

Kontas y Bostanci, (2020), realizaron un estudio en la parte del rio Melet, la cual es
utilizada como fuente de agua potable, pero esta fuertemente afectada por desechos de
origen doméstico, industrial y agricola, esto ha implicado la acumulacion de contaminantes
con capacidad genotoxica. Se cuantificaron metales y metaloides en el agua, sedimento y
en el musculo de peces encontraron que el Fe, Al y Mn fueron los elementes que
presentaron mayor concentracion en las tres matrices, la evaluacion genotéxica se realiz6
en peces de la familia Cyprinidae (A. chalcoides), los resultados demostraron incremento
significativo en la frecuencia de MN de los peces expuestos (5.10+0.94 MN/1000 cel) con
respecto a los peces de un sitio considerado de referencia (3.65+0.65 MN/1000), con
respecto al ensayo cometa todos los parametros evaluados se incrementaron
significativamente con respecto al sitio de referencia. Los resultados demostraron que el
ADN de A. chalcoides se vio afectado por metales pesados que se originaron en la
diversidad de fuentes antrépicas que se ubican en el sitio.

Se realizé un estudio en la Presa de Tenango (Puebla, México) para determinar la
calidad del agua y su impacto sobre Oreochromis niloticus, se evaluaron los parametros
fisicoquimicos del agua (temperatura, oxigeno disuelto, pH y dureza) y el contenido de
metales (cadmio, cromo, cobre y plomo), ademas las concentraciones de metales, los
factores de bioconcentracion y los niveles de metalotioneina en higados y tejidos
musculares de O. niloticus. Los parametros fisicoquimicos del agua se encontraban dentro
de rangos aceptables, mientras que las concentraciones de metales sugirieron que este
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recurso no es apto para uso urbano. Los niveles de metales en los tejidos de los peces
excedieron los limites aceptables para el consumo humano lo cual fue confirmado con el
factor de bioconcentracion indicando su acumulacién potencialmente en los organismos.
Los niveles de metalotioneina en higado y musculo mostraron una correlacion directa con
las concentraciones de metales en estos tejidos, los resultados obtenidos indican que este
recurso es peligroso para la salud publica y que el uso urbano debe ser restringido (Mufioz-
Néjera et al., 2018)

Mena-Mejia et al. (2017) evaluaron la condiciéon ecoldgica del rio Zahuapan de
diferentes puntos perturbados (ecosistemas forestales, donde la perturbacion por
actividades humanas es minima, areas con influencia de alguno de los factores de
perturbacion de la condicién del rio: agricola-pastizal, agricola, urbano e industrial y urbano-
industrial) dentro de estos sitios evaluados la presa de Atlangatepec fue uno de ellos,
evaluando algunos parametros fisicos y quimicos, los cuales, tienden a ser mayores en los
sitios perturbados; Temperatura (T): 14.10 °C, Oxigeno disuelto (OD): 1.70 mg/L, Sélidos
disueltos totales (SDT): 525 mg/L y pH 8.0) que en los de referencia (T 1.40 ° C, OD 6.96
mg/L, SDT 59 mg/L y pH 7.8) excepto el OD, que es mayor en los sitios de referencia,
mencionan que el punto continuo a la presa de Atlangatepec presenta una condicion
favorable, debido a que esta ubicada aguas arriba del sitio, la cual recibe y retiene las
descargas de aguas residuales.

En un estudio realizado en el manantial Huactzinco, empleando a Cyprinus carpio
L. como bioindicador, se compararon los disefios experimentales in situ e in vivo,
obteniendo una frecuencia de MN de 108.6 + 32/1000 y fragmentacion del DNA de 143.4 +
35 unidades arbitrarias (ua) estadisticamente superior al testigo negativo 10.9 + 6 MN/1000
y 67.6 £ 23 ua, mientras que el experimento in situ mostré una frecuencia de MN de 93.3 +

15 MN/1000 y el ensayo cometa 173.7 + 24 ua. El ensayo cometa resultd ser mas sensible
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para detectar la genotoxicidad con una concentracion efectiva media (EC50) de 11.4 + 3.4
%, menor a la obtenida con el ensayo de MN (54.8 * 3.2 %) (Garcia-Nieto et al. 2014)

Se realizdé una evaluacion ecotoxicolégica en dos presas del estado de Tlaxcala
(Atlangatepec y Lazaro Cardenas), se cuantificaron las concentraciones de EPTs en agua,
sedimento y tejido de peces de la especie Cyprinus carpio L., asi como del dafio al DNA a
través de la frecuencia de MN en eritrocitos sanguineos. Los resultados en agua indican la
presencia de Pb tanto en la presa de Atlangatepec (0.34-1.05 mg/L) como en la de Lazaro
Cérdenas (0.59-1.40 mg/L) rebasando los limites maximos permisibles de contaminantes
para proteccion de vida acuatica mencionado en la NOM-001-ECOL-1996, para el caso de
los sedimentos Unicamente en la presa de Atlangatepec las concentraciones de Pb (58.9-
786.1 mg/Kg) y Cr (1.1-104.8 mg/Kg) fueron superiores a la norma canadiense (ISQG: Guia
Provisional de Calidad del Sedimento), en esta misma la concentraciones media de Pb en
tejido muscular de los peces capturados en el sitio fue de 395.7+125.3 mg/kg este valor fue
superior a lo mencionado en el Codex-Alimentarius (>0.3 mg/kg) Con respecto a la
evaluacién de la genotoxicidad la frecuencia de MN oscilé entre 25+15.56 MN/1000 y
69.5+6.36 MN/1000 en Atlangatepec mientras que en Lazaro Cardenas fue de 11.5+ 7.78
a 41+ 14.14 MN/1000, en ambos casos los valores fueron de 2 a 8 veces mas altos que el
valor estimado en peces de referencia (8.25 + 2.12 MN/1000 CT), estos resultados junto
con el coeficiente de peligro (CP) que en ambos sitios para Pb como para Ni fueron

superiores a 1, indican riesgo para flora y fauna (Gonzéalez-Pozos, 2019).
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.3 Preguntas de investigacion
¢ Existen fuentes de contaminacion cercanas a la reserva ecoldgica Las Cuevas que emitan

compuestos toxicos que pudieran representar un riesgo para este ecosistema?

¢En el agua de la RE las Cuevas existen compuestos xenobidticos que puedan

generar un efecto genotoxico y citotéxico en C. Carpio?

¢El agua de la RE Las Cuevas tendra una contribucion ecotoxicologica sobre el rio

Zahuapan?
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.4  Hipotesis

Si al agua de la RE las cuevas como resultado de las actividades antropicas, se vierten
diversas sustancias capaces de generar un efecto genotoéxico y citotdxico, entonces peces
de la especie C. carpio al exponerse a esta, presentaran dafio al DNA evidenciado por el

incremento en la frecuencia de microndcleos, asi como en el indice de dafo al DNA.
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I.5  Justificacion
Debido a que Las Cuevas es un ANP y dada la importancia ecolégica y cultural que ha
adquirido en los ultimos afos, este sitio puede ser catalogado como de alta relevancia, ya
que tiene como objetivos clave la proteccion y conservacion de biodiversidad y contribuir
con la creacion de un corredor urbano que contribuya con la reproduccion de la flora y la
fauna nativa, asi como el aprovechamiento de los yacimientos de agua naturales.

Sin embrago dada la informacion que se tienen acerca del nivel de contaminacion
que presentan los efluentes del estado de Tlaxcala derivado de las actividades antrépicas
que delimitan sus cauces, deteriorando y en muchos de los casos destruyendo el habitat y
a la nula informacién que existe sobre la presencia de contaminantes y los efectos que
sobre la biota pueden tener en este sitio, surge la necesidad de realizar una investigacion
que permita conocer las concentraciones de algunos EPTs (Pb, Cd, As, Cd, Cr, Cu, Hg, Ni,
y Zn) en muestras de agua, sedimento y tejido muscular de peces cultivados y expuestos a
agua de diferentes puntos de este ecosistema asi como evaluar el dafio al DNA que que se
pudiera estar generando sobre la biota con el fin de identificar el posible riesgo ambiental
derivado de las actividades que se desarrollan dentro y fuera de este. De tal manera que
los resultados sirvan como sustento para establecer las estrategias que permitan toman las
medidas adecuadas y oportunas para evitar el deterioro al medio ambiente y proteccién de

la biodiversidad.
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.6 Objetivos

[.6.1 Objetivo General

Evaluar el riesgo ecotoxicologico del agua de la RE las Cuevas, mediante los efectos

citotdxico y genotoxico producidos por exposicion de C. Carpio como bioindicador para

conocer el potencial de toxicidad de este ecosistema.

[.6.2 Objetivos Especificos

Identificacién de las fuentes de contaminacion del agua de la RE las Cuevas
mediante la visita e inspeccion al sitio para ubicar puntos de muestreo.
Caracterizacion del agua y sedimento de los puntos de muestreo mediante la
determinacion de parametros fisicoquimicos para conocer la cinética ambiental
de los contaminantes.

Determinacion de indice morfométrico de C. carpio para conocer sus
condiciones bioldgicas.

Evaluacion de la capacidad genotéxica del agua de la RE las Cuevas a nivel
molecular y cromosémico mediante los ensayos cometa y micronicleos, asi
como el dafio citotéxico cuantificando la frecuencia de células apoptoéticas y
necréticas en eritrocitos de C. carpio. para contribuir al conocimiento del riesgo

potencial de este ecosistema.
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2. METODOLOGIA

2.1 Puntos de muestreo

El sitio de estudio fue al area de la reserva ecolégica Las Cuevas en la comunidad de San
Pablo Apetatitlan, Tlaxcala, para la seleccion de los puntos de muestreo se realizo la visitas
e inspeccién al sitio de estudio con la finalidad corroborar la informacién obtenida en la
revision bibliografia e identificar fuentes potenciales de contaminacion y de exposicion de
la biota existente. Para este estudio se siguié parcialmente la metodologia para la
evaluacion integral de riesgos en sitios potencialmente contaminados (llizaliturri et al.,

2009). Los recorridos se realizaron entre los meses de abril 2021 a enero del 2022.

2.2. Muestreo ambiental

Las muestras de agua en cada uno de los puntos seleccionados se tomaron en recipientes
de polietileno previamente lavados con &cido nitrico al 10%, para la caracterizacion
fisicoquimica se utilizaron frascos de 5 L, para la cuantificacion de EPT de 100 ml a esta
ademas se le adicionaron 100 pL de acido nitrico (HNOs) concentrado para evitar la pérdida
de metales y en recipientes de 20 L para la exposicién in vivo de los peces. Las muestras
se tomaron introduciendo el recipiente completamente en el agua, a contra flujo de
corriente, previo enjuague del recipiente, se ademas que la muestra no se contaminara con
sedimentos del fondo (PROY-NMX-AA-121/1-SCFI-2008).

En los mismos puntos se tom6 una muestra de sedimento superficial
aproximadamente de 1kg con ayuda de una espatula de plastico en recipientes de
polietileno, previamente lavados con &cido nitrico al 10%, una vez obtenida la muestra se
retir6 el excedente de agua (NMX-AA-132-SCFI-2006 8/29).

Las muestras se trasladaron en frio al Laboratorio de Toxicologia y Quimica
Ambiental (LTyQA) del Centro de Investigacion en Genética y Ambiente (CIGyA), una vez
en el laboratorio las muestras de agua se refrigeraron hasta su analisis, mientras que los
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sedimentos se colocaron en recipientes de polietileno y se introdujeron a una estufa a
temperatura de 40 °C para su deshidratacion, una vez secos se homogenizaron con ayuda
de un mortero, posteriormente se pasaron por un tamiz con maya de 600 um, finalmente se

colocaron en bolsas y se guardaron en refrigeracion hasta su andlisis.

2.3. Analisis fisicoguimicos de agua
2.3.1. In situ

En el sitio obtuvieron los parametros fisicoquimicos de potencial de hidrogeno (pH),
temperatura (T), conductividad eléctrica (CE mS/cm), oxigeno disuelto (OD) asi como
sélidos disueltos totales (SDT) utilizando un equipo multiparamétrico marca HANNA

Instruments modelo HI 9828 previa calibracion.

2.3.2. Laboratorio

2.3.2.1. Determinacién de pH (NMX-AA-008-SCFI-2000)
En un vaso de precipitado se colocaron 250 ml de muestra y se determind el pH con un
potenciometro marca DENVER INTRUMENT, modelo 215 pH previa calibracion con

soluciones buffer pH 4, 7 y 10.

2.3.2.2. Determinacion de cloruros
En un vaso de precipitado se colocaron 100 ml de muestra adicionando de 3 a 5 ml de
solucién de hidroxido de aluminio al 1% para acondicionar la muestra, posteriormente se
mezclo y filtré con papel filtro Whatman No. 1 y presion negativa para acelerar el proceso,
una vez filtrada la muestra se separaron 50 ml y se colocaron en un matraz Erlenmeyer
ajustando el pH entre 7 y 10 utilizando hidréxido de sodio (NaOH) al 0.1 N y/o Acido

clorhidrico (HCI) al 0.1 N.
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Una vez ajustado el pH se adicion6 a la muestra 1 ml de disolucién indicadora de
cromato de potasio (K2CrQy,), para titularse con una disolucién patron de nitrato de plata
(AgNO3) hasta virar de amarillo a naranja rojizo, al mismo tiempo se realizo la titulacion de
un blanco de reactivos. La concentracién de iones cloruro en la muestra original expresados
en mg/L se obtuvo mediante la siguiente ecuacion.

_ (A—B)x(N)x(35.450)x(1000)

Cl~
mL de la muestra

Donde:
A= volumen (ml) de disolucion de AgNO3 gastados en la valoracion.
B= volumen (ml) de disolucion de AgNOs gastados en la valoracion del blanco.

N= normalidad AgNOs.

2.3.2.3. Determinacién de oxigeno disuelto (OD) NMX-AA-012-SCFI-2001

y DBOs (MNX-AA-028-SCFI-2001)
El OD se obtuvo a partir de la determinacién de DBOs, frascos de tipo Winkler se llenaron
al tope con las muestras de agua cuidando de no generar burbujas enseguida se agreg6 2
ml de sulfato manganoso (Il) y 2 ml de alcali-yoduro, la combinacion de estas sustancias
forma un precipitado de color café indicando la presencia de OD en caso contrario se
formara un precipitado de color blanco.

Las botellas se taparon con cuidado y se agitaron, vigorosamente durante 30
segundos, se dejaron reposar por 5 min, enseguida se adicionaron 2 ml de acido sulfarico
(H2S0O4) nuevamente se tap6 y se mezcld por inversion hasta lograr la disolucion total del
precipitado, se colocaron en refrigeracion por 5 dias, pasando este tiempo se tomd una
alicuota de 100 ml de la muestra y se coloc6 en un matraz Erlenmeyer se agregaron de 3

a 5 gotas de indicador de almidon y se titulé con una solucion patron de tiosulfato de sodio
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0.025 M hasta el viraje de color café a incoloro, al mismo tiempo se preparé un blanco de
reactivos. La concentracion de OD en mg/L se obtuvo mediante la siguiente formula.

mg _ (M)(V)(Eq)(1000)
—de OD =
L volumen real de muestra

Donde:

M= normalidad del tiosulfato de sodio

V = volumen del tiosulfato utilizado para la titulacién

Eqg= peso equivalente del oxigeno (8)

98.7 =volumen corregido por el desplazamiento de los reactivos agregados

a la botella tipo Winkler

Posteriormente se determind el oxigeno disuelto final de la misma forma que el
inicial. La cantidad de oxigeno disuelto, y la DBOs se obtuvieron mediante la aplicacion de
las siguientes expresiones:

mg o _ (A)(N)(eq)(1000)
L Vol de muestra

DBOs mg/l = (mg/l OD;) -(mg/l ODs)
Donde:
OD = Oxigeno disuelto en mgl/l.
A = Volumen gastado de tiosulfato
N = Normalidad del tiosulfato.
eqg = Peso equivalente (gramos equivalentes de oxigeno).
Volumen d muestra = Volumen corregido por el desplazamiento de los reactivos
agregados a la botella Winkler.
DBOs = Demanda bioquimica de oxigeno al quinto dia en mg/I.
OD; = Oxigeno disuelto inicial en mg/I.

ODs= Oxigeno disuelto al quinto dia en mgl/l.
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2.3.2.4. Determinacion de dureza total.
Se colocaron 50 ml de muestra en un matraz Erlenmeyer y se agregan 2 ml de una solucién
buffer pH 10, enseguida se adicionaron 10 gotas de indicador negro de eriocromo T la
muestra se valor6 con una solucién de EDTA al 0.01 M hasta lograr un vire de color vino a
azul claro, al igual que las mediciones anteriores se realizé la valoracion de un blanco. La
dureza total se obtuvo mediante la siguiente ecuacion:

mg _ (mlde EDTA)(1000)(Fc)

D total =
urezatota [ CaCO3 (ml de la muestra)

Donde:

Fc =mg Caen 1 mlde EDTA

2.3.2.5. Determinacion de alcalinidad a la fenolftaleinay alcalinidad total
En un matraz Erlenmeyer se colocaron 100 ml de muestra, se agregaron de 3 a 5 gotas del
indicador fenolftaleina y se titul6 con una solucién de HCI al 0.02 N hasta que la solucién
en el matraz pierda la coloracién, indicando con esto que la solucién alcanzo un pH de 8.3
marcando el final de la prueba. La alcalinidad a la fenolftaleina se obtiene mediante la

siguiente formula:

. mg (A)(N)(50)(1000)
alcalidad — =
L volumen real de muestra

Donde

A= volumen de HCI gastados en la valoracién

N= Normalidad del HCI

Para la determinacion de la alcalinidad total se utilizd la muestra a la que se le
determino la alcalinidad a la fenolftaleina se agregaron de 3 a 5 gotas de indicador
anaranjado de metilo y se valor6 con acido clorhidrico al 0.02 N hasta el vire de amarillo a
un color canela indicando un pH 4.6 marcando el final de la valoracion. La alcalinidad total

se obtuvo aplicando la siguiente ecuacién
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. mg (A)(B)(50)(1000)
alcalidad — =
L volumen real de muestra

Donde
A= ml de HCI gastados en la valoracion

B= Normalidad del HCI

2.4  Analisis fisicogquimico de Sedimento
2.4.1. Determinacion de pH
El pH se obtuvo por el método AS-02 de la NOM-021-SEMARNAT-2000, este se obtiene a
través del método electrométrico para la determinacion en una solucién de agua pura
basandose en la determinacion de la actividad de ion H mediante el uso de un electrodo
cuya membrana es sensitiva al H. En el caso de los suelos el pH se mide
potenciométricamente en la suspension sobrenadante de una mezcla de relacién suelo
agua 1:2.

Se pesan 10 g de sedimento y se colocaron en un vaso de precipitados, se adicion6
20 ml de agua destilada. se agité en un agitador orbital marca Barnstead internacional
modelo 2345, durante 30 min a intervalos de 5 min pasado este tiempo se dej6 reposar
durante 15 min, transcurrido el tiempo la suspension se agité nuevamente y se midié el pH

con un potenciometro marca Denver Instrument Modelo 215.

2.4.2. Determinaciéon de materia organica (MO)

Este procedimiento se realiz6 bajo el método AS-07 de Walkley y Black (NOM-021-
SEMARNAT-2000) con éste se permite detectar entre un 70 y 80% del carbén orgéanico
total por lo que es necesario hacer uso de un factor de correccion. El método se basa en la

oxidacion del CO del sedimento por medio de una disolucion de dicromato de potasio
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(K2Cr20y7) y el calor de reaccién que se genera al mezclarla con acido sulftrico (H2SO.)
concentrado.

Se colocaron 0.5 g de sedimento seco en un matraz Erlenmeyer de 500 ml, se
adicionaron 10 ml de solucién de K>Cr,O7 1N y 20 ml se &cido sulfarico (H.SO4) concentrado
se agitd suavemente en circulos concéntricos, para asegurar que la muestra quedara en
contacto con los reactivos, se dejo reposar por 30 min evitando el cambio brusco de
temperatura, pasado el tiempo se afiadieron 200 ml de agua destilada y 5 ml de acido
fosférico (HsPO4) concentrado y se agitdé para homogeneizar la solucién, finalmente se
agregaron 7 gotas de indicador difenilamina (CsHs)2NH, la titulacién se realiz6 con sulfato
ferroso (FeS0O.) 1M gota a gota hasta el viraje a un color verde claro a la par se proceso un

blanco de reactivos El porcentaje se MO se obtuvo con las siguientes ecuaciones.

% C organico = % (N)(0.39)mcf

% de materia organica = (% C Organico)(1.724)
Donde:
B = volumen de sulfato ferroso gastado para valorar el blanco de reactivos (ml).
T = volumen de sulfato ferroso gastado para valorar la muestra (ml).
N = normalidad exacta del sulfato ferroso
g = Peso de la muestra empleada (g).

mcf = factor de correccién de humedad.

2.4.3. Determinacioén de textura.
La determinacion de textura es uno de los procedimientos estandar en los analisis
fisicoquimicos de sedimentos se determina por el método de Bouyoucos (NOM-021-

SEMARNAT-2000) y permite identificar la proporcion relativa de grupos dimensionales de
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particulas que lo constituyen. Se pesaron 50 g de sedimento y se colocaron en un vaso de
precipitado de 500 ml, se agreg6 40 ml de agua oxigenada para eliminar la materia organica,
se dej6 evaporar y se repiti6 hasta que no hubo efervescencia, nuevamente el sedimento
se dejo secar, se homogenizd y se pasé a un vaso metélico se agreg6 agua hasta 2 cm por
arriba de la superficie de la muestra, se adicionaron 5 ml de oxalato de sodio y 5 ml de meta
silicato de sodio dejando reposar durante 15 min, enseguida se dispersan por 5 min en un
agitador eléctrico, posteriormente se transfirié a una probeta de 1000 ml, enjuagando el
vaso con una piceta se agregd agua destilada hasta completar un litro con el hidrémetro
dentro de la suspension, inmediatamente se introduce un agitador de mano para dispersar
la muestra durante un minuto.

Se tomaron las lecturas con el hidrémetro a los 40 segundos y después de 2 h de
terminada la dispersién con el agitador de mano, para hacer la lectura se colocé el
hidrometro 20 segundos antes del momento de la determinacién cuidando de alterar lo
menos posible la suspensién, al mismo tiempo se tomo la temperatura, cuando se realizo
la lectura si se acumulé espuma alrededor del hidrobmetro, se agregaron unas gotas de
alcohol etilico para hacer una correcta lectura. El contenido de arena, limo y arcilla se

determiné con las siguientes formulas:

lectura a los 40s X 100
g de suelos seco

% de Arena total =

lectura a las 2h X 100

% de Arcilla total =
g de suelos seco

lectura a los 40s — lectura a las 2h X 100

% de Limos =
g de suelos seco

La clase textural del sedimento se identificé con el triAngulo de texturas de la USDA
(United States Department of Agriculture) sobreponiendo los datos segun lo mencionado

en la NOM-021-SEMARNAT-2000.
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2.5. Cuantificacion de EPT en agua y sedimento.

2.5.1. Digestion

Para la cuantificaciéon de EPTs se realizé una digestion en medios acidos utilizando un
horno de microondas marca CEM modelo MARS 6.

De la matriz agua se colocaron 45 ml de la muestra en un tubo de teflon Xpressy 5
ml de &cido nitrico concentrado, la digestion se realizé siguiendo el método EPA 3015A
(EPA,2007) posteriormente las muestras se filtraron empleando papel Whatman No 1y se
guardaron en tubos Falcon en refrigeracion hasta su andlisis.

Los sedimentos vy tejidos se trabajaron de la misma manera, se pesaron 0.5 g de
muestra y se colocaron en un vaso de teflén Xpress, se adicionaron 10 ml de &cido nitrico
concentrado. La digestion se realizé bajo las condiciones del método EPA 3051 (EPA, 2007)
terminado el proceso se filtraron con papel Whatman No.1, se aforaron a 50 mL con agua

desionizada y se guardaron en tubos Falcon a 4°C hasta su analisis.

2.5.2. Cuantificacién de EPTs por EAA

La cuantificacién de los EPT se realiz6 mediante inyeccién manual en un espectrofotometro
de absorcién atémica con detector de flama marca VARIAN modelo Spectro AA 880, se
realizaron curvas de calibracién para cada elemento (Pb, Cd, CrT, Mn Fe y Al), previo a

cada andlisis. Se utiliz6 gas acetileno y oxigeno como carburante.

2.6. Determinacion del Igeo, FEy CP de EPTs en sedimento
2.6.1. indice de geoacomulacion (I-geo)
El I-geo se utiliza para evaluar cuantitativamente la contaminacion del sedimento a través
de la concentracion de metales frente a los valores de referencia. La determinacion de este
indice se realiz6 aplicando la siguiente ecuacion:

Igeo =log2 (Cn /1.5 Bn)
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Donde:

Cn = Concentracion de metal en la muestra

Bn = Concentracion geoquimica del metal en la corteza terrestre

1.5 = factor empleado para la deteccion de la minima influencia antropica

Para determinar la contaminacién de los sedimentos se consideraron los siguientes

valores establecidos por Miller (1969).

I-geo

<0 Sin contaminar

0-1  Sin contaminar — Moderado
1-2 Moderado

2 -3 Moderado — Alto

3-4 Alto

4 -5 Alto- Extremo

>5 Extremo

2.6.2. Factor de enriquecimiento (FE) de EPTs en sedimentos
El FE se utiliza como referencia para atribuir la fuente de contaminacién y se calcula con la

siguiente ecuacion:

[ Cn ] "
_|crer muestra

FE
[W] corteza

Donde:

Cn = concentracion del metal (mg/kg) en la muestra y la corteza

Cref= concentracion de un metal de referencia (mg/kg) en la muestra y la corteza

El elemento de referencia puede ser uno comuan en la naturaleza como el Al, o Fe
(Hao, et al. 2007) en esta investigacion se eligio al Fe por ser un metal con mayor presencia
en el sedimento.

Los valores del FE superiores a 1.5 indican la existencia de contaminacion antropica

y se clasifica en cinco categorias (Chen et al., 2015).
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FE Origen del elemento

15FE<2 Deficiente De la roca madre
2<FE<5 Moderado
5<FE <20 Significativo Indica otra fuente de
20 < FE <40 Alto enriquecimiento adicional
FE > 40 Extremo a la roca madre

2.6.3. Cociente de peligro
Se obtuvo el cociente de peligro (CP) para los EPTs cuantificados mediante la siguiente

formula;

Donde:

CP = Caociente de peligro

Ce = Concentracion de exposicion

Cr = Concentracion de referencia

Como concentraciones de referencia se utilizan las propuestas en los Criterios
Ecoldgicos de Calidad del Agua para proteccién de vida acuética y para riego agricola (CE-
CCA-001/89). Considerando que cuando el CP es menor a uno el riesgo es aceptable

(Gonzalez-Mille et al., 2010)

2.7. Muestreo biolégico in situ

Se realizo un muestreo en temporada de estiaje en el punto 2 correspondiente al humedal
artificial del ANP la Cueva, se capturaron 22 peces de la especie C. carpio (carpa comun)
las cuales son cultivadas en el sitio, con ayuda de una red tipo atarraya, los organismos se

transportaron al LTyQA del CiGyA para su procesamiento y analisis (Figura 5).
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Figura 5. Captura de peces (Cyprinus carpio) para la evaluacion de exposicién y efecto in situ, en el
punto 2 de la zona de estudio

Una vez en el laboratorio los peces se dividieron al azar en 2 grupos (n=7 y n=15),
el primero grupo constituido por 7 organismos se colocaron en acuarios de vidrio de 40 L
previamente llenados con agua del sitio, la cual se fue sustituyendo gradualmente por agua
de grifo hasta llegar a tener el acuario al 100% de esta agua con la finalidad de inducir un
proceso de desintoxicacion (Figura 6) y poder utilizarlos como un grupo control, las peceras
se mantuvieron con aireacion constante y a temperatura ambiente por 35 dias. Los peces
se alimentaron con hojuelas para peces marca “Acuario Lomas”, ademas durante el
proceso de desintoxicacién, se monitorearon los niveles de dureza y alcalinidad
manteniéndolos en un nivel de 50 mg/I con el fin de mantener en 6ptimo estado al acuario.

El segundo grupo conformado por 15 peces se procesaron enseguida para la

evaluacion de exposicion y efectos

Figura 6. Proceso de desintoxicacion a través del cambio paulatino-progresiva del agua del sitio por
agua de grifo.
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2.8. Exposicion in vivo (laboratorio)
Se utilizaron peces de la especie C. carpio provenientes de un centro acuicola, los cuales
se trasladaron al LTyQA del CIGyA para su aclimatacién y exposicion in vivo a muestras de

agua de los sitios seleccionados de la RE La Cueva.

2.8.1. Aclimatacion

Una vez en el laboratorio los peces se dividieron al azar en 8 acuarios de 40 litros
con agua de grifo cada uno con 7 peces (identificados como P1 a P8) a las peceras se ,les
dot6 de un sistema de aireacion continua por medio de una bomba mecénica con el fin de
estabilizar los niveles de oxigenaciéon del agua, ademas se mantuvo una condicién
adecuada de temperatura acompafiado de ciclos de luz y obscuridad natural, los peces se
alimentaron con alimento comercial en hojuelas se colocé una malla de proteccién superior con
un sistema de cerrado por medio de tension perimetral. Este proceso se realiz6 por 30 dias

(Figura 7).
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Figura 7. Procesamiento de aclimatacion de los peces en acuarios de 40 |. previo a su
exposicion in vivo a agua de los diferentes puntos de muestreo de la RE La Cueva. A) Captura de
organismos, B) Separacion en grupos y C) Colocados en peceras.

2.8.2. Exposicion

Pasado el tiempo de aclimataciéon a 6 de los acuarios se les cambio totalmente el agua del
grifo para someter a los peces a un tiempo de exposicion de 21 dias al agua recolectada
de los diferentes puntos de la zona de estudio identificados con las siglas P1 a P6 el acuario
P7 se dejo con agua de grifo como control negativo y el P8 denominado control positivo se
expuso a una solucion de 0.8 ppm de K2Cr207, durante el tiempo de exposicion de realiz6

el cambio de agua en 3 ocasiones (Figura 8).

51



Figura 8. Exposicion de peces (C. carpio) a muestras de agua de la RE La Cueva.

2.9. Evaluacion de la genotoxicidad en Cyprinus carpio

2.9.1. Medidas morfométricas
A los peces tanto de la exposicién in situ como in vivo se les tomaron las medidas
morfométricas de peso humedo y longitud (Figura 9) con una balanza y cinta métrica
respectivamente, con ambas medidas ademas se determiné la condiciébn de Fulton
mediante la siguiente ecuacion:
K=100*(gr)/Ltotal(cm) *3)

Donde:

K = Factor de condicion corporal de Fulton

g = peso del pez en gramos

L total = Longitud del pez en cm

Estas permiten en conjunto saber el estado de crecimiento, asi como dilucidar el

estado de desarrollo que tienen los organismos durante el estudio.
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Figura 9. Esquema de medidas morfométricas tomadas de Cyprinus carpio

2.9.2. Obtencién de muestras bioldgicas

2.9.2.1. Sangre
Una vez tomadas las medidas morfométricas de cada individuo se obtiene una muestra de
sangre a través de un corte entre la cabeza y el inicio de la aleta dorsal, dejando gotear en

un tubo eppendorf previamente heparinizado.

2.9.2.2. Tejido muscular
Después de tomada la muestra de sangre a cada organismo se le realiza un corte desde la
abertura urigenital hasta el torax para obtener una muestra de tejido muscular, eliminando
previamente las escamas y cuidando de no tocar 6rganos internos, posteriormente la
muestra fue cortada en trozos pequefios con la ayuda de un bisturi y colocadas en charolas
de plastico (Figura 10). se introdujeron en una estufa marca Terlab a 40 °C para su
deshidratacion, posteriormente se guardaron en frascos de polietleno en refrigeracion hasta

su analisis.
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Figura 10. Muestreo de tejido muscular de C. carpio después de la exposicion in situ e in vivo a
muestras de agua de la RE La Cueva. (Tomado de Gonzalez, 2019)

2.10. Evaluacién de genotoxicidad por ensayo de micronucleos (MN)

2.10.1. Preparacién y tincion de laminillas

Se colocaron 5 ul de sangre en un portaobjetos previamente desengrasado con ayuda de
un cubreobjetos se realizé un frotis de forma uniforme en la superficie (Figura 11), se
dejaron secar por 24 h a temperatura ambiente, posteriormente las células se fijaron
introduciendo las laminillas en una soluciéon de metanol-acido acético (3:1 v/v) por 30 min

pasado el tiempo se dejaron secar a temperatura ambiente.

Figura 11. Técnica para el extendido de muestra sanguinea (frotis).

La tincion de las laminillas se llevo a cabo empleando dos soluciones de colorantes
Eosina B y Azul de metileno (Fig. 11) introduciendo las laminillas en cada uno durante 1
min finalmente se enjuagaron con abundante agua destilada, se dejaron seca y se

guardaron hasta su andlisis en el microscopio.
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2.10.2. Anélisis al microscopio

La frecuencia de MN se obtuvo en 1000 eritrocitos por individuo aplicando los criterios
propuestos por (Fenech et al. 2003): a) el didmetro del MN oscila entre 1/16 a 1/3 de la
media del didmetro del nacleo principal; b) los MN son no refractarios; c) la intensidad de
tincién del MN es similar al nucleo principal; d) el MN no estd conectado con el ndcleo
principal; e) los MN son casi redondos u ovalados y f) los MN deben estar incluidos en el

citoplasma celular.
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Figura 12. Micronucleo (sefialado con flecha) en eritrocitos de sangre periférica de C. carpio.
(Camara web salandens HD 1080P).

2.11. Evaluacién de la genotoxicidad por ensayo cometa

2.11.1. Preparaciéon de laminillas

Se agreg6 165 pl de agarosa regular (AR) (SIGMA) al 0.5 %, en portaobjetos previamente
lavados con metanol y secados con gasa y se extendié con el dedo indice libre de grasa,
cuidando que no se formaran grumos, se solidificaron a temperatura ambiente y se
guardaron hasta su uso. Posteriormente en un tubo eppendorf se agregé 10 pl de sangre y
se mezclé con 150 ul de agarosa de bajo punto de fusion (ABPF) (SIGMA) al 0.5 %, 75 i
de la mezcla se colocaron sobre los portaobjetos previamente preparados con AR y se
dejaron solidificar a 4 °C, una vez solidificados se aplicé una segunda capa de ABPF.

Posteriormente las laminillas se colocaron en una caja Copplin que contenia 44.5 ml de

55



solucién de lisis pH 10, 4.5 ml de solucion DMSO (Dimetil sulfoxido) y 0.5 ml de Triton 100

X, se guardaron a temperatura de 4 °C durante 24 h.

2.11.2. Desenrollamiento y electroforesis

Las laminillas se colocaron de forma horizontal en una camara de electroforesis Marca
Thermo EC Midicell EC330 que contenia amortiguador de electroforesis recién elaborado
(NaOH 300 mM y EDTA 1 mM, pH>13) frio (4 °C), durante 10 min, con el fin de permitir el
desenrollamiento del DNA; pasado este tiempo se aplicé una corriente de 25 V y 300 mA
durante 10 min, con una fuente de poder marca Bio-Rad Modelo Power Pac Basic. Una vez
transcurrido el tiempo, las laminillas se neutralizaron mediante tres lavados con Tris-base
pH 7.4 durante 5 min cada vez, finalmente se lavaron con metanol por 5 min, se dejaron

secar y se guardaron hasta su analisis.

2.11.3. Anélisis al microscopio

Para el andlisis las laminillas se tifieron con 30 yL de bromuro de etidio (20 pg/mL) y se
observaron en un microscopio de EPI fluorescencia Marca Leica Modelo DM2000. En
analisis se realizé en 100 moléculas de DNA los cuales se agruparon por categorias o
clases de dafio (Kumaravel et al., 2009; Moller et al., 2010; Garcia et al., 2011). a) Clase O:
DNA no fragmentado. b) Clase 1: La longitud de la cola es menor al diametro de la cabeza.
c¢) Clase 2: La longitud de la cola esta entre una y dos veces el diametro de la cabeza. d)

Clase 3: La longitud de la cola es mayor al doble del diametro de la cabeza (Figura 13).

Clase 0 Clase 1 Clase 2 Clase 3
Figura 13. Molécula de DNA con las diferentes clases de dafio. (Fuente: Propia).
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El indice de dafio para el ensayo cometa (DICA por sus siglas en inglés) oscilé entre
0 y 300 unidades arbitrarias (ua) (Kumaravel et al., 2009) y se obtuvo de acuerdo con la
siguiente férmula.
DICA = (n0X0) + (n1X1) + (n2X2) + (n3X3)
Donde:
n = Numero de moléculas de DNA en cada una de las clases.

0 a3 =Numeros de cada clase

2.12. Analisis Estadistico

Se llevé a cabo un andlisis estadistico multivariante MONOVA (Multivariant analisis of
variance) y una comparacion entre los puntos de muestreo, de acuerdo con los resultados
existe una diferencia significativa entre puntos de muestreo, por lo que se realiz6 una
prueba de Dunnett para observar las diferencias con el punto de referencia, encontrando
que en conductividad eléctrica (CE), alcalinidad, cloruros, dureza lo que indica que estas
propiedades se encuentran alteradas por algunos factores del medio en el que se
encuentran, mientras que el resto de parametros como temperatura, pH, no presentaron
diferencias significativas, sin embargo para procesar los resultados obtenidos partir del
andlisis de MN se opt6 por aplicar el método Dunnett que nos permitio crear intervalos de
confianza para identificas posibles diferencias significativas entre la medida de nuestro
grupo control y el grupo de organismos expuestos identificando posteriormente mediante
una T-student que permiti6 determinar la media e identificar si los valores son

estadisticamente diferentes entre si.
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3. RESULTADOS

3.1 Visita e Inspeccion del Sitio de Estudio

Desde tiempos antiguos la zona se empleaba para el cultivo de principalmente de maiz y
trigo, se trata de un paisaje beneficiado del cual brotan diversos manantiales, producto de
las infiltraciones de las zonas altas adyacentes, perteneciendo a la unidad fisiografica “Gran
meseta con cafladas (barrancas), estos a la vez confluyen para dar origen a la corriente
principal denominada rio las cuevas, dado estos beneficios de la naturaleza el hombre se
ha beneficiado de ellos utilizando sobre todo el recurso agua para diversas actividades
como riego de cultivos, para consumo, para recreacion, entre otros. Sin embargo estas
actividades han alterado la naturaleza del paisaje ya que a un costado de algunos
manantiales y del rio se construyeron lavaderos los cuales hasta la fecha se utilizan para el
lavado de ropa, en la periferia de la RE Las Cuevas se establecieron diversas empresas
dedicadas a la fabricacion de cobertores y edredones durante la inspeccién del sitio se
identificaron tubos de drenaje que correspondian a las descargas de aguas residuales de
esta industrias las cuales descargaban directamente al rio, al realizarse la declaratoria
como Reserva Ecoldgica son reubicados para continuar las descargas rio abajo.
Recientemente se acondiciono un espacio como area recreativa y deportiva. Mediante la
inspeccion del sitio se identificaron y ubicaron los cuerpos de agua que conforman la
reserva (manantiales, rio humedal) ademas de las potenciales fuentes contaminacion
dentro y fuera de ésta, las cuales fueron agrupadas en 3 areas: La primera la conforma un
area con actividades agricolas la cual se ubica hacia el norte de la reserva en esta se cultiva
principalmente maiz, el uso de agroquimicos podria representar una fuente de
contaminacion indirecta de los cuerpos de agua de la reserva; la segunda zona corresponde
al conjunto de industrias ubicadas en los limites territoriales de la RE, en algunas de estas
industrias se realiza el lavado y tefiido de telas, rio debajo de esta zona se ubicaron

descargas de aguas residuales tanto industriales como domésticas; la tercera zona
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corresponde al area urbana, ademas de una zona denominada de transicion donde

confluyen area agricola y urbana (Figura 14).

= ANP Lascuevas w— Zona Industral Zona Urbana - Zona Agricola l

Figura 14. Delimitacion de las zonas con actividades antropicas aledafias a la RE La Cueva.

3.2. Puntos de Muestreo

Después de realizar la visita e inspeccion del sitio e identificar y ubicar los cuerpos de agua,
asi como las fuentes potenciales de contaminacion antrépica se establecieron 6 puntos de
muestreo, el P1, P3y P4 se ubican sobre el caudal del rio las cuevas el P2 corresponde al
humedal y el P5y P6 se ubicaron en el rio Zahuapan (Figura 15).

Punto 1 (P1), se ubico en el inicio del rio las Cuevas, inmediatamente después de
la confluencia de dos corrientes formadas por escurrimientos de los lomerios aledafios y de
algunos manantiales, las potenciales fuentes de contaminacion identificadas son algunos
campos de cultivo que colindan con este efluente, es importante resaltar que éstos se
encuentran a una altura considerable pero que debido a la complejidad que presenta el
terreno se puede considerar que podrian aportar algunos agroguimicos que se emplean en

el cultivo de maiz, antes del punto estan los lavaderos comunitarios los cuales se utilizan
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para el lavado de ropa de los pobladores de la comunidad de Apetatitlan donde se hace
uso de diferentes productos de limpieza como detergentes, suavizantes de tela, cloro, entre

otros.
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Figura 15. Localizacion de puntos de muestreo georreferenciados en la RE la Cueva

Por testimonio de algunos pobladores se sabe que los lavaderos se han usado
desde hace casi 70 afios, aunque a la fecha ha disminuido, entre otras cosas por cumplir
con los objetivos de conservacion del ANP, lo que ha permitido eros abandonados vy las
pozas que se han formado por la erosion natural para la crianza de alevines de C. carpio.
En esta area se habilito un espacio como zona de esparcimiento donde se construyé una
pista de atletismo, asi como varias palapas para convivencia familiar, lamentablemente se
pude apreciar la presencia de residuos soélidos que por arrastre llegan hasta los diferentes
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cuerpos de agua de la reserva. Finalmente, también se observan tuberias presuntamente
abandonadas que en su momento fungieron como medio de descargas de aguas residuales
en la zona es importante resaltar que en época de lluvia se incrementan los escurrimientos
a través de veredas que confluyen con el rio aumentando el caudal del rio (Figura 16).
Punto 2 (P2). Corresponde al humedal artificial situado en el centro de la reserva
ecoldgica, este cuerpo de agua sirve como un regulador de temperatura del lugar y se utiliza
para la crianza de especies acuaticas como la tilapia, carpa comdn, carpa arcoiris y el acocil
especie nativa de la zona, también funge como zona de descanso para aves migratorias,

algunas ademas encuentran espacios para anidamiento y reproduccion.

Figura 16. éitio de muestreo P1, Ay C) lavaderos comunitarios,
B) confluencia de pequefios arroyos y D) nacimiento de 4 manantiales.
Fuente propia: Camara digital de resolucion estandar DCX x2.

El humedal tiene una profundidad de 2.5 metros en su area mas profunda y de 1.5
metros en la mas somera donde se encuentra una pared que funge como compuerta para

mantener el nivel del agua, se construyd a partir de las necesidades de tener una zona
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recreativa que permitiera la preservacion de especies, sin que sufrieran de alguna
perturbacion, este cuerpo de agua es alimentado por 4 manantiales del area, la corriente
de salida permite la formacion de riachuelos y pozas artificiales donde se mantiene la
poblacién de acociles y alevines. Estas zonas que se conocen localmente como criaderos
requieren del establecimiento de programas de mantenimiento como el uso de plantas
acuaticas como la elodia para su saneamiento y la reubicacion de alevines para el desarrollo
de nuevas comunidades de peces que en ocasiones se donan a granjas acuicolas del

Estado (Figura 17).

F - RaiL .
Figura 17. Sitio de muestreo P2, A y B) humedal artificial, especies encontradas
C) carpa comun adulta y D) chipe arroyero (especie migratoria).

Punto 3 (P3). Este se ubico sobre el rio las cuevas en el limite suroeste del territorio
designado para el ANP la Cueva, en este punto se unen todas las corrientes procedentes

de la reserva ecoldgica con el cuerpo principal de agua, este zona se encuentra sefialada
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por un puente que une a la comunidad de Apetatitlan con la avenida principal debajo de
éste se encuentra una descarga que por sus caracteristicas se presume son de origen
industrial e intermitente, mientras que a escasos 3 m se ubicaron otras de origen doméstico
de viviendas aledafias las cuales son continuas durante la visita e inspeccion se pudo
apreciar que la descarga industrial es intermitente mientras que la segunda es continua con
un flujo estandar, a lo largo de esta seccion del rio se puede apreciar el crecimiento de
vegetacion de tipo arbustiva y entre ella se apreciaron cantidades significativas de desechos
sélidos algunos prevenientes de los contenedores de basura ubicados en la periferia del
campo recreativo aledario, el mal manejo de los contenedores de basura contribuye con el

desplazamiento de los desperdicios (Figura 18).

Figura 18. Punto P3 ubicado en los limites de la reserva ecolégica la Cueva

Punto 4 (P4). Ubicado en el rio las Cuevas, esta situado entre la delegacion de
SEFOA y la zona designada por esta dependencia para la prueba de agroquimicos, asi
como de nuevos cultivos para los cuales se requieren caracteristicas controladas, estos
campos de cultivo cuentan con un altitud que permite por medio escorrentia que las
sustancias ahi utilizadas puedan llegar al rio, es importante sefialar que en esta seccién se
pude ver un mayor crecimiento de la vegetacion entre la cual se observan atrapados una

gran cantidad de residuos soélidos.
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Punto 5 (P5). Se ubica sobre el caudal del rio Zahuapan principal corriente
hidrologica del Estado antes de la confluencia del rio Las Cuevas con éste, en este punto
se observo disminucion de la cobertura vegetal asi como de residuos de arboles secos y
ramas que en conjunto mantienen en condiciones de deterioro a esta zona, el punto esta
ubicado cerca de un puente automovilistico cuya construccion tiene una pendiente con
caida pronunciada de aproximadamente 3 m la cual permite el movimiento acelerado de la
corriente de agua desprendiendo olores desagradables y favoreciendo la formacién de una
capa gruesa de espuma de color blanquecino (Figura 20).

Punto 6 (P6). Esta situado en el rio Zahuapan después de la confluencia del rio Las
Cuevas, cerca de este punto se identificaron drenaje vertidos directamente al caudal, asi
como vegetacion abundante que permite la acumulacion de residuos sélidos urbanos que
pueden son arrastrados por la corriente (Figura 20).

En ambos puntos (P5 y P6) se observa la presencia de fauna doméstica que van a
tomar agua y pastar a la orilla del rio, asi como silvestre tal es el caso de roedores, lombrices
y aves de diferentes especies, entre otros, la presencia de desperdicios sélidos urbanos se
vio nuevamente en aumento no solo en la orilla sino también en el centro del rio (Figura 20).

Estos puntos se tomaron con la finalidad de conocer si existe algun nivel de aportacion de
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sustancias provenientes del rio Las Cuevas que puedan incrementar la ecotoxicidad del

agua y sedimento de este cuerpo de agua, o bien si realiza una dilucion de lo que éste lleva.

Rig Las:€uevas s Confl@encia,de

Figura 20. Imagenes representativas de los puntos P5 y P6 ambos en el rio Zahuapan

v Rk

3.3. Andlisis fisicoquimicos del agua.
Enla Tabla 1 se presentan los resultados de pH, temperatura (T), conductividad electrolitica
(CE), solidos disueltos totales (SDT) oxigeno disuelto (OD), demanda bioquimica de

oxigeno (DBOs), cloruros, dureza, alcalinidad total y turbidez determinados a las muestras
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de agua de la reserva ecoldgica Las Cuevas, asi como la del grifo del LTyQA del CIGyA la
cual fue utilizada como control negativo (CN) en el estudio in vivo.

El agua del CN present6 un pH de 8.5+0.1 lo cual indica que es alcalina, mientras
que en las muestras de la reserva los valores oscilaron entre 7.13 y 9.15, estos permiten
clasificar a los puntos P1y P2 como alcalinos y al P3 y P4 como neutros, el P5 (pH=6.39)
y P6 (pH=7.25) correspondientes al antes y después de la confluencia del rio las Cuevas
con el Zahuapan fueron clasificados como ligeramente 4cido y basico respectivamente. Con
respecto a la temperatura en general se mantuvo en 19 °C, ambos parametros (pHy T) se
ubican dentro de los niveles maximos permitidos en los criterios ecoldgicos de calidad del
agua para proteccién de vida acuatica (CE-CCA-001-89).

Con respecto a la CE los resultados oscilan entre 0.267 hasta 0.796 mS/cm, el valor
minimo corresponde al CN, en términos generales se observa un incremento con respecto
a la direccién del caudal del rio siendo el P4 hasta 3 veces mayor que el P1, aun cuando
se nota el incremento en las concentraciones de sales todos los valores estan por abajo de
lo establecido en los CE-CCA-001-89 para riego agricola (1.0 mS/cm), La concentracién
mayor de SDT se encontr6 en el P5, los resultados evidencian el efecto dilusion por parte
del rio las Cuevas ya que en el P6 después de su confluencia el valor disminuye hasta un
30 %.

El OD fluctud entre 3.48 y 5.61 mg/l, siendo mayor nuevamente en el P5, aun
asi los valores se encuentran dentro del nivel permitido para proteccion de vida
acudtica, lo cual indica que el sitio si puede utilizarse como éarea para la
conservacion de la biodiversidad (CE-CCA-00/89). La DBOs indica la cantidad de
materia organica biodegradable, se utiliza para medir la calidad del agua, en este

sentido los puntos P1 al P4 con valores entre 30 a 120 mg/l se consideran

contaminados por descargas de agua residuales de origen municipal, mientras que
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el P5y P6 correspondientes al rio Zahuapan estan fuertemente contaminadas por
descargas de aguas residuales crudas municipales y no municipales (CONAGUA,
2018).

La dureza representa una medida de la cantidad de metales en el agua
principalmente Ca y Mg provenientes de la disolucidon de rocas y minerales, de acuerdo a
la concentracién que presentan solo el CN (41.3 mg/l) se clasifica como agua blanda (<60
mg/l), en el resto de las muestras dado que la concentracion oscila entre 176 y 324 mg/l se
identifican como aguas de moderadamente duras a duras, el P2 es el que presenta el valor
mas alto, éste pudiera estar relacionado con el origen del agua (Solis-Castro et al., 2018).
Los puntos P1 y P2 con respecto a dureza (300 mg/l), asi como todas las muestras con
respecto a alcalinidad (100 mg/l) presentan valores por arriba de los limites permisibles para
cultivo de carpas mencionado en la CE-CCA-00/89.

En cuento a la concentracién de cloruros el P1 presento la concentracién mas baja
(9.5 mgl/l), la cual se fue incrementando con respecto a la corriente del rio, hasta 4 veces
en el punto P5 y P6 con respecto al inicial aun con este incremento todas las muestras se
encuentran por abajo de los criterios ecolégicos para proteccion de vida acuatica, ademas
segun Timmons et al., 2007 los puntos P1, P2, asi como el CN presentan concentraciones

aptas para el cultivo de peces (8 a 12 mg/L CI)
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Tabla 1. Parametros fisicoquimicos de las muestras de agua utilizadas en el estudio

Parametros VR CN P2 in situ P1 P2 P3 P4 P5 P6
pH 5-9(a) 8.5+0.14 9.15+0.08 8.42+0.21 8.44+0.67 7.13+0.57 7.24+0.62 6.39+0.20 7.25+0.63
T (°C) TlaSm(g)i 19.07 19.23 19.06 19.45 19.55 19.64 17.92 19.51
- g/'im) 1.0(c)  0.267+0.19 0.296 0.268+0.02  0.256+0.03  0.382+0.04  0.741+0.11  0.796+0.01  0.599+0.03
SDT
500(c) 117 118 104 184 136 132 624 436
(ppm)
(mogl;D/I) 5(a) 4.8+0.12 3.48+0.26  4.59+0.50 3.84+054  4.62t052  4.64+047 4784006  5.61+0.39
DBOs ] 100 45 105 90 55 350 170
(mg/l)

Cloruros 250 10.75+0.08 14.1+0.12 9.5+0.05 11.3+0.10 28.7+0.56 33.7+0.76 40.2+1.20 44.7+0.33
(ma/l) €) .75+0. .1+0. .540. .310. .710. .710. 241, .70.
'?r‘:]rgeﬁ)"" 300 (b)  41.3+0.31  324.3:0.25  305.0:0.45  307.0+123  195.0:0.60  215.0+1.47  176.0:0.69 224 +0.31

Alcalinidad 100 (b 7.0+0.81 12.0+1.47 +1 194.0+ 220.0% 0.17 4.0+ 017  276.7+1.04
ol 00(b)  388.0+0.53  387.00.8 312.0+1. 308.0+1.65 94.0+0.89 0.0 0. 334.0+ .0 6.7+ 1.0
T”(rnt;'ud)ez 0.56 8.37 0.97 9.39 15.5 15.5 45.3 39.6

T Temperatura; CE Conductividad eléctrica; SDT Solidos disueltos totales; OD: Oxigeno disuelto; DBOs: Demanda bioquimica de oxigeno; CN

Control negativo

VR: Valores de referencia

(a) CE-CCA-001/89. Nivel maximo en Criterios Ecolégicos de Calidad del Agua para proteccion de vida acuatica

(b) CE-CCA-001/89. Nivel maximo en Criterios ecologicos de Calidad del Agua para cultivo de carpa

(c) CE-CCA-001/89. Nivel maximo en Criterios ecolégicos de Calidad del Agua para riego agricola

(
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3.4. Andlisis fisicoquimico de sedimento

Las caracteristicas de pH, porcentaje de materia organica (MO) y clase textural determinadas a
las muestras de sedimento del ANP las Cuevas segun la norma oficial mexicana (NOM-021-
SEMARNAT-2000) se presentan en la Tabla 2. Los sedimentos muestran valores desde 6.39 +
0.02 hasta 8.39 £ 0.04 clasificando al P1 y P2 como moderadamente alcalino, al P3, P4 y P6
como neutros y solo el P5 ligeramente acido. Los resultados obtenidos con respecto al porcentaje
de MO todas las muestras estuvieron por debajo de 1.64 % siendo el P6 quien presento el valor
mas bajo (0.22 %), considerando que el Estado se encuentra en la region donde el origen de los
suelos son de tipo volcanicos estos resultados los clasifica de bajo a muy bajo contenido de este
parametro, lo cual ademas se ve reflejado en la clase textural ya que en su totalidad son franco
arenosos (NOM-021-SEMARNAT-2000). Estos valores pueden estar inversamente relacionados
con la unién de los caudales de los dos cuerpos de agua tal y como sucede con los resultados

de pH ya que se estabiliza justo después de la confluencia subiendo de 6.39 a un 7.25.

Tabla 2. Valores de pH, materia organica y textura de sedimentos superficiales de la reserva ecoldgica

las Cuevas
Sitio pH MO (%) Textura
P1 L8.39 £ 0.04 81.03 Franco arenoso
P2 L7.84 +£0.02 80.92 Franco arenoso
P3 N7.13+0.02 B1.64 Franco arenoso
P4 N7.24 +0.02 8B1.37 Franco arenoso
P5 A6.39 £ 0.02 80.63 Franco arenoso
P6 N7.25+0.02 MQ.22 Franco arenoso

M.O: Porcentaje de materia organica.
NOM-021-SEMARNAT-2000
AModeradamente acido,
N Neutro,
- Moderadamente alcalino
BBajo,
MMuy bajo
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3.4Cuantificacion de elementos potencialmente toxicos (EPTs) y como cociente de
peligro (CP) en muestras de la RE la Cueva
3.4.1. EPTs y CP en Agua

En la Tabla 3 se presentan las concentraciones de EPTs cuantificados en las muestras de agua,
asi como el CP mismo que se determiné con base en la normatividad nacional (CE-CCA-001/89)
considerando los niveles de proteccion de vida acuética y riego agricola, es importante destacar
gue solo para este parametro se realizaron dos muestreos para ambas matrices. De los
elementos cuantificados en el primer muestreo se pudieron identificar concentraciones que
oscilan entre 0.16 y 0.19 pg/ml para CrT, con respecto al Mn el P5 present6 un valor 5 veces
mas alto con respecto al P1, sin embargo solo los valores del Al se ubicaron por arriba de los
CE-CCA-001/089 para proteccion de vida acudtica, sefialdndolo ademas como un elemento de
riesgo debido a que present6 un CP hasta de 414.6 en el P3 y de 792.8 en el P5 cabe destacar
gue estos puntos se estan ubicados después de una descarga de descargas de origen urbano e
industrial y en el rio Zahuapan respectivamente. Para el segundo muestreo la concentracién de
CrT y Mn disminuy6 y solo se detecté en 2 de las 6 muestras, el Ni se encontr6 en 4 de las 6
muestras sin embargo no representa riesgo ya que el CP arroja valores muy por abajo de la

unidad.

3.4.2. Cuantificacién de EPTS en sedimento y determinacién de CP, FE e IGeo

La tabla 4 muestra los resultados obtenidos de EPTs en las muestras de sedimento, de los dos
muestreos (enero y junio). Referente al primero se observa que solo en el P2 se detecté CrT, Mn
y Al en concentraciones de 29.8, 2.40 y 2106 ug/g respectivamente estos valores estan por abajo
del limite establecido por la LEL-NJDEP. Para el segundo el Mn y el Fe se cuantificaron en las 6

muestras, mientras que el Ni solo se identifico en la P1y P3 sin presentar diferencias entre puntos
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y con niveles por debajo de la normatividad internacional. EI CP del Al en el P2 se acerca

ligeramente a la unidad sin representar un riesgo real.

Tabla 3. Concentracion de elementos potencialmente téxicos (ug/ml) y cociente de peligro en agua de
los diferentes puntos de la reserva ecoldgica las Cuevas

CE-CCA-

EPTs 5o ce P1 P2 P3 P4 P5 P6
Pb ND ND ND ND ND ND
cd ND ND ND ND ND ND
CrT ] 0.18 0.16 0.16 0.17 0.18 0.19
Primer Mn ; 0.28 0.27 0.51 0.32 1.35 0.35
muestreo
Al 0.05* 11.89 10.89 2073 1474 3964 16.91
0.05* 237.8 217.8 4146 2949 7928 3382
CP-Al
5.00%  2.37 2.17 41 2.94 7.92 3.38
Pb ND ND ND ND ND ND
cd ND ND ND ND ND ND
CrT 0.05 ND ND 0.86 ND ND
Segundo Mn ND ND ND ND 0.11 0.13
muestreo
Fe 1.0* ND ND ND ND ND ND
Ni 0.2*  0.03 ND ND 0.02 0.03 0.05
CP-Ni 02* 015 ND ND 0.1 0.15 0.25

* CE-CCA-001/89. Nivel maximo en Criterios Ecolégicos de Calidad del Agua para proteccion de vida
acuética

** CE-CCA-001/89. Nivel maximo en Criterios ecoldgicos de Calidad del Agua para riego agricola

ND = no detectable

CP 0 Cociente de peligro

El FE e Igeo se obtuvieron para identificar la procedencia de los EPTs que se cuantificaron
en las muestras de sedimento, el FE indica si los elementos se derivan de la roca madre o de
otra fuente de enriquecimiento, mientas que el Igeo se utiliza para evaluar cuantitativamente la
contaminacion de los sedimentos a través de la concentracion de metales frente a los valores de

referencia. Al respecto se concluye que los elementos cuantificados provienen de la roca madre
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y por lo tanto no contribuyen con la contaminacion en los puntos de muestreo analizados (tabla

5).

Tabla 4. Concentracion de EPTs (ug/g) y CP en sedimento superficial de los sitios de la Reserva ecolégica
las Cuevas

LEL-
EPTS  \Ipep P1 P2 P3 P4 P5 P6
Pb ND ND ND ND ND ND
Cd ND ND ND ND ND ND
Brimer CrT 26* ND 29.8 ND ND ND ND
muestreo  CT ST L1
Mn 630 * ND 2.40 ND ND ND ND
Al 2550 * ND 2106 ND ND ND ND
CP-Al 0.82
Pb ND ND ND ND ND ND
Cd ND ND ND ND ND ND
CrT ND ND ND ND ND ND
segundo 630*  26.04 122 2842 2352 598 2273
Muestreo
Fe 1062 916 915 975 757 1086
Ni 16 9.67 ND 4.78 ND ND ND
CP-Ni 16 0.60 0.29

ND: no detectable

EPTs elementos potencialmente toxicos

Pb: plomo, Cd: cadmio, CrT: cromo total, Mn: manganeso, Al: aluminio, Fe: hierro, Ni: niquel.

* LEL-NJDEP, nivel de minimo efecto para criterios ecol6gicos del Departamento de proteccién ambiental
de Nueva Jersey

Tabla 5. Factor de enriquecimiento e indice de geoacumulaciéon en muestras de sedimento de la RE La

Cueva
FE Igeo
EPTs P1 P2 P3 P4 P5 P6 P2
Primer CrT 1.0 0.77
muestreo - 0.1
Mn 1.3 0.1 1.6 1.2 0.4 11
Segundo Al 10
muestreo
Ni 1.2 0.7

ND: no detectable Pb: plomo, Cd: cadmio, CrT: cromo total, Mn: manganeso, Al: aluminio, Fe: hierro, Ni:
niquel
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FE Factor de enriquecimiento
Igeo Indice de geoacumulacion

3.5. Pardametros morfométricos de C. carpio in situ e in vivo

El tratamiento in situ se realizd con peces de la especie C. carpio (carpa comun) criados en el

humedal artificial correspondiente al P2 del ANP las Cuevas se obtuvo una n=22, los organismos

se dividieron en 2 grupos el primero con n=15 considerado grupo expuesto se proceso

inmediatamente después de su captura, el segundo n=7 se someti®6 a un proceso de

desintoxicacion para considerarse como control negativo. En el tratamiento in vivo se utilizaron

peces provenientes de un criadero, después del proceso de aclimatacion se expusieron a las

muestras de agua recolectadas de los diferentes puntos de la RE las Cuevas descritos

anteriormente.

Tabla 6. Medidas morfométricas y factor de condicién de carpas (C. carpio) después de la exposicién in

situ e in vivo
Peso (g) Largo total (cm) Factor de Fulton
Tratamiento n

Media = DE Media = DE Media = DE
Expuestos 15 64.21+17.63 16.83+ 1.53 1.40+0.18

in situ
Controles 7 46.28+19.36 15,55+ 1.98 1.15+0.20
P1 4 11.00+4.54 9.32+1.38 1.33+0.36
P2 6 11.16+5.34 9.80+1.89 1.09 +0.10
P3 12.20 £ 6.91 942 +1.73 1.33+0.15
P4 5 9.60+3.44 9.60+1.25 1.06 +0.18

in vivo
P5 5 8.17+2.14 9.06 £ 0.81 1.08 + 0.15
P6 5 11.60+4.39 9.22 +0.85 1.28 + 0.27
Control negativo (CN) 5 8.80+1.92 8.98 £ 1.06 1.50 +0.12
Control positivo (CP) 5 7.01+0.71 6.10 + 0.64 1.10 + 0.17

Valor de Fulton 1-3
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Todos los organismos después del tratamiento correspondiente se procesaron para
realizar la evaluacion de los efectos. Previo al sacrificio los peces fueron pesado y medidos con
el fin de obtener sus medidas morfométricas y determinar el factor de condicién. Los organismos
de la exposicion in situ presentaron peso promedio entre 40 y 60 g con una talla de 15 a 16 cm,
mientras que los del tratamiento in vivo el peso oscilo entre 7y 12 g y la talla en promedio fue de
9 cm, en general todos los grupos presentaron un valor de condicion de Fulton superior a 1
evidenciando que tuvieron un crecimiento libre de estrés (Tabla 6) y poseen un buen estado de

salud.

3.5 Cuantificacién de EPTs en tejido muscular de C. carpio capturadas en la RE la Cueva

En la Tablas 7 se observan los resultados de los EPTs analizados en tejido muscular de C. carpio
capturados en el punto 2 correspondiente al humedal (in situ) de la reserva ecolégica Las Cuevas.
Las concentraciones de los elementos cuantificados fueron en el orden de Al>Fe> CrT>Ni en el

grupo expuesto mientras que Fe> CrT para el control.

Tabla 7. Promedio de las concentraciones de EPTs (mg/kg) en tejido muscular de C. carpio
después de la exposicion in situ

EPTs CONTROL EXPUESTOS
Pb ND ND

Cd ND ND

CrT 52+1.94 12.36 + 10.14

Mn ND ND
Al ND 83.56 +6.04
Fe 28.37 + 9.61 28.05 + 9.61
Ni ND 2.75+ 1.60

Pb Cd Crr Mn Fe Ni Al

Tratamiento
Expuestos 15 ND ND 2.84+298 ND 24.05+13.49 1.96+1.63 35.81 +43.07
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Control 7 ND ND ND ND 8.10 + 14.29 ND ND

3.6. Evaluaciéon genotéxica del agua de la RE a través del ensayo de MN en C.
Carpio
En la figura 21 se muestran los resultados de la evaluacion del efecto al DNA por ensayo de MN
en eritrocitos de sangre periférica de peces capturados in situ en el humedal dentro de la RE las
Cuevas. Los organismos considerados expuestos (n=15) presentaron una frecuencia promedio
de 8.06 = 2.4 MN/1000 células, dos veces mayor que el valor obtenido para los organismos que
se sometieron al proceso de desintoxicacion, los cuales presentaron un valor medio de 3.7 + 2.5
MN/1000 CT. El objetivo de someter a estos organismos a desintoxicacién fue evidenciar una
disminucion del dafio de tal manera que los resultados permitieran considerarlo como control

negativo.
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Figura 21. Promedio de la frecuencia de MN en eritrocitos de C. carpio capturadas in situ
en el P2 de la RE Las Cuevas
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Con el ensayo de MN ademas se pueden analizar otro tipo de efectos tal es el caso de
las anormalidades nucleares (AN), de esta manera se obtuvo el promedio de la frecuencia de
células globuladas (7.1 + 3.75 GB/1000 CT) y células con muescas (5.8 £ 3.22 MU/1000 CT), los
resultados fueron estadisticamente diferentes al control (2.4 £ 1.32 GB/1000 CT y 1.8 + 1.55

MU/1000 CT).
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Figura 22. Valor medio de la frecuencia de células globuladas (GB) y con muesca (MU) en
eritrocitos de C. carpio después de la exposicion in situ en el agua de la RE Las Cuevas.

Para evaluar la presencia de sustancias con capacidad citotdxica se evaluaron células en
apoptosis y necrosis (figura 23) solo las primeras (4.3 + 2.55 CA/500 CT) presentan un
incremento significativo con respecto al control (1.69. £ 1.44 A/500 CT), demostrando la

capacidad citotoxica de este ambiente acuatico.
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Frecuencia Apoptosis
Frecuencia Necrosis

Control Expuesto Control Expuesto

t student p<0.05

Figura 23. Valor medio de la frecuencia de células en apoptosis y necrosis en
eritrocitos de C. carpio después de la exposicion in situ al agua de la RE Las Cuevas.

La Figura 24 muestras los resultados obtenidos de frecuencia de MN en eritrocitos de C.
carpio después de la exposicién in vivo a muestras de agua de los diferentes puntos ubicados en
el area de la reserva ecoldgica Las Cuevas ademas del control negativo para el cual se utilizd
agua potable del LTyQA del CIGyA y el positivo con una concentracion de [(iCiomatoleipotasio.
El promedio de la frecuencia de micronicleos muestra un incremento directamente proporcional
a la direccion de la corriente del rio principal donde confluyen todos los cuerpos de agua de la
RE, mostrando diferencias significativas con respecto al control (3.7) a partir del P2 (9.1) se
observa ademas que en el punto P6 (11.3) se presenta una ligera disminucién del efecto con
respecto al punto P5 (15.5) ambos ubicados sobre el cauce del rio Zahuapan, esto podria
deberse a que el agua proveniente de la RE Las Cuevas esta generando un efecto de dilucién

de los contaminantes que el Zahuapan arrastra.
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CN: Control negativo; CP: Control positivo; P1-P4 Puntos de la RE Las Cuevas; P5y P6 Puntos sobre el cauce del rio Zahuapan
ANOVA y Dunnet p<0.05. Letras iguales no hay diferencia significativa

Figura 24. Media de la frecuencia de MN en eritrocitos de C. carpio después de la exposicion
in vivo al agua de diferentes puntos de la RE Las Cuevas.

En la figura 25 se muestran los resultados de anormalidades nucleares de los peces del
experimento in vivo, se observa un incremento significativo para ambos parametros a partir del
punto P2 hasta el P6 con respecto al CN, los resultados ademas fueron incrementandose con
respecto a la corriente del rio, los puntos P4 y P5 para las lobuladas, incluso presentaron valores
mas altos que el CP, mientras que con las de muestra del P2 al P5 presentaron valores similares.

Con respecto a las células en apoptosis y necrosis igual se observa un incremento
significativo con respecto al CN desde el P3 hasta el P6, también con valores similares al CP
(Figura 26).

En general en todos los analisis realizados se observa un pequefio decremento de los
efectos en el punto P6 lo cual sugiere un efecto dilucién de los contaminantes del rio Zahuapan
después de la confluencia del rio Las Cuevas.
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Figura 23. Promedio de la frecuencia de células globuladas (GB) y con muesca (MU) en eritrocitos de
Cyprinus carpio después de la exposicion in vivo al agua de los diferentes puntos RE Las cuevas.
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CN: Control negativo; CP: Control positivo; P1-P4 Puntos de la RE Las Cuevas; P5y P6 Puntos sobre el cauce del rio Zahuapan
ANOVA y Dunnet p<0.05
Letras iguales no hay diferencia significativa

Figura 26. Media de la frecuencia de células en apoptosis y necrosis de eritrocitos de C. carpio
después de la exposicion in vivo al agua de los diferentes puntos RE Las cuevas.

En la Figura 27, 28 se comparan los resultados obtenidos del experimento in situ con el
in vivo del P2 correspondiente al humedal tanto del experimento in situ como in vivo. Los
resultados demuestran un incremento en la frecuencia de MN de ambos experimentos con

respecto al CN, pero no entre experimentos (Figura 27), un comportamiento similar sucede con
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el promedio de la frecuencia de anormalidades nucleares éstas son estadisticamente

significativas con respecto al CN, no asi para el efecto citotoxico (figura 28).
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CN: Control negativo; CP: Control positivo; P1-P4 Puntos de la RE Las Cuevas; P5y P6 Puntos
sobre el cauce del rio Zahuapan ANOVA y Dunnet p<0.05 Letras iguales no hay diferencia significativa

Figura 24. Comparacién de la frecuencia de MN obtenida en eritrocitos de C. carpio
después de los experimentos in vivo e in situ del punto 2 de la RE La Cuevas
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CN: Control negativo; CP: Control positivo; P1-P4 Puntos de la RE Las Cuevas; P5y P6 Puntos sobre el cauce del rio
Zahuapan ANOVA y Dunnet p<0.05. Letras iguales no hay diferencia significativa

Figura 258. Comparacion de la frecuencia de anormalidades nucleares: a) Células lobuladas, b) Células
con muescas; asi como efectos citotdxicos: c) Células en apoptosis y d) Células en necrosis; en
eritrocitos de C. carpio después de los experimentos in vivo e in situ del punto 2 de la RE La Cuevas

3.7. Evaluaciéon genotéxica del agua de la RE a través del ensayo cometa en C.
carpio

En la Tabla 7 y Figura 29 se muestran los resultados de la evaluacién de la genotoxicidad por

ensayo cometa en peces de la especie C. carpio después de la exposicion in vivo al agua de los

diferentes puntos de la reserva ecolégica la Cueva. Con respecto al porcentaje de moléculas que

presentaron fragmentacion este valor se incrementd directamente proporcional con respecto al

recorrido del rio hasta 4 veces en los puntos del ANP las Cuevas y hasta diez veces en los puntos

del rio Zahuapan las moléculas de clase 0 fueron las que se presentaron en mayor proporcion,
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solo el testigo positivo, asi como el P5 y P6 solo mostraron moléculas de clase 3. en el punto
parametro de observar los resultados de la fragmentacion en moléculas de ADN de eritrocitos de
peces generada por la exposicion in vivo al agua del rio y la reserva ecoldgica las cuevas. Las
moléculas de ADN con los diferentes niveles de dafio se incrementaron significativamente con
respecto al control negativo a excepcion del punto P1(6.67+1.53) en donde se aprecian valores
similares al CN (6.33+0.58), la case 1y 2 las que presentaron mayor porcentaje, destacando
gue en el punto RC5 se encuentra el nivel mas alto de dafio inclusive superando al nivel CP con
valores de 60.00+22.52 y 33.51+5.69 respectivamente, las moléculas con clase de dafio 3 se
presentaron en menor porcentaje.

Por otro lado, se puede apreciar el incremento en el dafio a los eritrocitos de esta especie
conforme se continua el recorrido del cauce de este rio con valores que van desde 6.67+1.53 en

el P1 hasta el P5 60.00+22.52 disminuyendo en el punto P6 con un valor de 29.40+10.72
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Tabla 7. Clasificacion de moléculas de DNA de eritrocitos de C. carpio después de la exposicion
in situ e in vivo a muestras de agua de diferentes puntos de la RE Las Cuevas

. Clase
Exposicion
0 1 2 3
in situ 86.40+4.51 10.80+3.11 0.80%1.10 0
P1 93.33£1.53 6.671+1.53 0 0
P2 89.8811.65 9.75%1.19 0.3810.75 0
P3 81.83+4.73 14.831#4.01 3.33+1.26 0
P4 81.6311.89 14.2521.66 4.13+1.18 0
P5 58.1318.81 25.25%4.01 15.7546.99 1.1310.85
P6 76.10£6.90 17.90£5.59 5.40+1.82 0.60+0.55
TN 93.75£0.35 6.25%0.35 0 0
TP 77.00£4.58 15.67%4.04 5.6711.15 1.6710.58
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Figura 26. indice de dafio al ADN (DICA) en eritrocitos de C. carpio después de la exposicion in situ e in
vivo a muestras de agua de diferentes puntos de la RE Las Cuevas
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4. DISCUSION
Muchos ecosistemas acudticos continentales como, rios, lagos y humedales naturales o
artificiales dependen directa e indirectamente de los acuiferos subterraneos. Los ecosistemas
acudaticos contienen una gran variedad de organismos y las relaciones e interacciones entre ellos
permiten mantener un equilibrio estricto que puede ser traducido en una biodiversidad particular
o especifica de un entorno determinado, influenciada por los factores quimicos y fisicos que el
medio les facilite (Laws 1981).

En términos de la calidad de agua es necesario para cualquier tipo de investigacion en el
gue se utilice esta matriz, saber qué aspectos estan infimamente relacionados con capacidad de
retencion de nutrientes y la autodepuracion es bien sabido que estos disminuyen con el caudal
en cuerpos de agua superficiales en condiciones naturales (Butturini y Sabater 1998) y que
aquellos cauces que presentan ciertos niveles de contaminacién tienden a apartarse de esa
relacion (Marti et al. 2004); no obstante, quedan muchos aspectos importantes por discernir
sobre como es la calidad del agua respecto a la interaccion entre caudal, temperatura, carga de
nutrientes y usos del territorio cercanos a estos cuerpos de agua recurriendo a la aplicacion de
una parametrizacién que permita deducir y predecir algunas de las posibles formas de movilidad
de contaminantes especificos en el estudio in situ los parametros fisico-quimicos, asi como las
concentraciones de metales (Pb, Cr, Cd y Ni) no rebasaron los limites permisibles de
contaminantes basicos para la proteccion de la vida acuatica, mencionados en la NOM-001-
ECOL-1996.

Al respecto, es posible ver las diferencias en las caracteristicas fisicas y quimicas entre
el agua del rio las Cuevas y el agua que se encuentra en sus inicios, estas podrian estar
determinadas por el caudal y la época en la que se desarroll6 el estudio, grado de antropizacion,
caracteristicas orograficas y geoldgica de la zona. En este sentido, el pH (Tabla 1) observado
oscil6 desde alcalino hasta ligeramente acido, la alcalinidad podria se debe a la presencia de

iones de carbonato e hidréxido que pueden provenir de los minerales naturales solubles ya
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gue el P2 donde la concentracion es mas alta corresponde humedal el cual esta formado por
el flujo de los diferentes manantiales de la zona, tanto las concentraciones de alcalinidad, como
la conductividad, se fueron incrementando conforme se acercaba a la desembocadura, esto
también pudiera estar relacionado con la presencia de actividades antropicas observadas
durante las visitas al sitio, esto respaldado por la disminucién de algunas propiedades como la
dureza ya que es bien sabido que la mineralizacion del agua en los sistemas con corrientes
naturales, esta principalmente determinada por el clima y la geologia del terreno (Allan 1995,
Wetzel 2001, Toro et al., 2002; Solis-Castro et al., 2018), en este caso por la longitud y extensién
del afluente la variacién de estas propiedades deberia de ser minimas.

Con respecto a la DBOs se observo variabilidad en los valores encontrados a lo largo del
cauce del rio Las Cuevas, siendo el mas alto el del rio Zahuapan y aunque este parametro no
tiene un valor normativo segun la CONAGUA, las concentraciones encontradas en los puntos P1
al P4 las clasifica como contaminadas principalmente por aguas residuales de tipo doméstico por
otra parte debe considerarse que el incremento de esta variable puede ocasionar la disminucion
en la cantidad de oxigeno disuelto en el agua, alterando la calidad de vida en los ecosistemas
acuéticos (CONAGUA, 2018).

Los resultados de pH, CE y T son similares a los reportados para otro ecosistema
acuéticos del estado donde su fuente de abastecimiento también es un manantial, no asi para el
OD que present6 valores hasta 3 veces mas alto que este estudio, caso contrario sucedié con la
DBO:s la cual se reportd con con concentraciones de 4 a 9 veces mayores (Garcia-Nieto et al.,
2015).

Los sedimentos naturalmente pueden contener una gran variedad de materiales desde
residuos minerales y rocas hasta mezclas de proteinas, carbohidratos, lipidos y sustancias
hamicas, ademas de sustancias contaminantes vertidas antropicamente, estos componentes
determinan de cierta manera sus propiedades fisicas, quimicas y biologicas, la caracterizacion

de los sedimentos de la reserva ecoldgica Las cuervas al igual que lo reportado por otras
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investigaciones son suelos volcanicos con poca materia organica y pH neutro y pueden estar
relacionados con la biodisponibilidad de los contaminantes (Garcia-Nieto et al., 2015; 2019), los
contenidos de arcilla que en este caso fueron bajos evita la retencion de metales, de tal manera
gue estos se pueden ir a la columna de agua y de esta manera exponer a la biota (Romero-
Lazaro et al., 2019).

Los cuerpos de agua especialmente los rios presentan crecientes niveles de procesos de
contaminacién debido a las actividades antrépicas que se desarrollan en sus alrededores. Entre
las mas destacadas encontramos agricultura, industria y desarrollo urbano. Estas actividades
generan una gran variedad de residuos los cuales llegan por diferentes medios a estos cuerpos
de agua que resultan de vital importancia para los organismos que en ellos habitan. Estos
residuos contienen materiales como metales, los cuales, a diferencia de la materia organica que
se acumula naturalmente, no sufren algun tipo de degradacion natural ni quimica derivado de los
procesos de la naturaleza, por lo general suelen ser persistentes y tienden a provocar la
bioacumulacién en los organismos provocando severos dafios a diferentes niveles de la cadena
trofica (Banks et al., 2005; Ait Alla et al., 2006; Tapia et al., 2009; Diaz-Jaramillo et al., 2010).

Para el caso de los metales analizados solo se identific al CrT, Mn Niy Alen aguay CrT,
Mn, Ni y Fe en sedimento, de ellos solo el Al en agua y CrT en sedimento se encontraron
ligeramente por arriba de normas ambientales. Aln cuando en todas las muestras se identifico
CrT en agua, las concentraciones estan por debajo de lo reportado por Garcia-Nieto et al., (2015)
para agua potable, sin embargo en sedimento las concentraciones de CrT (Tabla 4) fueron mas
altas que lo reportado para la presa de Lazaro Cardenas y similar a un punto de la presa de
Atlangatepec en el estado de Tlaxcala (Gonzalez-Pozos, 2019). Si bien estas concentraciones
son significativas es importante resaltar que caracteristicas especificas del agua pueden afectar
la cantidad de material que se puede absorber en los organismos de régimen acuatico mismos
gue se emplearon en este trabajo, un claro ejemplo de este tipo de acontecimientos es que la
alcalinidad, la dureza, el pH y la temperatura de esta matriz las cuales pueden maodificar la
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toxicidad de ciertos elementos como ejemplo se tiene la peculiaridad del ion hierro, mientras
mayor sea el calcio y menor la acidez, menor serd la toxicidad de este en la matriz agua, la
presencia del ion calcio en peces esta catalogado que tiende a provocar la disminucion de la
permeabilidad de los tejidos y a favorecer cambios en la carga del epitelio branquial lo cual en
algunos casos provoca repeler algunos contaminantes (Perschbacher y Wurts 1997).

Por otra parte, el hierro es uno de los elementos catalogados como esenciales para el
adecuado funcionamiento de érganos y tejidos de animales como los peces; debido a que juegan
un papel primordial en lo que se refiere al transporte de oxigeno sin dejar de lado la respiracién
celular. Estudios como el de (Roeder y Roeder, 1996) mencionan que los peces tienen la
capacidad de absorber hierro que se encuentra soluble en el agua por la membrana branquial
del mismo modo sucede con la mucosa intestinal, la mayor fuente de hierro en peces suele ser
el alimento ya que en aguas naturales el hierro se encuentra en bajas concentraciones
(NRC,2000). Los niveles dietéticos éptimos de hierro reportado para diferentes especies van de
30 a 175 mg/kg de la dieta, la deficiencia de esta causa diferentes anomalias aumentado la
susceptibilidad de los peces. (Davis y gatlin,1996).

Alteraciones como la contaminacion inducen a cambios en la estructura de las
comunidades que generan estas redes de biodiversidad, principalmente en la funciéon de los
sistemas acuaticos y en el organismo biol6égicamente hablando, afectando su ciclo de vida,
crecimiento y reproduccion (Bartram y Ballance 1996, Raz-Guzman 2000).

Es asi como los organismos que los habitan pueden desarrollar diferentes niveles de
tolerancia a los factores bidticos y abidticos, cuya resistencia en base al paso del tiempo, les
permite ser considerados como potenciales indicadores de alteracién proveniente de la
contaminacién (Whiton 1975). Estas perturbaciones incluyen la temperatura, pH alcalino o acido,
condiciones de baja oxigenacién hipoxia y anoxia, los plaguicidas, metales pesados,

hidrocarburos y materia organica. Los grupos que son utilizados con mayor frecuencia como
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bioindicadores de contaminacion son las bacterias, algas, invertebrados y peces (Chapman
1996, De la Lanza et al. 2000, Aguilar 2005).

Considerando que los animales acuaticos se encuentran en exposicion constante en
forma natural a una cantidad de metales y contaminantes con diferentes concentraciones
guimicas determinadas por los procesos geoquimicos naturales y artificiales (antrépico) es bien
sabido que para satisfacer adecuadamente sus requisitos metabodlicos requieren absorber
diferentes minerales de la matriz en la que se desarrollan Davis y Gatlin (1996) hacen mencion
gue para un metabolismo adecuado los peces en especial deben de absorber por diferentes
medios cerca de dieciséis elementos traza dentro de los que se encuentran aluminio, arsénico,
cobalto, cobre, fldor, iodo, hierro, manganeso, molibdeno, niquel, selenio, silice, estafio y
vanadio.

Se han realizado diferentes investigaciones donde se puede apreciar que la toxicidad
celular y genética in vitro de ciertos metales, entre ellos el aluminio, si bien es muy reconocido
gue este metal se encuentra de forma natural en muchos de los cuerpos de agua del planeta, su
exceso se debe en gran medida al vertido de efluentes de origen doméstico y en mayor
proporcion de las descargas provenientes de industrias (Garcia-Medina et al., 2011) en este
trabajo se evidencia el efecto del aluminio sobre las cadenas de ADN, algunos estudios
mencionan como es que es material se enfoque en la modificacion estructural de la cromatina
mismas que pueden generar especies altamente reactivas del oxigeno entorpeciendo los
procesos respiratorios de especies como C. carpio.

La formacion de MN y de algunas variedades de anormalidades nucleares se ven
favorecidas por la exposicion de la cadena de ADN a metales pesados como lo son los ndcleos
globuladas o con muescas, tanto en condiciones in vivo como in situ (Pradipta 2012). Los niveles
de anormalidades nucleares (MN, globuladas y muesca) son altos en comparacion con los
organismos que se tomaron como referencia asi también se logra apreciar una aparente
diferencia en la presencia de anormalidades nucleares los organismos expuestos comparados
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con el control formado por organismos sometidos a desintoxicacion aparente, esto podria indicar
un posible estrés oxidativo en los organismos de dicha especie derivado de las condiciones de
las matrices ambientales encontradas en la zona, consistente con los avistamientos de
organismos con crecimiento anormal y la sobrepoblacion del cuerpo de agua principal de la RE
Las Cuevas, es importante resaltar que C. carpio es una especie invasora que ha colonizado
exitosamente ecosistemas acuaticos dulceacuicolas y salubres expuestos a ciertos niéveles de
contaminacion (InBuy, 2011), denotando con esto su capacidad de adaptabilidad reforzando esta
idea como las condiciones la zona interna de la reserva ecoldgica, era esperable encontrar
valores de anormalidades nucleares inferiores o no significativas, sin embargo los niveles de
dafio genético y celular fueron importantes para este trabajo dando por acentuado que este
organismo es un excelente bioindicador cuya sensibilidad a diferentes condiciones evidencia el
efecto de contaminantes.

Segun los andlisis realizados el agua de la reserva ecolégica es susceptible de recibir
contaminantes por escorrentia proveniente de las diferentes fuentes de contaminacién
identificadas entre ellos podrian ser algunos plaguicidas ya que se ha reportado el efecto
genotdxico de éstos cominmente empleados en la agricultura por lo que la presencia de trazas

podria ser la causa de los efectos observados (Ibafiez y Angulo, 2022)
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5. CONCLUSIONES
Las caracteristicas fisicoquimicas encontradas en los cuerpos de agua de la reserva
ecoldgica las Cuevas como pH, alcalinidad, dureza, materia orgénica y textural de las matrices
ambientales analizadas en el sitio de estudio tienden a favorecen la movilidad y biodisponibilidad
de los EPTSs, en el agua ademas de permitir la movilidad de estos a lo largo la de corriente del
rio, contribuyendo a la exposicién de los organismos que habitan la zona..

De acuerdo con los criterios ecolégicos de la calidad del agua todos los sitios de muestreo
representan un riesgo para uso agricola y vida acuatica, enfatizando la presencia de Al en
concentraciones superiores a las establecidas por el departamento de proteccion ambiental de
Nueva Jersey resaltando que el riesgo incrementa significativamente en los puntos referentes al
rio Zahuapan, convirtiéndolo en el contaminante critico por rebasar los limites establecidos en
los CE-CCA-001-89 y segln el FE proviene de fuentes antrépicas.

Se demostré la capacidad geno y citotéxica del agua de la RE Las Cuevas en C. carpio,
incrementando los pardmetros analizados con los ensayos cometa y MN, esto aunado a la
acumulacion de CrT, Fe y Al en tejido muscular representado un riesgo para la biota.

La caracterizacion fisicoquimica, asi como los resultados biolégicos del experimento in
vivo demuestran el incremento de la ecotoxicidad con respecto al flujo de la corriente del agua y
al nimero de fuentes de contaminacion.

De acuerdo con los resultados obtenidos el dafio al ADN de la especie expuesta es mayor
en le rio Zahuapan y disminuye relativamente después de la confluencia con el rio Las Cuevas
comprueba que la carga total de la toxicidad del rio Las Cuevas no incrementa la ecotoxicidad
del agua y sedimento del rio Zahuapan.

Aunque los resultados demuestran que existe riesgo en esta ANP, es menor con respecto
a otros ecosistemas acudticos del estado de Tlaxcala, por lo tanto es necesario realizar un
monitoreo ambiental y biolégico que permitan identificar otros contaminantes, cuantificar su

acumulacion y evaluar su efecto, no solo en peces sino en otros organismos, para ampliar los
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datos que contribuyan a la busqueda de estrategias de mitigacién de la contaminacion, asi como

de conservacion de la RE Las Cuevas.
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