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Resumen

En una descarga industrial pueden encontrarse mds de 200 sustancias quimicas diferentes
gue interactuan entre si formando mezclas complejas, lo que representa un riesgo para el
ambiente y la salud. La sensibilidad en modelos en etapas tempranas de desarrollo es una
herramienta Util para el estudio de efectos adversos a la salud principalmente en etapas
vulnerables como el desarrollo embrionario. La evaluacién de dano teratogénico es
teratogénesis se propone como una herramienta para el estudio el estudio de efectos
adversos a la salud por contaminantes en ambientes. Asi el modelo de pez cebra ha
comenzado a implementarse como modelo de biomonitoreo ambiental. El rio Atoyac en la
zona industrial Puebla-Tlaxcala, recibe cerca de 23 descargas industriales, y en su cauce
han sido identificadas 77 sustancias quimicas con distintas propiedades mutagénicas,
cancerigenas, y teratogénicas. Este trabajo tuvo por objetivo determinar efectos sub-
letales en embriones de pez cebra expuestos a muestras de descarga industrial y cauce del
rio Atoyac. Para cada muestra se realizé: 1) andlisis de calidad del agua con 26 pardmetros
fisico-quimicos, 2) ensayo de Dilucién Letal 50 (DLsp)en embriones a las 72horas post-
fertilizaciéon (hpf), 3) evaluacion de efectos sub-letales, utilizando un gradiente de
diluciones porcentuales menor al valor de DLsg de cada muestra. La calidad del agua en
descargas y cauce se determind como fuertemente contaminada por rebasar los limites
maximos permitidos en cuanto a demanda quimica de oxigeno, sdlidos disueltos totales,
compuestos nitrogenados, fosfatos y metales pesados como: niquel, cromo VI y aluminio.
La DLso se encontrd por debajo del 1% de dilucién (*/,) de las muestras de las descargas
industriales, mientras que en el cauce del rio, este valor no rebasé el 12% de dilucién. Las
muestras de todas las estaciones indujeron algun tipo de malformacion y retraso en el
desarrollo embrionario en al menos una dilucion serial de cada estacion. Las
malformaciones con mayor incidencia fueron: edema de saco vitelino y la malformacién
de somitas. La frecuencia cardiaca media (fc) en los embriones expuestos fue menor con
respecto a los controles a las 24, 48 y 72hpf. Dos estaciones de descarga indujeron arresto
embrionario en la etapa de gastrula durante 72hrs. La presencia de sustancias quimicas en
las descargas y en el cauce del rio representa un riesgo elevado de exposicion ambiental
en poblaciones cercanas al cauce del rio, debido a la movilidad de estas sustancias a través
de aire y agua. Proponemos la aplicacion del modelo de pez cebra para el seguimiento en
los niveles de toxicidad del rio Atoyac como ya se ha implementado en rios de paises
como China, Brasil e India.
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I. Introduccién

Contaminacién de cuerpos de agua

En la actualidad una gran cantidad de cuerpos de agua alrededor del mundo son afectados
por algun tipo de contaminacién de origen antropogénico. El uso intensivo del recurso
agua para la obtencién de alimentos y actividades industriales ha ocasionado su
sobreexplotacion y contaminacién de este recurso. Del 0.06% de agua disponible en rios y
lagos, el 70% se destina a actividades agricolas, 20% a actividades industriales y 10% para
el consumo humano (Li et al., 2011).

Como resultado de lo anterior, el 90% de las aguas residuales que se vierten en rios
y lagos del mundo han generado una grave situacidén de contaminacién particularmente
en paises en vias de desarrollo y economias emergentes (Corcoran et al., 2010). De
acuerdo con la Organizacion Mundial de Salud (OMS) (2006), en paises en vias de
desarrollo Unicamente dos de cada diez descargas de aguas residuales reciben algun tipo
de tratamiento antes de ser vertidas, mientras que en paises desarrollados esta cifra
aumenta sdlo a cuatro de cada diez descargas (Corcoran et al., 2006).

De acuerdo con su origen las descargas se clasifican en: municipales, agricolas e
industriales. Se considera que las ultimas causan un mayor impacto ambiental, ya que
vierten agua residual con una mezcla de diversas sustancias quimicas diferentes de
acuerdo al tipo industria (Malmqvist et al., 2002). Aproximadamente 300 millones de
toneladas de sustancias quimicas se vierten en rios a nivel mundial, de las cuales al menos
5.7 millones de toneladas se vierten en América del Norte (FAO, 2006). Solo en Estados
Unidos (EUA), el 50% de descargas de agua residual proviene de la industria del ramo
quimico, metallrgico, papelero, textil y refinerias de petrdleo principalmente (Ohe et al.,

2004).
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Tabla 1. Principales sustancias quimicas vertidas por la industria cuerpos

de agua y su clasificacion de acuerdo con la IARC 2012

. . . IARC Céancer y otras
Grupo Sustancia Industria Medio . . y
2012 propiedades
-Cancer de colon, higado y
CHCl3 Industria quimica Agua -8 vejiga
(Cloroformo) (Cloracion de agua) Aire -Mutagénico humanos®
-Teratogénico animales’
. . . -Carcinoma hepatico
. Industria quimica Aire , . . 1
Diclorometano . . 2A -Teratogénico en animales
(Disolvente de pintura)  Agua . 1
-Mutagénico humanos
-Carcinoma hepatico
VOC’s . Industria quimica Agua . P . 1
Dicloroetano . . ; 2B -Teratogénico en animales
(Disolvente de pintura) Aire L. 1
-Mutagénico humanos
-Alteraciones en SNC
industria Pet o -Defectos de nacimiento
naustria Fetroquimica . s
,,q Agua -Induccién de abortos
Tolueno (elaboracion de > 3 . 5
. . Aire -Teratogénico en humanos
gasolina y disolvente) o 1
-Mutagénico humanos
-Genotdxico en humanos®
Industria metallrgica
L. (Perseverante de Agua -Céncer higado y piel*
Arsénico metales) 1 L. . 6
. . Suelo -Teratogénico en animales
Industria Textil
(Colorante)
-Cancer de prostata, piel e
. .. . 1
Industrias metalurgica Agua higado
Cadmio (Perseverante del Zn) 1 -Mutagénico en humanos y
. Suelo . 1
Producto de pilas animales
-Teratogénico en animales®
) o -Cancer de pulmény
Industria metaldrgica Agua ,
; estdmago
Metales Cromo VI (Manufactura de Aire L. .
. -Deficiencias reproductivas
productos quimicos) Suelo
en machos
-Cancer de pulmédn
) o -Elevada mortandad en
Industria metallrgica Agua .
. - > embriones expuestos a
Ni (Fundiciones, acero, Aire 1 . .
- : dosis bajas
elaboracion de pilas) Suelo e
-Teratogénicoy
mutagénico en animales’
Industria petroquimica, A
. . gua L. .
metalurgica, minera, > -Clastogénico en dosis
Zn Aire - 4
(sub producto de altas
Suelo

incineracion)
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Tabla 1. Principales sustancias quimicas vertidas por la industria cuerpos

de agua y su clasificacion de acuerdo con la IARC 2012

(Continuacion)

. . . IARC Cancer y otras
Grupo Sustancia Industria Medio « . v
2012 propiedades
-Cancer mama, ovario
2,3,7,8-tetra- otros y
. clorodibenzo- Subproducto de Agua . .
Dioxinas L L - . 1 -Mimetismo hormonal
p-dioxina incineracion Aire . 3
-Teratogénico en humanos
(TCDD) . . 2
-Mutagénico en animales
Industria
quimica(sintesis de Agua
Anilina colorantes Aire 3 Teratogénico en animales?
Industria textil Suelo
(colorante)
-1
Contenido en Agua -Leucemia
combustibles > -Mutageno en humanos y
Benceno o Aire 1 . 1
Intermediario de Suel animales
. : uelo -
procesos industriales -Teratogénico en humanos'
-Cancer de pulmoén,
Agua , P
. ) - . estdmago
Benzopireno Industria petroquimica Aire 1 .
suelo -Teratogénico y
PAH's mutagénico en humanos'
. o Agua -Céncer de mama,
2,3-benzantra-  Industria petroquimica :
. Aire 2B sarcomas
ceno Semiconductor o . 1
Suelo -Teratogénico en animales
, Industria Automotriz Agua -Cancer de mama, prostata
PCB’s 2B L . 1
(Conductores) Suelo -Teratogénico en animales

*1 Cancerigeno; 2B Posible cancerigeno; 3 No clasificado cancerigeno en humanos; 4 Probablemente no

cancerigeno

'ATSDR 2013,2Concise International Chemical Assessment, (IPCS) 2006, *Boffetta et al., 2011, *Leonard et
al., 1981,°Wilkins-Haug, 1997; ®Desso, 2001; 'Davis 1981, *Saxena 1986

Descargas industriales

La composicion de las descargas industriales es compleja: cerca de 1000 diferentes

sustancias quimicas son liberadas a partir de los procesos. Se estima que en un efluente
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industrial particular se pueden identificar al menos 200 diferentes compuestos
guimicos(Watanabe et al., 2005), por ejemplo: hidrocarburos aromaticos policiclicos
(fluoreno, fenantraceno, butadieno), dioxinas, nanoparticulas entre los 30 y 40nm(Bui et
al., 2012), metales pesados, compuestos organicos volatiles (Tuikka et al., 2011),
colorantes, blanqueadores secadores y tintes. Las descargas de la industria textil se
caracterizan también por la presencia de olores persistentes y elevadas temperaturas,
entre los 40-70°C (L6épez, 2012).

La mayoria de estas sustancias estan clasificadas como cancerigenas de acuerdo
con la Agencia Internacional de Investigacion en Cancer (IARC, por sus siglas en inglés).
Algunas de ellas presentan propiedades neurotéxicas, de mimetismo hormonal,
mutagénicas, genotodxicas, clastogénicas y teratogénicas (Tabla 1). La presencia de estos y
otros contaminantes en las aguas residuales de tipo industrial representan un factor de

deterioro ambiental y riesgo a la salud cuando son vertidas sin un tratamiento previo.

Contaminacién de rios y efectos a la salud

Se estima que el 3.1% de las muerte humanas en paises en vias de desarrollo se debe a
problemas de contaminacion del agua, principalmente por aguas residuales de actividad
industrial (Madsenet al., 2012). Sin embargo, pocos trabajos han logrado establecer de
manera directa la relacidn entre la degradaciéon de los sistemas naturales y la incidencia de
ciertas enfermedades en poblaciones humanas cercanas a éstos (Bolognesi et al., 2011).
Por ejemplo, algunos trabajos han demostrado una asociacion en el aumento de
incidencia de cancer de piel en personas que viven a menos de 2km de la ribera del rio
Kymijokien Finlandia y los niveles elevados de sustancias como: dioxinas, hidrocarburos
aromaticos, furanos, clorofenoles, provenientes de descargas industriales (Verkasalo et
al., 2000, Hitt et al., 2010) también demostraron que existe una relacién directa entre la
degradacién de la integridad del ecosistema y la mortandad por cierto tipo de canceres en

la poblacion del oeste de Virginia en E.U.
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Algunos trabajos han determinado la presencia de dafio teratogénico y genotdxico
en modelos de laboratorio, y han determinado correlaciones positivas con la presencia de
contaminantes industriales en rios de China (Yangtzé, Qingdao), Brasil (Tiete) e India
(Ganges, Yamuna) (Rocha et al., 2011; Tuikka et al., 2011; Wu et al., 2009; Yang et al.,
2010). Es debido a las constantes descargas de contaminantes y las mezclas complejas que
se forman en las descargas y al interior de los cuerpos de agua que la gran mayoria de
estas sustancias se encuentren de manera ubicua en el ambiente, provocando una gran

cantidad de efectos adversos a la salud y el ambiente.

La problemadtica del agua en México

El territorio mexicano se compone de 728 cuencas hidroldgicas, dividas en 13 regiones
hidrolégicas administrativas, en las que se encuentran aproximadamente 85 rios. La
heterogeneidad de relieve del relieve geografico, la presién demografica y econémica, asi
como el nuevo escenario de cambio climatico influyen en la cantidad y calidad de agua en
el pais. Existen dos grandes regiones en el territorio mexicano: la zona norte-centro que
concentra el 87% del PIB nacional y la zona sur con un 23% de PIB (CONAGUA, 2011).

El contraste econdmico en estas dos regiones correlaciona inversamente con la
disponibilidad de agua: en la zona norte-centro Unicamente se recibe el 31% de agua
renovable mientras que en la zona sur se recibe el 66%. El ingreso de agua renovable, es
decir, el agua disponible de la precipitacién anual, cauce de rios y mantos fredticos, es
determinante en la disponibilidad de agua en el territorio mexicano. La zona centro del
pais recibe menos de 500m®/hab/afio de agua renovable, valor que la coloca como una
zona con elevado estrés hidrico.

En México, aproximadamente 21 de las 728 cuencas hidrolégicas del pais
presentan algun tipo de estrés hidrico, situacién que coincide con los datos de elevada
densidad de poblacién y aguas fuertemente contaminadas. Esto ademds de ser un
problema de riesgo a la salud y al ambiente, representa una baja en la disponibilidad de

agua para los habitantes. En la regién hidrolégica central del pais se encuentran los
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caudales mas contaminados, es decir, con los indices menores de calidad de agua (Cotler,

2012).

EI biomonitoreo como una herramienta en sitios contaminados

La necesidad de establecer el riesgo a la salud en los sitios contaminados ha hecho del
monitoreo una herramienta indispensable. Sin embargo, en México existe un rezago en la
aplicacion de estos protocolos y en el establecimiento de programas de vigilancia
ambiental. El monitoreo tiene como objetivo la determinaciéon e identificacion de
compuestos contaminantes en los ecosistemas y es una herramienta util en la evaluacién
de los posibles efectos adversos. Por otro lado, el biomonitoreo tiene como objetivo
determinar la toxicidad de sustancias o materiales a través del uso de especies
representativas o sensibles, mejor conocidas como especies centinela o bien de
organismos de facil manejo como bacterias o invertebrados (Chiswell et al., 1996). A la
fecha se cuentan con diferentes ensayos de monitoreo y biomonitoreo que permiten
caracterizar el impacto de los contaminantes en sistemas acuaticos y con ello calcular el
riesgo a la salud humana y el ambiente.

Una tendencia en las técnicas de biomonitoreo desde hace una década es la
implementacidon de ensayos que evallen alteraciones subletales es decir, los efectos
presentes en el organismo que no le resultan letales(Wu et al., 2009).

Entre los efectos subletales mas evaluados se encuentran las pruebas de
genotoxicidad, teratogénesis y otras alteraciones fisioldgicas especificas. Estos efectos son
comunmente evaluados en modelos de plantas como Vicia faba y en animales acuaticos
como Danio rerio y Dreissena polymorpha entre otras especies. Se cuenta con ensayos de
teratogénesis en embriones de Xenopus sp, Mus musculus y Gallus gallus y otros
organismos. Siendo un modelo por demds empleado la mosca de la fruta Drosophila
melanogaster. Sin embargo nuevos modelos han comenzado a tomar relevancia en los
estudios de monitoreo, principalmente por presentar caracteristicas bioldgicas o

ecoldgicas que las hacen estar mas relacionadas con posibles efectos en el humano.
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EI pez cebra como modelo en Toxicologia y Embriologia

Los peces teledsteos son de los organismos con mayor uso en pruebas de biomonitoreo
de cuerpos de agua debido a que su historia de vida favorece el contacto con los
contaminantes (Arellano-Aguilar et al., 2009). El pez cebra es un modelo de prueba de
laboratorio que se emplea en el estudio de diversos aspectos bioldgicos como el
desarrollo embrionario, fisiologia y gendmica. Aproximadamente el 71% del genoma del
pez cebra es ortdlogo con el ser humano, incluyendo 82% de genes asociados a
enfermedades como el cancer, Alzheimer, Parkinson y cardiopatias (Howe et al., 2013).

En los ultimos 20 anos, el pez cebra ha surgido como un modelo vertebrado para
estudios en genética, desarrollo embrionario y recientemente como modelo de bio-
monitoreo y toxicidad de sustancias quimicas, particularmente por su sensibilidad y
capacidad de respuesta (Rocha et al., 2011; Walker et al., 2010.).

Entre las principales ventajas de que caracterizan el uso del pez cebra como
modelo de se encuentran: una elevada tasa reproductiva, ciclo de vida corto y desarrollo
embrionario ex utero, ademas de un corion transparente que permite la observacion
visual del desarrollo embrionario a través del tiempo.(Lawrence et al., 2007).

El desarrollo embrionario del pez cebra ocurre en un periodo de 72horas; desde la
fecundacién hasta la eclosion de una larva. En 1995, Kimmell y colaboradores describieron
detalladamente el proceso de desarrollo embrionario, distinguiendo siete periodos y
treinta y nueve etapas morfoldgicas especificas (Tabla 2).Los siete periodos del desarrollo
corresponden a una serie de procesos de divisidn, migracidn celular y sefalizacién, comun
en vertebrados. Mientras que las etapas tienen caracteristicas morfoldgicas especificas del
desarrollo del pez cebra.

Durante las etapas de 9, 24, 48 y 72 hpf (horas post fertilizacién) es posible
observar a través de ciertas manipulaciones del embrién cambios morfoldgicos, que
permiten hacer el seguimiento del desarrollo embrionario(Haffter et al., 1996; Kimmell et

al., 1995).
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En condiciones de temperatura ideales (28°C) a las 9hpf el embridn en periodo de
gastrula debe presentar un 90% de formacién de la gastrula, a través de una serie de
movimientos conocidos como, epibolia. A las 24hpf se debe distinguir la segmentacién de
las tres areas: cabeza, torso y cauda. En la cabeza deben observarse los ojos y el otolito,
en la zona del torso son visibles 26 somitas simétricas del mismo tamafio y forma, en la
region caudal se debe observar un mufidn hacia la regién terminal. En la parte ventral del
embridn debe distinguirse una estructura esférica, rodeada por una delgada membrana
también de forma esférica conocida como saco vitelino. Entre las 48 y 72 hpf el embridn
debidé aumentar su tamaio respecto a las 24hpf. Las estructuras de cabeza, torso y cauda
son mas evidentes. La cabeza debe presentar claramente los ojos pigmentados (negros) y
el otolito. La region caudal debe observarse separada del saco vitelino a las 48hpfy a las
72hpf la cola deber extenderse linealmente al resto del cuerpo de la larva, una vez que se
rompe el corion. El saco vitelino debe conservar su aspecto esférico y en la regién ventral

superior se debe observar el corazon (Fig. 1).

'0 & QOGQC‘GGGG

Fertilized Twocells  Fourcells  Eightcells Sixteencells Thitytwo  Sixty fou High stage High to oblong

- ————— uansmon
1 s
1 1
1 1
1 1
I R l

Oblong to 30% eo-bow 50% epiboly  Germ ring Shield 70% epiboly  75% epiboly  80% epiboly 90% ep-bovy boly Bud slage 2-somite

Figura 1. Desarrollo embrionario del pez cebra (D. renio), tomado y modificado de Kimmel et al, 1995
(- --- Principales etapas para la observacion de cambios morfolégicos durante el desarrollo embrionario)
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Tabla 2. Periodos y etapas del desarrollo
embrionario del pez cebra®

Periodos hpf Etapas
0.00 1 célula
. 0.75 2 células
Cigoto .
1.00 4 células
1.25 8 células
1.50 16 células
1.75 32 células
Clivaje 2.00 64 células
2.25 128 células
2.5 256 células
2.75 512 células
3.00 1k células
3.33 Ovalado
3.66 Oblongado
Blastula 4.00 Esfera
4.33 Domo
5.25 50% epibolia
5.60 Anillo germinal
6.00 Escudo
8.00 75% epibolia
9.00 90% epibolia
Gastrula 10.00 Yema
10.50 1 somita
11.75 5 somitas
16.00 14 somitas
19.00 20 somitas
Segmentacion 24.00 26 somitas
24.50 5 primordios
30.00 15 primordios
h | 36.00 25 primordios
Pharyngula 42.00 High pec
Long-pec
Eclosion 48-72 Pre-fin
"Tomado y adaptado de Kimmell et al., 1995

En el desarrollo embrionario temprano del pez cebra se ha identificado al menos
374 genes esenciales, entre los que se incluyen diversos genes de la familia Hox, y

elementos de respuesta a acido retinoico (RARES, por sus siglas en inglés) (Golling et al.,
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2002), lo que facilita el estudio de los efectos que provoca la exposicién a contaminantes
en esta etapa.

La teratogénesis es uno de los efectos mas evidentes de la exposicién a sustancias
toxicas. La presencia de anormalidades morfoldgicas o alteraciones fisioldgicas en
organismos expuestos durante su desarrollo, constituyen un indicador de referencia para
la normatividad de sustancias quimicas. Se ha calculado que aproximadamente el 10% de
defectos al nacimiento en humanos son causados por la exposicién prenatal a sustancias
teratogénicas ambientales (Ronnan et al, 2001). En este sentido el modelo de pez cebra ha
tomado fuerza en la determinacién de sustancias con potencial teratogénico,
principalmente porque estas sustancias afectan etapas del desarrollo comunes en todos

los animales y pueden representar una limitante en la vida adulta de los organismos.
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I1.Hipétesis

La exposicién de embriones de pez cebra a muestras de agua de un rio contaminado y
muestras de descargas industriales induce cambios teratogénicos en el patrén normal de

la embriogénesis.

I11. Objetivo

Determinar efectos teratogénicos en el desarrollo embrionario del pez cebra expuesto a

muestras de agua del rio Atoyac y descargas industriales en la zona industrial Puebla-

Tlaxcala, México.

Objetivos Particulares

e Caracterizar la calidad del agua y de las descargas vertidas en el rio Atoyac.
e Determinar la diluciéon letal 50 (DLsg)de las muestras del cauce y de las descargas
industriales

* Evaluar la incidencia de dafio teratogénico y caracterizar el tipo de

malformaciones.
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IV. Zona de estudio

La cuenca del rio Balsas abarca el 6% de la masa continental del territorio nacional y se
ubica en los paralelos 17°00' y 20°00' Norte y los meridianos 97°30' y 103°15' Oeste, tiene
una extensién aproximada de 117 km?, subdivida en tres regiones; el alto Balsas (50km?),
el medio Balsas (31km?) y el bajo Balsas (35km?); (INE, 2008). En la cuenca del alto Balsas,
ocurren importantes regiones econdmicas del Pacifico centro-occidente y centro-sur de la
Republica.

La industrializaciéon y la agricultura intensiva en la cuenca del alto Balsas han
provocado un aumento en la demanda de agua, asi como un aumento en los desechos y
contaminacién. Se estima que la cuencarecibe diariamente 119 mil m*® de descargas
industriales, urbanas y agricolas (Maria et al., 2009)

El rio Atoyac es el principal afluente de la cuenca del alto Balsas, tiene una
extension de 2,031 km, y en su recorrido cruza por 60 municipios de los estados de Puebla
y Tlaxcala (Fig. 2). En la zona limite de estos estados el rio Atoyac aporta cerca del 52% del
agua para los municipios de San Martin Texmelucan, Santa Maria Moyotzingo, Villa Alta,
Tepetitla de Lardizabal y Huejotzingo (SEMARNAT, 2010); (Fig. 3).

El aporte de agua del rio en estas zonas favorecid el asentamiento del sector
industrial y el crecimiento de la poblacién urbana en la zona desde 1969. Durante la
década de 1990 el establecimiento del corredor industrial Puebla—San Martin Texmelucan,
el Complejo Petroquimico Independencia y el Corredor industrial Quetzalcéatl fueron
determinantes para el proceso de industrializacion en la zona (Navarro et al., 2004).

La rdpida industrializacion en la zona del Alto Balsas ha provocado un aumento en
la demanda del recurso agua, asi como de la contaminacion de los rios Atoyac, Zahuapany
Xochiac. En la zona existe el registro al 2001 de 23 descargas de tipo industrial, de las
cuales el 78% rebasa los limites permisibles de la norma en metales pesados como plomo

(Pb) y cromo VI (Cr®"), ademds de otros parametros (Saldafia Fabela., 2001).
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Figura 2. (Derecha) Representacién estados de Puebla (café) y Tlaxcala (naranja). (Izquierda) Municipio de
San Martin Texmelucan, Puebla (S.M.T.) y Cauce del rio Atoyac. Elaborado en ArcMap10
(Datos INEGI 2008)

El rio Atoyac tiene como principal fuente de contaminacién las constantes
descargas de origen agricola, doméstico e industrial y los residuos sélidos urbanos
(SEMARNAT, 1996). El uso de agroquimicos en las zonas agricolas cercanas al cauce del rio
y la incorporacién de aguas residuales industriales del ramo textil, quimico, papelero,
petroquimico y automotriz han ocasionado graves problemas de contaminacién,
particularmente en la zona limitrofe entre los estados Puebla y Tlaxcala (Garcia-Nieto et
al., 2011).

Debido a la fuerte contaminacion del rio Atoyac y la preocupacién de los
habitantes en la zona, diferentes grupos de investigacién han realizado estudios de
monitoreo en el rio. Se han reportado la presencia de sustancias como: aceites,
detergentes, cloroformo (CHCls), cloruro de metileno (CH,Cl,), tetra-cloro-etileno(C,Cl,),
di-bromo-cloro-etano (CHBrCl), tolueno(CgHsCHs), etilbenceno (CgHi), hierro (Fe),
manganeso (Mn), cloruro de vinilo(C,HsCl), plomo (Pb), arsénico (As), cadmio (Cd), cromo
VI (Cr), zinc (Zn), niquel (Ni) y aluminio (Al) entre otros.(Navarro et al., 2004, 2007,
Méndez et al., 1995, CONAGUA, 2006; Garcia et al., 2011; Saldafa et al., 2001); (Tabla
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I).En zonas particulares se ha reportado la presencia de sustancias relacionadas con
efectos adversos a la salud, particularmente en San Martin Texmelucan. En las
poblaciones cercanas al rio se ha encontrado elevados niveles de dafio genotdxico
particularmente en los municipios de Villa Alta, Moyotzingo, Huejotzingo, revelando una
asociacién positiva entre la exposicion ambiental a los contaminantes presentes en el rioy
el dafo genotéxico (Montero et al., 2006).

En 2008 el Instituto Mexicano de Tecnologia del Agua (IMTA) sefalo que la
presencia de contaminantes organicos e inorganicos en el cauce del rio Atoyac tienen el
potencial de afectar adversamente la calidad del ambiente y la salud de las poblaciones.
De acuerdo con el informe la zona limite de los estados de Puebla y Tlaxcala, es la mas
fuertemente contaminada y con mayor cantidad de poblacién humana en riesgo. El
informe identifica las poblaciones cercanas en un radio de 1 a 2 Km de distancia del cauce

del rio Atoyac como las de mayor riesgo (CONAGUA, 2008).
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V. Materiales y Métodos

Trabajo de campo

El muestreo al rio Atoyac se realizd en dos fechas: el 14 de marzo y el 9 de julio de 2012,
con el propdsito de tener muestras de las descargas, ya que estas dependiendo las horas y
dias pueden o no estar vertiendo aguas residuales.

Se seleccionaron 8 estaciones de muestreo, con base en trabajos de Montero y
colaboradores 2006. (Fig.3) Tres de las ocho estaciones correspondieron a descargas de
aguas residuales de tipo industrial que se vierten continuamente sobre el cauce del rio
Atoyac. Las siguientes tres estaciones se localizaron en el cauce del rio Atoyac y una
estacion se encontraba sobre el cauce del rio Xochiac 15 m antes de su incorporacién con

el rio Atoyac (Tabla 3).

Colecta de muestras de agua y evaluacion de pardmetros fisico-
quimicos in situ
La colecta de muestras de cauce de rio se realizé superficialmente, usando una cubeta de
5 litros de capacidad sujeta a una cuerda de 10.5m de largo. El procedimiento de colecta
consistié en arrojar la cubeta directamente hacia el tubo de descarga o bien a la zona
central del cauce del rio, desde la orilla.

Una vez que la cubeta se llenaba se jalaba hacia la orilla, elevandola para evitar
levantar sedimentos en el caso de muestras de cauce (Fig.4).Esta técnica de muestreo
sigue a las recomendaciones de toma de muestras de aguas residuales de la Agencia de

Proteccion Ambiental (EPA, pos sus siglas en ingles).
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Las muestras se colectaron en frascos dmbar de 0.5 L de capacidad por triplicado,
excepto en la estacién DPCQ donde sélo se obtuvo una muestra directa de la descarga.
Para cada muestra se realizd el registro de los siguientes pardmetros fisico-quimico sin
situ: temperatura (°C), pH, conductividad (mS/cm), resistividad (mQecm), potencial de
oxido reduccion (ORP) (mV), oxigeno disuelto (mg/L), sdlidos disueltos totales (SDT)
(mg/L), para lo que se empled el fotdmetro multiparametro modelo HI 83099 de Hanna
Instruments. Las muestras se trasladaron en una cama de hielo hasta su almacenamiento

en el laboratorio a 4°C.
Evaluacién de parametros quimicos en muestras de agua

En el laboratorio, las muestras se dejaron llegar a temperatura ambiente y se
filtraron con papel Whatman #1. En cada triplicado de muestra se registré la
concentracién de: aluminio (Al,03), nitrito (NO,), nitrito de sodio (NaNO,), ion nitrito
(NO,), cromo VI (Cr®), cromato (CrO,%), dicromato (Cr,0,%), fosfato (PO,), fésforo (P),
pentadxido de fésforo (P,0s), nitrato (NO3’), 6xido nitrico (NOs), zinc (Zn), amonio (NH,),
amoniaco (NHs), ion amonio (NH4"), niquel (Ni), asi como la demanda quimica de oxigeno

(DQO), usando el fotémetro multiparametro modelo HI 83099 de Hanna Instruments.

Figura 4. Procedimiento de colecta (arrastre, evaluacion de
parametros in situ, envasado), estacion Tepetitla.
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Tabla 3. Estaciones de muestreo

Estacion Localizacion Descripcion

1.*Descarga
Pemex
Moyotzingo

(DPMO)

19°13'49”N

98°23'51”0

Tubo de descargade 1 m
de didmetro, caida de 1
m de altura
aproximadamente.
Flujo constante, color
café, sin un olor
especifico.

La descarga vierte aguas
residuales del complejo
petroguimico
Independencia1

2.*Villa Alta

19°17'25”N

98°24'15”0

Cauce del rio lento, sin
olor, color verdoso.
Presencia de basura en
las orillas

3.*Descarga
Corredor
Quetzalcoatl

(Dpcq)

19°17'26”N

98°24'48”0

Tubo de descargade 1 m
largo x 0.5 m de ancho,
caida de
aproximadamente 3m
de altura
Flujo constante, color
azul oscuro, olor
penetrante.

La descarga vierte aguas
residuales industriales
del ramo textil y del
corredor industrial
Quetzalcoatl*
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Tabla 3. Estaciones de muestreo (Continuacion)

Estacion

Localizacion

Descripcion

4.*Descarga
Pemex Villa
Alta

(DPVA)

19°17'14”N

98°23'58”0

Descarga de 2 m largo x
1 m de ancho, caida de 3
m de altura
Flujo constante, color
azul oscuro, olor
penetrante.

La descarga vierte aguas
residuales municipales
de la comunidad, aguas
residuales industriales
del ramo textil, quimico
y del corredor
Quetzalcoatl*

5.*Tepetitla
de Lardizabal

(Tepetitla)

19°17'57”N

98°21'3”0

Estacion de cauce del rio
Atoyac con flujo
constante, sin olor
especifico, color del agua
marrén. Presencia de
vegetacion riberefia
fragmentada arboles
menores de 6 m

6.*San
Rafael
Tenanyecac

(San Rafael)

19°14'13”N

98°22'47”0

Estacién de cauce del rio
Atoyac con flujo lento,
olor penetrante y
coloracién del agua
blanco lechoso.
Presencia de sustancia
negra viscosa y sales de
azufre en las orillas del
cauce. Ausencia de
cobertura vegetal en la
ribera.
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Tabla 3. Estaciones de muestreo (Continuacion)

Estacion Localizacion Descripcion

Estacidn de cauce de los
rios Atoyac-Xochiac con
flujo lento, olor

7*Confluenci »
penetrante, coloracién

adelos rios
Atoyac- 19°14'13”N blanc.o Iechosol
Xochiac proveniente del rio
Atoyac y rojizo en la
98°21'37”0 . . ,
. incorporacion del rio
(Confluencia Xochiac. Ausencia de
) cobertura vegetal e la
ribera.
Estacion de en el rio
Xochiac con flujo lento,
8. *R.I'O 19°14'13"N sin c.>.lor con colo.racién
Xochiac rojiza. Presencia de
o bosque riberefio con
(Xochiac) 987213770 arboles menores a 5m. El
rio durante su cauce
recibe descargas de tipo
industrial y agrl'cola1

‘Comen. Pers. Alejandra Méndez (Centro Fray Julian de Derechos Humanos)
*Numeros corresponden a los globos de la figura 3.

Colecta de embriones de pez cebra

Los embriones fueron obtenidos de la reproduccién de un stock de peces adultos(D. rerio)
obtenidos del acuario de la Facultad de Ciencias, UNAM, y mantenidos en el laboratorio.
Para la obtencién de embriones, los peces progenitores se mantuvieron en una
proporcién de hembras y machos 2:1, en condiciones controladas de temperatura (25°C),

luz (14h luz, 10h oscuridad) y alimento.
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24 horas previas al inicio de cada ensayo se colocé una red de maternidad
(diametro 1-2mm) en la pecera para que los huevos atravesaran la red y se cayeran en el
fondo. Aproximadamente 30 minutos después de iniciado el periodo de luz, los huevos se
colectaron mediante sifoneo en un recipiente limpio. Los huevos fueron enjuagados con
agua de la pecera filtrada con papel Whatman #1, a 28°C. En cada ensayo Unicamente se
seleccionaron embriones fertilizados sincrénicos de menos de 2 hpf. La seleccidon se
realizé utilizando un microscopio estereoscopico Velab (modelo VE-S5)a un aumento de
15x. Los embriones se mantuvieron a 28°C hasta su uso antes de las 2hpf para los ensayos

de DLsq y alteraciones en el desarrollo embrionario (Fig.5).

7 7

Figura 5. Embrion de 2 hpf
(Kimmell et al, 1995)

Estimacién Dilucién Letal 50 (DLso)

Los embriones fueron expuestos en grupos de tres en un volumen de 1.5 ml para
cada dilucién serial de las muestras. Se utilizaron un total de siete diluciones seriales 1:2
(/v) para cada muestra por triplicado (N=63). Para el control negativo se utilizé agua
filtrada del acuario con un total de 7 embriones en un volumen de 1.5ml, por triplicado
(N=21). Las condiciones de temperatura y luz se mantuvieron constantes (28°C +1°C, 14h
luz, 10h oscuridad) durante las 72 horas del ensayo con recambios de agua cada 24horas

para asegurar condiciones de oxigeno necesarias para la viabilidad de los embriones. Al
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cabo de 72 horas que concluyd el desarrollo embrionario, se registré el nimero de

embriones muertos y vivos para el calculo de la DLsy.
Los valores de las diluciones seriales fueron transformados a porcentajes, para su

representacion en las tablas y graficas subsecuentes en la seccidn de resultados (Tabla 4).

Tabla 4. Concentracion relativa en % y diluciones seriales

elaboradas
Dilucién Letal 50 (DLso) Ensayo de alteraciones en el
desarrollo embrionario
Muestra 100% 1:5 20%
1:2 50% 1:10 10%
1:4 25% 1:25 4%
1:8 12.5% 1:50 2%
1:32 3.0% 1:500 0.2%
1:100 1%
1:1000 0.1%
®Diluciones elaboradas a partir de valor DLs, para cada muestra.

Ensayo de alteraciones en el desarrollo embrionario

Tomando en cuenta el resultado de la DLspse elaboraron un total de 5 diluciones para cada
muestra a partir de su valor de DLsg (Tabla 4). Los embriones fueron distribuidos en
grupos de tres en un volumen de 1.5 ml para cada dilucion serial, por triplicado (N=45).
Para el control negativo se utilizé agua filtrada del acuario con un total 3 embriones en un
volumen de 1.5ml, por triplicado(N=9).Las condiciones de exposicién fueron similares a las

descritas anteriormente.
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Se obtuvo un registro de supervivencia de los embriones a las 9, 24 y 72hpf. Se
consideré6 muerto a todo embrién que presentara coagulacion o degeneracién del

embridn al interior del corion en las primeras 72hpf.

Registro de alteraciones en el desarrollo embrionario

Para registrar alteraciones durante el desarrollo embrionario, se siguieron las
recomendaciones de los protocolos: 1) Prueba de toxicidad en embriones de pez (FET, por
sus siglas en Inglés; OECD, 2006), Guia de la OECD para la prueba de sustancias téxicasy 2)
Evaluacién de citotoxicidad, genotoxicidad y teratogénesis en embriones de pez cebra
(Yang et al., 2010).

El registro de alteraciones se realizé de acuerdo con la Tabla 5. La observacién y
registro de alteraciones se llevé a cabo en placas de 24 pozos, utilizando un microscopio
invertido marca Wild Heerbrugg, modelo M40-58629 con aumento de 60x y 150x. Si la
caracteristica era diferente al patron normal de desarrollo embrionario (Kimmell et al.,
1995) se asignd el valor de 1, de lo contrario se asignd el valor de 0. Se realizé un registro
fotografico de las alteraciones presentes en los embriones (Anexo Il).

Una vez obtenidos los datos se obtuvo para cada dilucién la proporcion de
embriones malformados entre el nimero de embriones vivos al momento de la
evaluacion. Se obtuvo también el total de malformaciones y embriones malformados por

estacion de muestreo.

Frecuencia cardiaca media (fc)

Para obtener la fc cuando los embriones alcanzaron las 24, 48 y 72 hpf se registré el
numero de latidos cardiacos por minuto para cada embridn, utilizando un microscopio

invertido marca Wild Heerbrugg, modelo M40-58629 en una amplificacién de 60x.
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La fc fue analizada en tres aspectos como se describen a continuacion: 1) se

comparé la fc entre el grupo control y expuesto para cada una de las diluciones de las

muestras, 2) se analizé el cambio en la fc de los embriones de 24 a 48 y de 48 a 72 hpf

Tabla 5. Parametros para la evaluacion de alteraciones en el desarrollo

embrionario de Danio rerio

Tiempo de
Etapa desarrollo .. L
. . X evaluacion para cada Criterios de
- embrionario Parametro etapa clasificacion
(Kimmell et al, 1995) Shpf | 2ahpf | 72hpf
Embriones en etapas
Retraso de la X previas ala
Gastrula gastrulacion gastrulacion o 90% de
epibolia®™
embriones con
Edema saco aumentf) d‘e tamaiio
vitelino (ESV)3 X Y/o perd|d§ dela
circunferencia en el
saco vitelino?
Embriones con
Formacion de ndimero de somitas
somitas® X (.:Iiferen.te a 2,5
(25 somitas) somitas, asimetria y/o
pérdida de la forma de
oh | una o mas somitas’
aryngula Embriones con
Formacion de ausgncia d.e cab,eza y
cabeza y X 'OJOST ’a5|‘metr|a,
otolito? migracién mcogrecta
de otolito
Embriones con
Formacién de ma!formacién de
regién caudal * X X resion caud'al v/o
extension no lineal de
la region caudal®

!(OECD, 2006), (F. Yang et al., 2010),Caracter de malformacién
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Para cada muestra y 3) se comparé el conjunto de fc entre grupos controles y expuestos
de las ocho muestras. El analisis para los aspectos 1 y 3 se realizaron mediante la prueba
paramétrica de ANOVA vy la prueba poshoc de Tukey. El analisis para el aspecto 2 de fc se
realiz6 mediante la prueba de datos pareados Wilcoxon en el software SPSS para

determinar diferencias entre la fc en los periodos 24, 48, 72 hpf.

Andlisis estadistico

Los datos fisicoquimicos fueron analizados a través de una prueba multivariable de
conglomerado jerarquico, utilizando el enlace de similitud de Ward, para lo que se usoé el
software MINITAB. INC. El analisis multivariado (MVA) es una herramienta ampliamente
utilizada para el analisis de parametros fisicoquimicos en muestras ambientales. A través
del analisis de conglomerado jerdrquico (CA, por sus siglas en Inglés) o conglomerado
jerarquico y componentes principales (PCA, por sus siglas en Inglés) permite una
interpretacién sencilla de una gran cantidad de datos, como lo son los parametros
fisicoquimicos (Kazi et al., 2009) El CA se ha empleado en trabajos que analizan la calidad
de agua en rios lagos y suelos (Facchinelli et al., 2001; Vaj et al., 2011; Yang et al., 2012).

La Dilucién letal 50 (DLsg) se calculd siguiendo el método Trimmed Spearman-
Karber (Hamilton et al., 1975), para lo que se uso el software de Concentracién Letal 50
(LCso, por sus siglas en Inglés ) de la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA, por sus siglas
en Inglés).

Los datos de alteraciones en el desarrollo y fc fueron analizados mediante la
prueba de varianza no paramétrica Kruskal Wallis, para lo que se usé el software

Statistical Package for Social Science (SPSS), IBM, version 21.

Diagramas de diseiio experimental

A continuacion se presenta de manera sintetizada el disefio experimental descrito (Fig.6).
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Figura 6. Disefio experimental
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VI. Resultados

Andlisis de la calidad de agua en las muestras

Los resultados obtenidos de la medicidn de 26 pardmetros fisico-quimicos de las muestras
tanto del cauce del rio como de las descargas industriales se presentan en la Tabla 6. La
temperatura superficial del rio oscil6 entre 18 y 19°C, mientras que el agua de los tubos de
descarga alcanzé temperaturas del8 hasta 37°C. La estacién DPCQ presenté la
temperatura mas elevada con 37°C, seguida de las estaciones DPVA y Xochiac con
temperaturas de 20.4 y 19.7°C, respectivamente. En cuanto al pH, éste fluctud entre 6.6
como minimo en la estacién DPCQy 8.1 como maximo en la estacidn rio Xochiac, mientras
que los valores en el rio Atoyac se mantuvieron en un rango entre 7.2y 7.6.

El ORP presentd valores negativos en las ocho estaciones de muestreo con valores
de -155.37+8.33a3 -9.27+1.4mV, lo que indica que el cauce del rio es un ambiente reductor
gue se acentla con la incorporacién de descargas de agua residuales. La literatura refiere
que el ORP en un cuerpo de agua dulce debe oscilar entre los 200 a 300 mV, mientras que
en una descarga de tipo industrial este debe encontrarse entre 1 a 20 mV (Alley et al.,
2000).

Los valores de oxigeno disuelto (OD) corroboraron las condiciones andxicas del rio
Atoyac y Xochiac (Tabla 6). De acuerdo con la Ley Federal de Derechos en materia de
Aguas Nacionales (LFD), los niveles de OD en cuerpos de agua deben encontrarse por
arriba de los 5 mg/l (SEMARNAT, 2009).La concentracién de oxigeno disuelto en presento
valores cercanos a cero en la mayoria de las estaciones, excepto en las estaciones DPCQ
(0.85 mg/I), Xochiac (0.68 mg/l) y Confluencia (0.10 mg/I).

En cuanto a los solidos disueltos totales (SDT) en las ocho estaciones el rango fue
de 266 a 9764 ppm. Todas las estaciones rebasaron los limites maximos permitidos (LMP)
en la legislacion mexicana que determina 125ppm de SDT en cuerpos de agua y 200 ppm

de SDT descargas industriales (NOM 001-ECOL-1996 y LFD 2009). Las estaciones DPCQ,
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DPVA y Xochiac presentaron los niveles mas elevados 9764ppm, 916 ppm776 ppm,
respectivamente.

Otro parametro de gran relevancia en la determinacion de calidad de agua
superficial es la demanda quimica de oxigeno (DQO). Las estaciones de muestreo
presentaron valores entre 85 y 1500 mg/l. El agua residual de los tubos de descarga
presentd un rango de DQO entre 560 y 1500 mg/I. Particularmente, la estacién DPCQ
tuvo el valor mas alto 1500mg/I. La DQO en las estaciones en el cauce de rio fueron
menores en comparacion con las descargas (Tabla 6). De acuerdo con los datos de
CONAGUA y el valor obtenido de DQO en este trabajo se puede establecer que la zona de
muestreo del rio Atoyac debe ser considerada fuertemente contaminada pues presentd
valores de DQO mayores a 120 mg/l, en siete de ocho estaciones.

Los niveles de amonio, nitritos, nitratos y fosfato presentaron niveles altos en
todas las estaciones de muestreo, rebasando la concentracion mdxima permitida de
acuerdo con la LFD y la NOM-001-ECOL-1996 (Tabla 6).

Los compuestos cromados y el cromo VI se encontraron por arriba de los limites
permisibles en las estaciones del cauce (Tabla 6).En el caso de las descargas los niveles
permisibles no fueron rebasados para este pardmetro. El aluminio tuvo niveles elevados
en las estaciones DPCQ y Tepetitla. Los niveles de zinc y niquel se encontraron rebasando
los limites permisibles en las cinco estaciones de cauce de rio, mientras que en las
estaciones de descarga estos parametros no se encontraron rebasados (Tabla 6).

Como resultado del andlisis de CA se demostréd que las condiciones de las
descargas son distintas de las del cauce (Tabla 6). Sin embargo, la estacién Villa Alta a
pesar de que se trata de una estacién en el cauce del rio, presenta caracteristicas similares
a las de una descarga industrial. Por otro lado, observamos que la DPCQ es Unica ya que
comparte poco mas del 75% de similitud con una descarga de tipo industrial. En general
las caracteristicas fisico-quimicas en las estaciones a lo largo del rio Atoyac fueron muy

similares entre si (>92%), incluyendo a la estacién del rio Xochiac (Fig.7).
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Similaridad (%)

75.99 —

83.99 —

92.00 —

100.00 [—ﬁ

I | I I I
DPCQ Villa Alta DPMO DPVA San Rafael Confluencia  Rio Xochiac ~ Tepetitla

Figura 7. Conglomerado jerarquico en relacion con los parametros fisico-quimicos evaluados
en muestras de agua del rio Atoyac y descargas industriales

Dilucién Letal 50 (DLso)

La toxicidad de las muestras se evalud estimando la dilucién letal 50 (DLsg) en exposicién
aguda a las 72hpf. Las muestras de agua de las estaciones sobre el rio Atoyac y las
descargas industriales fueron téxicas al 100%, es decir, muestras no diluidas. Los valores
de la DLspestuvieron por debajo de la dilucién 1:32 (equivalente al 3% de la muestra total),
excepto por la estacién Tepetitla cuyo valor de toxicidad de DLsy fue obtenido en la
preparacion 11.31% (aproximadamente una dilucién 1:8).

Los valores de laDLsgen las estaciones DPCQ, DPVA vy Villa Alta fueron 0.76%+0.56,
0.99%+0.34, 0.62%+0.38, respectivamente. Dado que estas estaciones mostraron valores
menores al 1% de dilucion de la muestra, encontramos que existe una elevada toxicidad
de los componentes presentes en las muestra. Asimismo, la estacion DPMO vy las
estaciones de cauce de rio Tepetitla, San Rafael, Xochiac y Confluencia presentaron niveles
de DLsp de 1.21%10.46, 11.31%+3.56, 2.80%%1.28, 2.25%+1.02, 1.61%%0.14,

respectivamente, mostrando también una toxicidad elevada con valores no mayores al
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Figura 8.Estimacion de curva de mortalidad en embriones expuestos por 72h a
muestras de descargas industriales del rio Atoyac. (----)Representa el valor de DLs,
para cada estacion, calculado por el Método Trimmed Sperarman-Karber.

Proporcion mortalidad de embriones a las 72hpf

3.6% 124'5% 25.‘0% 50.‘0% 10:)%
[1relativaen %
e Villa Alta === San Rafael === Confluencia

Figura 9. Estimacion de curva de mortalidad en embriones expuestos por 72h a
muestras de cauce del rio Atoyac y Xochiac. (—-—-)Representa el valor de DLs, para
cada estacion, calculado por el Método Trimmed Sperarman-Karber.
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12% de dilucién (Fig. 8 y 9). En consecuencia y considerando las condiciones fisico-

guimicas de las muestras de agua, el rio Atoyac presentd niveles considerablemente altos

de toxicidad y contaminacién, no compatibles con la vida de peces.

Alteraciones en el desarrollo embrionario

Las muestras presentaron una elevada toxicidad aun en diluciones por debajo del

valor su de DLso, presentando una baja supervivencia en embriones expuestos aun en

diluciones del 20% del valor de DLsg (tabla7). Las estaciones de descarga resultaron mas

toxicas respecto a las estaciones de cauce.

Tabla 7. Supervivencia de embriones expuestos a diluciones

seriales de muestras de descarga industriales y cauce del rio

Atoyac
Noo %
(2';';;') 24 hpf 48 hpf 72hpf Supervivencia
72 hpf
DPCQ
0.2% 9 7 7 7 77.77
2% 9 7 7 7 77.77
10% 9 5 5 5 55.55
20% 9 Letal Letal Letal Letal
DPMO
0.2% 9 8 2 2 22.22
1% 9 7 2 2 22.22
2% 9 7 3 3 33.33
4% 9 Letal Letal letal Letal
10% 9 Letal Letal letal Letal
DPVA
0.2% 9 6 6 6 66.66
1% 9 4 4 4 44.44
2% 9 2 2 2 22.22
20% 9 2 2 2 22.22
Villa Alta
0.2% 9 7 6 6 66.66
2% 9 5 4 4 44.44
10% 9 2 2 2 22.22
20% 9 1 1 1 11.11
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Tabla 7. Supervivencia de embriones expuestos a diluciones

seriales de muestras de descarga industriales y cauce del rio
Atoyac (Continuacion)

%
g'ﬁ';;') 24 hpf 48 hpf 72hpf Supervivencia
72 hpf
Tepetitla
1% 9 7 7 7 77.77
2% 9 7 7 7 77.77
4% 9 6 6 6 66.66
10% 9 7 7 7 77.77
San Rafael
0.2% 5 5 5 5 100,00
2% 5 4 4 4 80,00
4% 9 7 7 7 77.77
10% 9 6 6 6 66.66
20% 9 6 6 6 66.66
Confluencia
0.2% 5 5 5 5 100.00
2% 5 5 5 5 100.00
4% 9 9 9 9 100.00
10% 9 8 5 5 55.55
20% 9 3 2 2 22.22
Xochiac
0,20% 5 5 5 5 100.00
4% 9 6 6 6 66.66
10% 9 4 Letal Letal Letal
20% 9 Letal Letal Letal Letal

Las muestras de todas las estaciones indujeron algun tipo de malformacién en al
menos una dilucion entre las 24-72 hpf, registrando algunos embriones mas de cinco
malformaciones en un mismo organismo. DPVA, DPMO y Xochiac fueron las estaciones
gue mayor proporcibn de embriones malformados presentaron, siendo las
malformaciones de torso y regién caudal la mas frecuentes para esta estacién. Las
estaciones DPCQ y San Rafael indujeron el mayor nimero de malformaciones de ESV. La
estacion Confluencia fue la que mayor proporciéon de embriones con malformacién de

region caudal presentd, ademads fue la Unica estacién que no indujo malformaciones de
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cabeza en los embriones expuestos. DPVA y Xochiac cuada la mas indujo asi como mayor
porcentaje de malformaciones por embriéon (Tabla 8 y Fig. 10).La mortalidad en las
muestras DPCQ, DPVA vy Villa Alta fue elevada (>30%) aun en diluciones por debajo de su
valor de DLsg. En el grupo control no se observaron malformaciones en algin momento a

lo largo del desarrollo embrionario (Tabla 8).

Tabla 8. No. de embriones malformados entre las 24y 72 hpf

expuestos a muestras de descargas industriales y agua del rio Atoyacy
Xochiac, México

S"”i:’:’;"da ESV  TORSO CABEZA CAUDA ';::' T
DPCQ 23 12 8 8 5 13 0,68
DPMO 22 13 16 16 18 19 0,86
DPVA 22 10 9 10 10 13 0,93
Villa Alta 15 5 9 11 11 12 0,80
Tepetitla 24 6 9 8 7 11 0,41
Confluencia 26 5 4 0 9 5 0,30
San Rafael 29 7 2 2 4 11 0,39
Xochiac 20 7 13 13 12 13 0,93
Control 58 - - - - - =
Total = 65 70 68 76
*Numero total de embriones malformados. El grupo control no presento malformaciones
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Figura 10. Porcentaje de malformaciones entre las 24 y72hpf .

Retraso en el desarrollo embrionario

De acuerdo con los datos recabados en la prueba de teratogénesis, la primera
alteracién en el desarrollo embrionario consistié en el retraso durante la fase de gastrula,
es decir ausencia de epibolia al 90% (Kimmell et al., 1995); (Fig. 11). Las muestras de Villa
Alta, DPCQ, Tepetitla y DPMO presentaron el mayor niumero de embriones con retraso
entre el periodo de 9 a 72 hpf con respecto al grupo control (H;= 50.38, p<0.05), que no
presentd embriones con retraso. Contrariamente los embriones de las estaciones San
Rafael y Confluencia presentaron menor nimero de embriones con retraso en el mismo
periodo (Fig. 11y 12).

Cabe mencionar que en las muestras de los sitios DPCQ y DPMO, especificamente
en las proporciones al 0.2% y 2% respectivamente, se observd que los embriones se
mantuvieron en un arresto embrionario hasta las 72hpf, sin presentar coagulacién del

huevo.
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El arresto embrionario se define como la suspensidon subita del proceso de
desarrollo embrionario. El primer reporte de este fendmeno fue hecho por Weiss et al.
(1986), en donde indicaron que el embridon en arresto no presenta las caracteristicas
propias de un embridon muerto e inclusive en algunos casos el embrién puede reactivar el
proceso de desarrollo. El retraso embrionario difiere en que los embriones no suspenden

el proceso de desarrollo, éste simplemente ocurre de manera mas lenta de lo normal.

- = v
Figura 11. Embriones con retraso en la gastrula (ausencia del 90% epibolia). (a)
Embrién de 9hpf en epibolia al 90% (Tomado de Kimmell 1995); (b) Retraso de 8hrs,
estacion (DPCQ 0.2%); (c) Retraso de 4.5hrs, estacion (DPCQ 2%); (d) Retraso de
8.5hrs, estacion (DPCQ 5%).
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Figura 12. Proporcidn de embriones expuestos a muestras de cauce y descargas industriales con retraso en el desarrollo entre
las 9y 72 hpf. (2 diluciones porcentuales de cada estacion)

Edema de Saco Vitelino (ESV) a las 24 hpf

De las cinco malformaciones consideradas criterio (OECD, 2006, Yang et al, 2010), el
ESV fue la malformaciéon mas frecuente en las ocho estaciones (Fig. 13). Las estaciones
DPMO (1-2%), DPVA (1%), Villa Alta (0.2 y 10%) y Xochiac (1-20%) indujeron ESV en el

100% de los embriones expuestos a las diluciones indicadas entre paréntesis. Las
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estaciones DPMO, DPVA y DPCQ indujeron mayor nimero de embriones con ESV en las

diluciones 0.2-2%.

rF
Figura 13. Embriones con edema de saco vitelino, las flechas senalan
el ESV. (a)Embrion de 24hpf sin ESV, Flecha sefiala Saco vitelino
{Tomado de Kimmell 1995); (b)Embrion de 72hpf con ESV hacia
ventral, (DPMO 1%); (c)Embrion de 96hpf con ESV v pérdida de Ia
circunferencia hacia dorsal del saco vitelino, (DPVA 20%); (d)Embrion
de 72hpfcon ESV hacia corazon, (Confluencia 4%)
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Tabla 9. Proporcion embriones con edema de saco vitelino (E5V) a las 24 hpf

OPMO  DPCO

0,20% 0.5
1% 077
% 0,33
8%  Letal

10%  Letal
0% Letal

0,86
ND
0,66
ND
0,23

il

Letal

DPVA
0,33
0,44

0,611

ND
ND

H .G)_i_ﬁ_ a

(datos Grificaay b)

VILLA ALTA SANRAFAEL TEPETITLA CONFLUENCIA  XOCHIAC

0,38
ND
a
ND

0,33

»

EER

1]

NIy

ND o o
0,16 ND ND
o i 0
0,83 0,66 0,56
o ND 0,33
ND i 0,33

Figura 14. Froporcion de embriones con edema de saco vitelino (ESV) a las 24
hpf; (a} estaciones de descarga; (b) estaciones de cauce de rios Atoyac y
Xochiac; el grupo control no se presenta porgue no se registro ESV.

40 | Pagina



Se observaron patrones dosis-respuesta en las estaciones Tepetitla (1-4%) y San
Rafael (4-20%), la estacién Confluencia Unicamente indujo ESV al 4%. (Fig. 14). Las

diluciones 2, 4 y 10% fueron significativamente diferentes al grupo control (p<0.05).

Alteraciones en la formacion de somitas a las 24 hpf

La malformacién de somitas en embriones a las 24 hpf se presentd en menor proporcion

respecto al ESV. La malformacién de nimero de somitas fue la mas comun, la falta de

Figura 15. Embriones con malformacion de somitas (flechas). (a)
Embridn de 24 hpf con formacién correcta de somitas; (b)Embridn de
72 hpf con somitas en dorsal asimétricas, (DPMO 1%); (c) Embrion de
24 hpf con menor ndmero de somitas, (Villa Alta 10%); (d) Embrién de
24 hpf con ausencia de somitas, (Tepetitla 2%).
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Tabla 10. Proporcion embriones malformacion de somitas a las 24 hpf

(datos Grdficaay b)
DPMO  DPCO DPVA  VILLAALTA TEPETITLA CONFLUENCIA SANRAFAEL XOCHIAC

0,20% 0,22 9,5 ] o ND ] o o

1% 1 ND 1 ND 0,16 o ND ND
% 1 0,83 2,33 1 o2z ND o o

4% Letal ND N ND 2,5 0,44 9,16 1

10% Letal 0,66 N 0,66 0,38 ] 0,16 1

0% Letal  Lezal 2 0,33 ML a 2,27 0,33

Figura 16. Proporcion de embriones con malformacion de somitas a las 24 hpf;
(a) estaciones de descarga; (b) estaciones de cauce de rios Atoyac v Xochiac; el
grupo control no se presenta porque no se registraron malformaciones de
somitas.
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somitas a las 48 hpf fue letal en embriones con retraso en el desarroll. Todas las
estaciones, excepto San Rafael, indujeron algin tipo de malformaciéon (Fig.16). Los
organismos expuestos a las muestras de Villa Alta y Confluencia tuvieron un patrén dosis
respuesta en el rango de diluciones 2 a 20%. Sélo las muestras de descarga presentaron

malformaciones de somitas en la dilucién 0.20% (Fig. 15 y 16).
Alteraciones en la formacion de cabeza a las 24 hpf

En todos los grupos expuestos se observéd al menos un tipo de malformacién en
cabeza a las 24hpf (Fig. 17). Los embriones que presentaron malformaciones en cabeza

entre las 24 y 48hpf no sobrevivieron.

E b L e S

*A"I 150k

Figura 17. Embriones con malformacidn de cabeza. (a) Embridén de 24 hpf con formacion
correcta de cabeza (Tomaodo de Kimmefl 1995); (b)Embridn de 72 hpf con ausencia de ojo
derecho, (DPMO 1%); [e}Embrién de 72 hpf con ausencia de ojos y otolito, (DPCQ 5%); (d)
Embridn de 48 hpf con ausencia de cabeza, (Tepetitla 2%).
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Tabla 11. Proporcion embriones malformacion de cabeza a las 24 hpf
(datos Grdficaay b)
DPMO  DPCO DPVA VILLAALTA TEPETITLA CONFLUENCIA SANRAFAEL XOCHIAC
020% 0,22 0,5 ] 0,27 ND ] o ]
1% 1 ND 1 1 0,16 4] ND ND
2% 1 05 044 0 0,22 ND o ]
1% Latal ND ND ND 0,5 4] 0,18 1
10% Letal 0,66  ND 0,66 0,22 ] 0,16 1
20% Letal  letal @ 0,22 ND 0 0,27 0,33

Figura 18. Proporcion de embriones con malformacion de cabeza a las 24 hpf;
(a) estaciones de descarga; (b) estaciones de cauce de rios Atoyac y Xochiac; el
grupo control no se presenta porgue no se registraron malformaciones en
cabeza.
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La formacién incorrecta de ojos fue la segunda malformaciéon de cabeza mas
comun, esta malformacién resulté mds evidente en etapas posteriores del desarrollo y
fueron las malformaciones mas comunes. Se indujo un patrén de dosis respuesta en las
diluciones 1-4% y 4-10% de las estaciones Tepetitla y San Rafael, respectivamente.

Las muestras de las estaciones Xochiac y Confluencia indujeron malformaciones de
cabeza en el rango de diluciones de 4 a 20% Unicamente. Mientras que las muestras de
descarga y Villa Alta indujeron malformaciones de cabeza, indistintamente de la dilucidn.

(Fig. 18).
Alteraciones en la formacion de region caudal a las 72 hpf

En cuanto a las malformaciones de cauda evaluadas a las 72hpf, los grupos
expuestos presentaron malformacién en varias diluciones (Fig. 19). En las muestras de las
estaciones DPMO, San Rafael y Tepetitla se observé un efecto dosis respuesta en
diluciones por abajo del 10%. Los embriones expuestos a las muestras de la estacion
Xochiac presentaron malformaciones Unicamente en las diluciones 10 y 20%. Las muestras
de las estaciones DPVA, DPCQ y Villa Alta fueron las Unicas que indujeron malformaciones

de cauda en diluciones menores a 2% de dilucion (Fig. 20).
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Figura 19. Embriones con malformacion de region caudal (flechas). (a) Embridn de 72 hpf con
formacion correcta region caudal{Tomado de Kimmell 1935); (b) Embridn de 72 hpf con
bifurcacidn terminal de region caudal y apéndices terminales en cauda, (DPCQ 0.2%); (c)
Embrion de 72 hpf con regicn caudal con terminaciones anexas filamentosas, {(DPVA 2%}; (d-
f) Embrion de 48 hpf con ensanchamiento de cauda hacia la zona media, terminacion en

forma de mufion, (Tepetitla 4%).
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Tabla #. Proporcion embriones malformacion de cauda a las 72 hpf
(datos Graficaa y b)
DPMO  DPCQ DPVA  VILLAALTA TEPETITLA  CONFLUENCIA SANRAFAEL XOCHIAC
020% 0,22 0,5 o 027 ND o o o
1% i ND 1 1 a,15 a ND ND
% 1 0,5 0,44 o 0,22 ND o o
% Letal ND ND ND 0,5 2,18 i
105 Letal 0,66 ND 0,66 0,22 0,16 1
20% Letal Letal a 0,32 ND 2,37 0,23

Figura 20 . Proporcion de embriones con malformacion en regidn caudal a las 72
hpt; (a) estaciones de descarga; (b} estaciones de cauce de rios Atoyac y Xochiac;
el grupo control no se presenta porgue no se registraron malformaciones en

region caudal.
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Andlisis de Frecuencia cardiaca media (fc)

En comparacién con el grupo control, todos los embriones expuestos presentaron una fc
menor con excepcidn de los expuestos a la muestra de la estacién Villa Alta. Los valores
mas bajos de fc lo registraron los embriones expuestos a las muestras provenientes de

descargas industriales DPMO, DPCQ, y DPVA (Fig. 21).

Tabla 13. Frecuencia cardiaca media (fc) en embriones de pez cebra expuestos a muestras de agua del rio Atoyacy

descargas industriales.

hpf Control 0.2% 2% 4% 10% 20%
24 5842110 53,50 x0.6% 54,00 £1.1%
+ + +3 8%
DPCQ 48 72,7108 64,50 6.1 57,3338 ND NB LETAL
72 91,0006 69,25 +2 4% 68,001.5%
24 54,50 20.8 53,6609 55.00° 5550215
DPVA 48 66,50 0.5 61,66 +1.4% 67.00° ND ND 59.00 8.0
72 91,33 206 84,33 2432 71.00° 73.00 £0.0%
24 55,20 204 54,7508
i + +
Villa Alta 48 76,28 1.0 70,00 £1.7 NB ND NB NB
72 90,2010 100,00 #1.0%
24 53,7108 56.00° 46.00x2.0%
Tepetitla 48 76,28 £09 57.33° 57.20 +56% ND
ND NB
72 90,28 £0.7 78.00° 846037
24 52,85%15 56,20 +0.7 55.00 0.7 542504 505035 485017
San Rafael 48 68,4219 71.00 0.8 69.50 +0.2 65.2527 60.00 1.0 5475 +0.8%
72 590,00 £09 BE.BO 20 Bo.00 1.3 79.75 %4 4% 64.00 +1.00% 62.75 +0.6%
24 55,20 £0.4 58.40 +04% 48.00°
Xochiac 48 710010 65.40 +05% 55.00°
ND NB NB
72 90,20 £1.0 85.60 +2.0% 61.00°
24 53,7105 53.6%13 57.20 +0.7% 54.16 £06 5300413 5700180
Confluencia 48 73,71+06 7180405 70.60 +1.2% 69.33 +0 6% 5540 +1 2% 6250485
72 90,28 0.7 90.20 1.0 B7.B0+08 85.66 +1.0% 64.20 +1.7% 72.00 13 0%
Media + e ., *p<0.05; 7 Unicamente un valor {(n=1); ND (Diluciones no realizadas); NB (Datos no balanceados para los tres tiempos de evaluacion); DPMO, no se incluyé
en elanélisis (n=1).

Los embriones expuestos a las muestras de las estaciones Tepetitla y Xochiac
presentaron diferencias significativas respecto al grupo control a las 24 hrs (U=46.50y
77.00, p<0.005).Los embriones expuestos a la muestra de la estacion Villa Alta no
presentaron diferencias significativas respecto al grupo control a las 48 y 72 hpf (U=368.00
y 191.50, p>0.05). De igual manera los embriones expuestos a la muestra de la estacién

DPVA tampoco presentaron diferencias a las 72 hpf (U=200.50, p>0.05).
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Figura 21. Frecuencia cardiaca media (fc) en embriones de pez cebra expuestos a muestras
de agua del rio Atoyac y descargas industriales (Media£e.e.). * p<0.05 conrespectoa su
control correspondiente en tiempo.

Los cambios en el valor de fc a las 24-48hpf y entre 48-72hpf fueron
significativamente diferentes entre las ocho estaciones y el grupo control (Z=-9.817 y -
9.87, p<0.05). La estacion de DPCQ indujo diferencias significativas respecto al grupo
control en diluciones menores al 2% a las 24hpf.Los embriones expuestos en las muestras
de las estaciones Xochiac y Confluencia presentaron diferencias significativas a las 24hpf

en las diluciones 0.2% y 2%, respectivamente (Tabla 13).
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VII. Discusién

En una descarga industrial se pueden detectar mas de 200 sustancias quimicas diferentes
gue interactian entre si formando mezclas complejas, representando un riesgo para el
ambiente y la salud. El uso de modelos vertebrados como el pez cebra (Danio rerio) es una
herramienta Util para el estudio de efectos adversos a la salud principalmente en etapas
vulnerables como el desarrollo embrionario. El rio Atoyac en la zona industrial Puebla-
Tlaxcala, México es un cuerpo de agua fuertemente contaminado debido a que
constantemente recibe poco mdas de 23 descargas industriales, en las que se han
identificado alrededor de 98 sustancias quimicas diferentes.

De acuerdo con los resultados de este trabajo, las estaciones de muestreo
presentan niveles altos de contaminantes. Las muestras de agua de las estaciones
rebasaron los limites maximos permisibles en los compuestos nitrogenados y fosfatos, de
acuerdo a la LFD en materia de aguas. Sin embargo, es de llamar la atencién que las
estaciones de grupo | (estaciones de cauce) rebasaron los parametros de: metales
pesados, mientras que en el grupo 2 (estaciones de descarga industrial)los valores fueron
menores a limites maximos permisibles para descargas (NOM-001-ECOL-1996). Lo anterior
puede ser una consecuencia de un sesgo en el muestreo el cual se realizé durante el dia,
mientras que las industrias descargan principalmente durante la noche.

Los valores obtenidos en este trabajo resultan similares a los reportados en
trabajos previos de SEMARNAT(1996, 2005) y CONAGUA(2008)particularmente para las
estaciones del grupo | (cauce).En este trabajo se encontraron en un rango mas elevado la
mayoria de los pardmetros en las estaciones del grupo Il (descargas), sobre todo para los
pardmetros de DQO y SDT reportados en trabajos previos (SEMARNAT, 1996, 2005;
CONAGUA 2008).

Los datos obtenidos en el muestreo se deben considerar como muestras puntuales
puesto que en los registros de los parametros fisico-quimicos actuan variables
ambientales como la estacionalidad, hora de colecta, método de colecta, o las
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caracteristicas de la misma descarga. La época en la que se colecta una muestra o un
registro puede influenciar los valores de los parametros, a consecuencia de efectos de
dilucién por lluvias o al contrario cuando se presentan altas temperaturas. El método de
colecta y de registro es también una variable en los datos debido a la sensibilidad de los
sistemas de medicidn. Por otro lado, la misma naturaleza de las descargas es las que mas
aporte en la variacion pueden introducir en la lectura de los pardmetros fisico-quimicos.
Lo anterior debido a que las sustancias en la mezcla de la descarga pueden variar en
composicidon, concentracion e interacciones de acuerdo a los procesos industriales que las
originan. En su mayoria las muestras de descarga evaluadas en este trabajo provienen de
colectores de descarga de diferentes industrias que convergen en un mismo tubo,
haciendo mas compleja la mezcla que es vertida al rio.

A pesar de estas variaciones es evidente que las constantes descargas industriales
han rebasado desde hace mas de 10 afios los limites maximos permitidos para diferentes
compuestos mermando con ello la calidad del agua y provocando asi un deterioro en el rio
Atoyac. En 2005, SEMARNAT clasificé al rio Atoyac como un cuerpo de agua fuertemente
contaminado y establecié como prioridad su saneamiento en un periodo no mayor a 10
afios. Para el 2008 el andlisis de riesgo sanitario y ambiental realizado por la CONAGUA
reportd la presencia de 97 sustancias tdxicas como: VOC’s, PAH’s y metales pesados. En
dicho trabajo se asigné un Indice de peligrosidad de valor de 38 (méaximo 50) a la zona
correspondiente al municipio de San Martin Texmelucan, esto debido a la presencia de
sustancias téxicas y elevada contaminacién en el cauce del rio Atoyac (CONAGUA 2008).

Actualmente la NOM-001-ECOL-1996 y la LFD en materia de calidad de agua
poseen un numero limitado de pardmetros, en este trabajo sélo 10 de los 26 pardmetros
evaluados tuvieron una referencia. Los niveles permisibles en norma y en la ley deben ser
revisados y corregidos a niveles mas bajos. Ademas de establecer vinculos entre normas
para una mejor gestion de sustancias peligrosas como lo son las normas NOM-052-
SEMARNAT-2005, NOM-055-SEMARNAT-2003, NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002, NOM-
058-SEMARNAT-1993 y NOM-018-STPS-2000 para establecer que ningln residuo

industrial peligroso sea vertido en aguas nacionales.
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La toxicidad de las muestras de agua fue elevada en todas las estaciones. Al igual
gue el andlisis de conglomerado de calidad de agua, los valores DLsgse agruparon de
manera similar. Grupo | estaciones de cauce y Grupo Il estaciones de descarga y estaciéon
Villa Alta. La obtencién de valores de DLsg en cuerpos de agua, es apenas una herramienta
emergente en el analisis de calidad de agua, por lo que existen pocos trabajos que
incorporen este ensayo. Villegas et al (2001)obtuvieron valores de DLsy similares a los
obtenidos en este trabajo, con el modelo de D. magna a las 24 y 48hrs, en muestras de
diferentes industrias del ramo textil en la zona de Puebla.

De manera general un cuerpo natural de agua no deberia tener un valor DLsp para
ningun organismo. El valor de DLsy de la estacion Tepetitla fue el valor menos téxico con
una dilucion de 12% de dilucidn a partir de la muestra. Sin embargo, este valor resulta alto
para ser una estacién intermedia sin aparentes descargas industriales, probablemente las
estaciones Tepetitla y Xochiac, incorporan en el trayecto del rio descargas no evaluadas en
este trabajo o bien, clandestinas. A no mdas de 10 m de distancia de la ribera de estas
estaciones se observé también la presencia de cultivos que podrian aportar al cauce
sustancias como plaguicidas y fertilizantes que podrian influir en la toxicidad de las
muestras. Sin embargo, la toxicidad de estas muestras puede que sea una consecuencia
de la fuerte contaminacién generada rio arriba por la incorporacién constante de
descargas industriales al cauce de los rios Atoyac y Xochiac. Los elevados niveles de
toxicidad en las muestras de cauce indican que la contaminacién en el agua del rio la hace
muy semejante a una descarga de tipo industrial.

Los reporte por trabajos previos en la zona hacen evidente presencia de sustancias
toxicas en el cauce y descargas de la zona de muestreo en este trabajo, asi como la
asociacién de estas sustancias con riesgos a la salud y el ambiente en poblaciones
humanas y no humanas, hacen del rio un tema de discusién en materia del manejo,
regulacioén y disposicidn de estas sustancias cuyo principal origen es el sector industrial en
la zona. Es una prioridad establecer la distribucidn de estos contaminantes en agua y aire
en la zona. Si bien desde el 2005, el rio fue reconocido como un rio de prioridad para su

saneamiento, a casi 10 afios, los reportes de sustancias téxicas en el rio no han
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presentado disminuciones significativas en el numero de descargas, cantidad de
sustancias o un aumento en el numero de industrias que reportan al Registro de
Emisiones y Transferencia de Contaminantes (RETC). En los mas de 2031 km de cauce del
rio Atoyac sdlo se reportan 5 descargas (RETC 2005).

El planteamiento de este trabajo fue el disefio de una prueba que permitiera la
evaluacion de efectos teratogénicos. En este trabajo todas las estaciones de cauce
indujeron algun tipo de efecto teratogénico y alteraciones en la fc en diluciones muy
cercanas al valor de DLsgde cada estacion. Las estaciones de descarga y la estacion Villa
Alta indujeron en menor numero embriones malformados respecto a las estaciones de
cauce, sin embargo se presentaron mayor nimero de malformaciones en los embriones
expuestos, esto debido a la elevada toxicidad de las muestras y a la letalidad de las
malformaciones presentadas a las 24 hpf. Solo en las estaciones de cauce se indujo un
efecto dosis-respuesta para un tipo particular de dafio teratogénico, mientras que las
estaciones de descarga los efectos teratogénicos se indujeron indistintamente de la
dilucién de cada muestra. En un nuevo disefio experimental es recomendable evaluar la
incidencia de dano teratogénico en embriones muertos en el ensayo de DLsy a fin de
recabar la mayor informacién posible, asi como establecer ventanas de exposicion en
puntos criticos de la morfogénesis.

La organogénesis y la morfogénesis durante el desarrollo embrionario son puntos
criticos. En el caso del pez cebra ocurren una serie de cambios en la expresidn génica, que
favorecen o no la correcta migracién celular en el embrién, asi como diversos procesos de
apoptosis y diferenciaciéon (Mendelsohn et al., 2008).

Entre las 9 y 24hpf fue el periodo con mayor mortalidad de embriones expuestos a
las muestras de agua. El retraso en la gastrulacién y en el desarrollo rebasé las 12hrs en
embriones expuestos a las muestras de descargas y la estacidn Villa Alta, mientras que en
las estaciones de cauce el retraso fue menor a las 12hrs. Observamos que las estaciones
en las que los niveles de metales pesados y DQO fueron los mas elevados, presentaron
mayor proporcidn de ESV. Las estaciones con mayor proporcion de ESV presentaron

menor proporcion de malformaciones en somitas. Las malformaciones de cabeza y cauda
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presentaron una asociacidn con las estaciones con elevados valores de DQO, SDT y
metales pesados.

La mortalidad de embriones expuestos en el periodo de 9 a 24 hpf podria deberse
a las deficiencias en el proceso de morfogénesis y organogénesis de los embriones (Sipes
et al, 2011). Nuestros resultados muestran que la sobrevivencia de los embriones fue
disminuyendo particularmente en las diluciones por arriba del 2% del valor de la DLsg en la
mayoria de las estaciones, principalmente por la coagulacién del huevo en la gastrulacién,
retraso (>24hrs) en el desarrollo, malformaciones letales como ausencia de cabeza o
formacién incompleta de somitas.

El retraso durante el desarrollo embrionario por exposicion a sustancias quimicas,
es un fenédmeno ampliamente documentado en peces, reptiles y anfibios(Fent, 2004), su
incidencia ha sido descrita en respuesta a estresores, fiscos o quimicos. En embriones de
pez cebra se ha evaluado esta respuesta por exposicidn a sustancias como PBDE, dioxinas,
plaguicidas, (Fraysse et al, 2006; Hallare et al, 2004). Ademas, el retraso en el desarrollo
por exposicidn a sustancias quimicas se ha relacionado con una reduccidn en la viabilidad
y un aumento de malformaciones (Weis et al., 1987). Contrariamente al retraso, el arresto
embrionario se encuentra asociado a la exposicidon de sustancias como retardantes de
flama y plaguicidas (Usenko et al., 2011; Weis et al., 1987).

El ESV en embriones expuestos fue la malformaciéon con mayor incidencia en las
siete estaciones, aunque solamente en algunas muestras de cauce de rio observamos
efectos dosis-respuestas. Por su parte, las estaciones de descarga indujeron el ESV aun
cuando la muestra estaba en porcentajes muy bajos. La incidencia de ESV y edema de
pericardio ha sido reportada en embriones expuestos a mezclas de combustién de
petroquimicos (Bui et al., 2012), hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH’s, por sus
siglas en inglés) (Billiard et al.,, 2002), dioxinas (TCDD) (Hill et al., 2004), entre otras
sustancias. La presencia de ESV a partir de las 24hpf en embriones expuestos a las
muestras, puede interferir con la morfogénesis, desarrollo del sistema cardiovascular,

transporte de nutrientes y alimentacion del embridn hasta 5 dpf (dias post fertilizacion).
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El saco vitelino es el érgano con mayor actividad metabdlica en los embriones, la
actividad de enzimas de la familia CYP450, han sido identificadas durante el desarrollo,
por lo que ademas de la exposicion a sustancias toxicas, este metabolismo podria ser una
disyuntiva en los embriones aumentando el dafio producido por metabolitos y estrés
oxidante (Otte et al., 2010; Sarasquete et al., 2000) o bien afectando la formacién correcta
del embridn. Los mecanismos que intervienen en el desarrollo de ESV por exposicion a
toéxicos no ha sido descrito, sin embargo, debido a la importancia del saco en el proceso
hematopoyético, metabdlico durante el desarrollo y la vida larval de los embriones, se
requiere un analisis mas detallado de los mecanismos y consecuencias del ESV.

En relacion a la evaluacion de somitas, los embriones que presentaron retraso en
el desarrollo presentaron un menor nimero de somitas a las 24hpf respecto a los
embriones del grupo control, sin embargo, embriones sin retraso expuestos a las muestras
también presentaron menor nimero de somitas, asi como asimetria. La formacién de
somitas (somitogénesis) comienza a las 10.5 hpf de desarrollo y culmina entre las 24 y 30
hpf con un nimero de 26 y 33 somitas, respectivamente (Kimmell et al., 1995). Durante la
somitogénesis cerca de 50 genes son expresados diferencialmente a lo largo del torso del
embridn (Devoto, 2000). Las somitas son clave para el desarrollo de 6rganos y apéndices,
durante la morfogénesis. Las alteraciones de éstas causadas por la exposicidn a sustancias
téxicas como asimetria, numeros impares, migraciones desfasadas, pueden ocasionar
malformaciones de extremidades u drganos internos (Holley et al., 2000), como los
observados en los embriones expuestos en este trabajo.

La malformacién de somitas ha sido reportada en trabajos previos con embriones
expuestos a teratégenos como: diclofenaco, triclosan, cloruro de estafio (Brannen et al,
2010; Hallare et al, 2004; Selderslaghs et al, 2009) y dioxinas(McCollum et al, 2011). Existe
relacidén entre la exposicion a sustancias toxicas y la malformacién de somitas a las 24hpf
en un 15% de embriones expuestos como consecuencia de la activacién de proteinas de
choque térmico (heat shock proteins) (Devoto,2000). Sin embargo, se requiere una

comprension de la interaccion de los genes durante la somitogénesis y la exposicion a
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sustancias toxicas para entender las consecuencias funcionales de presentar alguna
malformacién en somitas durante el desarrollo y etapas posteriores.

La formacidén correcta de cabeza en el desarrollo involucra la interaccidon de una
serie de genes (homeobox, genes de apoptosis y ciclo celular) y mediadores celulares
(acido retinoico), aun en etapas tempranas del desarrollo. Se han descrito malformaciones
Oseas de cabeza en embriones por exposicion a metales, como As, Cd y CHs-Hg, vy
alcoholes como etanol. Asi mismo, se han evaluado malformaciones de ojo en embriones
de pez cebra por exposicion a plaguicidas como la atrazina, anilinas y TCDD (McCollum et
al., 2011). En la formacién de cabeza se involucran una cantidad de genes especificos en
tiempo y funcién, en esta estructura es necesario formar y coordinar ojos, boca y oido, lo
que involucra el uso selectivo de mas de 107 genes (Golling et al, 2002).

La malformacién de cauda es el pardmetro mas evaluado en ensayos de
teratogénesis con embriones de pez cebra, debido a las repercusiones en el correcto
desarrollo y vida del organismo. Durante la formacién de cauda al igual que en la cabeza
intervienen una gran cantidad de genes y mediadores celulares. La exposicién a téxicos
como benzo(a)pireno, dioxina, PCBE, carbamatos, atrazina, Cr, As y anilinas en embriones
de pez cebra correlaciona con la malformacion de region caudal y asimetria del axis
(Lemly, 1997; Teraoka et al, 2003).

La incidencia de malformaciones en cabeza y cauda se presentd de manera similar
en las mismas estaciones, asi como en las mismas diluciones, esto indica que durante el
desarrollo embrionario ambas estructuras comparten algunas vias de sefializacion génicas,
trabajos de mutagénesis con embriones de pez cebra asocian la expresién de 39 genes en
el desarrollo de la region caudal(Golling et al., 2002). Otro factor importante que podria
influir en este resultado seria el acido retinoico que es una de las moléculas sefializadoras
por excelencia en la formacién y delimitacidn de la regidn superior y caudal en embriones
de vertebrados, su incorrecta distribucién en tiempos especificos del desarrollo podria ser
la principal causa de teratogénesis de cabeza y cauda (Marlétaz et al., 2006)

El analisis de fc es el parametro cuantitavo de mayor uso en ensayos sub-letales

con embriones de pez cebra y otros organismos (Weis et al, 1987). En trabajos citados
56 | Pdagina



previamente ademds de la evaluacion de malforaciones, se evalué la fc y se establecio
correlacidon de cambios en este pardmetro en embriones expuestos respecto a embriones
no expuestos a sustancias como dioxinas, tolueno, carbamatos PCB’s, metales pesados
como Pb, Hg, Cd y el metaloide As; plaguicidas como paratién, malatidn. Se ha establecido
gue un descenso en la fc podria reflejar la presencia de malformaciones en corazdn,

ventriculos y vasos, asi como el incorrecto transporte de oxigeno y nutrientes(Isogai et al,

2001).

Tabla 14. Comparacion de respuesta de parametros fisico-quimicos y

el modelo de pez cebra

DPMO DPCQ DPVA VillaAlta San Tepetitla  Xochiac  Confluencia

Rafael
Parametros fisico-quimicos
ORP(mV) -269,5 -67,2 -73,9 -65,23 -9,2 -155,3 -10,9 -10
(SDT) (ppm) 623,3 764  916,3 422 509,3 266 776,6 542
DQO (mg/l) 561,6 500 688 402 142 85,6 289,5 120,5
Aluminio (AI3+) 0,08 0,15 0,06 0,03 0,03 0,11 0,02 0,03
Cromo VI (Cr6+) 0,23 0,14 0,17 0,14 0,13 0,11 0,11 0,11
Zinc (Zn) 0,04 0,7 0,04 0,08 0,5 0,01 0,02 0,25
Niquel (Ni) 0,69 1,54 0,32 1,24 1,85 0,03 0,81 1,34
Ensayos biolégicos
DLs, (%) 1.21 0.76 0.99 0.62 2.80 11.31 2.25 1.61
No.Malformados 19 13 13 12 11 11 13 9
ESV 13 12 10 5 7 6 7 5
Somitas 16 8 9 9 13 4
Cabeza 16 8 10 11 2 8 13
Cauda 18 5 10 11 4 7 12 9

El modelo de pez cebra a través del ensayo de DLsg confirmd la mala calidad del
agua, debido a que todas las estaciones presentaron una elevada toxicidad. El ensayo de
alteraciones en el desarrollo fue congruente con el analisis de conglomerado de los

parametros fisico-quimicos. Las estaciones de descarga (grupo |) presentaron mayor
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numero de malformaciones, y las estaciones de cauce (grupo Il) presentaron una menor
proporcion. El ESV y las malformaciones de cauda fueron las de mayor incidencia en las
muestras (tabla 14).

La elevada mortalidad de los embriones en el ensayo de alteraciones, en el que
fueron utilizadas diluciones hasta 500 veces las muestras, pudo deberse no a la toxicidad
de las muestras sino a la letalidad de las malformaciones.

Todas las malformaciones evaluadas en este trabajo han sido previamente
reportadas en embriones de pez cebra expuestos a muestras ambientales con elementos
de descargas de tipo industrial. Si bien la incidencia de malformaciones y alteraciones en
la fc han sido ya reportadas por exposicidn a téxicos y muestras ambientales, se requiere
una mejor compresién de los mecanismos que inducen estos efectos(Selderslaghs et al.,
2009). Trabajos con embriones mutantes en diversos genes han observado la presencia de
éstas y otras malformaciones por lo que establecen una primera aproximacion a los genes
gue podrian estar involucrados en el dafio por exposicidén a teratdgenos en el ambiente.

La determinacién de patrones de alteracién en el desarrollo embrionario aporta
informacidn valiosa respecto a la identificacidn de sitios con un alto riesgo de exposicién y
brinda informacion de referencia para la creacién de leyes que regulan descargas y niveles
de téxicos en cuerpos de agua. A pesar de las declaraciones sobre proyectos de
saneamiento del cauce del rio, los niveles de contaminantes se encuentran ain muy por
encima de los limites maximos permisibles y se distribuyen dindmicamente en el ambiente
aledaiio al rio afectando a miles de personas expuestas diariamente a estos compuestos a
través de aerosoles y gases que emanan del rio Atoyac, ademas de la filtracién a aguas
subterraneas que también es probable. Diversos estudios han demostrado gradientes de
afectacioén y riesgo a la salud hasta 2 km a partir de rios contaminados. En el caso del rio
Santiago, en Jalisco, por ejemplo, se ubican mdas de diez poblaciones en ese margen
(Arellano-Aguilar et al., 2012). Mientras que en el municipio de San Martin Texmelucan
cerca de 13 mil personas viven en la ribera del rio Atoyac (CONAGUA 2008).

En el pais hay mdas de 80 rios de los cuales el 70% presenta algun tipo de

contaminacion. En 2011, la Asamblea Nacional de Afectados Ambientales (ANAA) elabord
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una petitoria al Tribunal Latinoamericano del Agua como parte de las acciones para
evidenciar la crisis hidrica en México. Por lo anterior se requiere, entre otras cosas,
generar y analizar la informacién que permita identificar zonas de riesgo de salud por

contaminacidon ambiental (Arellano-Aguilar et al., 2013).
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VIII. Conclusiones

De acuerdo con los pardmetros de calidad de agua obtenidos en este trabajo se puede

concluir que la contaminacién observada en el cauce del rio fue similar a la de una
descarga de agua residual de tipo industrial.

La elevada toxicidad calculada en las muestras de agua en el cauce y descargas
industriales, asi como la incidencia de malformaciones fue congruente con la clasificaciéon
de las estaciones obtenidas del andlisis de conglomerados.

El modelo de exposicion del pez cebra en etapas tempranas del desarrollo basado
en la DLsg y la prueba de FET no solo fue sensible y eficaz para la evaluacién de toxicidad,
sino también en la deteccidn de teratdgenos presentes en las muestras ambientales y

descargas industriales.
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IX Recomendaciones

» Implementar un ensayo de teratogénesis en pez cebra basado en la DLsy como
herramienta de bio-monitoreo en pruebas de calidad de agua.

» Ampliar el niUmero de sustancias sujetas a reporte en el RETC (Registro de
Emisiones y Transferencia de Contaminantes), asi como en los pardmetros
considerados en las Normas ambientales de calidad de agua, por ejemplo metales
pesados, hidrocarburos y VOC’s y la inclusién de los parametros fisico-quimicos
SDTy ORP.

» Se recomienda que la evaluacidon de efectos teratogénicos sea incluida como un

pardmetro para evaluar el éxito de saneamiento en cuerpos de agua.
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Figura 3.2. Hoja de registro para alteraciones en el desarrollo embrionario
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Anexo 11

Catdlogo de malformaciones y alteraciones en

embriones de pez cebra por exposicion a descargas
industriales y muestras ambientales del rio Atoyac
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Indice

Descarga PEMEX Santa Maria Moyotzingo (DPMO)

= DPMO 0.02%
= DPMO 2.00%
= DPMO 1.00%
Descarga PEMEX Corredor Quetzalcoat! (DPCQ)

= DPCQ0.20%
= DPCQ 2.00%
= DPCQ5.00%
= DPCQ7.00%
= DPCQ 10.00%
Descarga PEMEX Villa Alta (DPVA)

= DPVAO0.20%

= DPVA 1.00%

= DPVA2.00%

= DPVA 20.00%
Villa Alta

= Villa Alta 0.20%

= Villa Alta 10.00%
Tepetitla de Lardizabal

=  Tepetilta 1.00%

=  Tepetilta 2.00%

=  Tepetilta 4.00%

=  Tepetilta 10.00%
Rio Xochiac

= Xochiac 4.00%
San Rafael Tenaycac

= San Rafael Tenaycac 4.00%

= San Rafael Tenaycac 10.00%

= San Rafael Tenanyecac 20.00%
Confluencia de rios Atoyac y Xochiac

=  Confluencia 4.00%
=  Confluencia 10.00%

Pag.

11-12

11
11
12
12
13-14
13
14
15-18

15
16
16
18
18

18
19-20

19
20
20
20-21

20
21
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Abreviaturas

% ESV (Edema de saco vitelino)
+* RG (Retraso en la gastrulacidn)
+* hpf (horas post fertilizacidn)
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Estacion
(Dilucidn)
Etapa (hpf)
Malformacién

Descripcion

ID 276.72

Estacion
(Dilucidn)
Etapa (hpf)
Malformacién

Descripcion

ID 276.72

Estacion
(Dilucidn)
Etapa (hpf)
Malformacién

Descripcion

ID 279.96

Descarga PEMEX Santa Maria Moyotzingo (DPMO)

DPMO 0.02%

DPMO

0.20%

72

ESV, Cabeza, Cauda

Embridn vista lateral con edemay pérdida de
circunferencia de saco vitelino hacia el corazén, con
edema de pericardio. Regidn dorsal superior con
protuberancia. Regidn caudal con extensidn hacia
lateral derecho en zona terminal, masa anexa en
region media de la cauda.

DPMO

0.20%

72

ESV, Cabeza, Cauda

Embridn vista lateral con edema de saco vitelino hacia
region superior cercano a corazon. Protuberancia en
regidn posterior de cabeza. Regidn caudal unida a saco
vitelino en regiéon media. Retraso de 24hrs.

DPMO
0.20%
96
ESV,

Embridn vista lateral con edema de saco vitelino hacia
ventral, con edema de pericardio.
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DPMO 2.00%

Estacion
(Dilucidn)
Etapa (hpf)
Malformacion

Descripcion

ID 285.24

Estacion
(Dilucidn)
Etapa (hpf)
Malformacion

Descripcion

ID 291.24

Estacion
(Dilucidn)
Etapa (hpf)
Malformacion

Descripcion

ID 286.48

DPMO

2.00%

24

Somitas, Cabeza, Cauda

Embridn vista ventral con ausencia de somitas,
cabeza, cauda, Arresto embrionario en etapa de
“Germ ring” hasta las 72 hpf (Kimmell, 1995)

DPMO

2.00%

24

Somitas, Cabeza, Cauda

Embridn vista ventral con ausencia de somitas,
cabeza, cauda, Arresto embrionario en etapa de “50%-
epibolia” hasta las 72 hpf (Kimmell, 1995)

DPMO

2.00%

24

Somitas, Cabeza, Cauda

Embridn vista ventral con ausencia de somitas,

cabeza, cauda, Arresto embrionario en etapa de “90%-
epibolia” ” hasta las 72 hpf (Kimmell, 1995)
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DPMO 1.00%

Estacion
(Dilucidn)
Etapa (hpf)
Malformacion

Descripcion

ID 266.72

Estacion
(Dilucidn)
Etapa (hpf)
Malformacion

Descripcion

ID 269.72

Estacion
(Dilucidn)
Etapa (hpf)
Malformacion

Descripcion

ID 271.72

DPMO
1.00%

72

ESV, Somitas

Embrion vista lateral con edema de saco vitelino hacia
el corazén con edema de pericardio. Somitas de
mayor tamafio al normal en la regién superior dorsal.
Retraso de 24hrs.

DPMO
1.00%

72

ESV, Cauda

Embriodn vista lateral con edema de saco vitelino hacia
ventral, perdida de la circunferencia del saco, edema
de pericardio. Region caudal en forma de murion.
Retraso de 24hrs.

DPMO
1.00%

72

ESV, Cabeza

Embridn vista ventral con edema de saco vitelino
hacia lateral izquierdo y derecho, con pérdida de la
circunferencia. Cabeza ausencia de ojo derecho.
Retraso de 24hrs.
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DPCQ 0.20%

Estacion
(Dilucidn)
Etapa (hpf)
Malformacién

Descripcion

ID17.9

Estacion
(Dilucidn)
Etapa (hpf)
Malformacién

Descripcion

ID 13.24

Estacion
(Dilucidn)
Etapa (hpf)
Malformacion

Descripcion

ID 12.72

Descarga PEMEX Corredor Quetzalcoatl (DPCQ)

DPCQ
0.20%
9

RG

Embridn vista ventral con ausencia de epibolia, retraso
embrionario de 8hrs.

DPCQ

0.20%

24

ESV, Somitas, Cabeza, Cauda.

Embriodn vista lateral con protuberancia hacia ventral
en cabeza. Protuberancia en regidn superior dorsal
Desplazamiento de las somitas hacia la regién caudal.
Cauda no separada del saco vitelino en region
terminal. Retraso de 5hrs.

DPCQ
0.20%

72

ESV, Cauda

Embridn vista lateral con bifurcacion terminal de

region caudal y apéndices terminales en cauda. Edema
de saco vitelino hacia lateral.
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Estacion
(Dilucidn)
Etapa (hpf)
Malformacion

Descripcion

ID 11.72

DPCQ 2.00%

Estacion
(Dilucidn)
Etapa (hpf)
Malformacion

Descripcion

1D9.9

Estacion
(Dilucidn)
Etapa(hpf)
Malformacion

Descripcion

DPCQ
0.20%

72

ESV, Cabeza

Embridn vista superior con asimetria axial (linea
punteada) Depresion en la parte media del ojo
izquierdo, punto negro en region frontal de cabeza.
Edema de saco vitelino hacia lateral izquierdo, masa
anexa en lateral derecho.

DPCQ
2.00%
9

RG

Embridn vista ventral, con ausencia de epibolia,
retraso de 4.3hrs.

DPCQ

2.00%

24

ESV, Somitas, Cabeza, Cauda

Embridn vista ventral amorfo con pérdida de forma en

saco vitelino y presencia de masa anexa. Ausencia de
cabeza, somitas y cauda.
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Estacion
(Dilucidn)
Etapa (hpf)
Malformacion

Descripcion

ID7.24

Estacion
(Dilucidn)
Etapa (hpf)
Malformacion

Descripcion

ID 2.48

Estacion
(Dilucidn)
Etapa (hpf)
Malformacion

Descripcion

1D 5.48

DPCQ

2.00%

24

ESV, Cabeza, Cauda

Embridn vista lateral con retraso de 8.5hrs.Edema de
saco vitelino hacia dorsal superior. Ausencia de ojo. La
region caudal no se encuentra separada del saco
vitelino. El embrién presenta un retraso de 8.5hrs.

DPCQ

2.00%

48

ESV, Somitas

Embrion vista lateral con edema lateral superior
proximo a corazén. Edema de pericardio en regién
superior ventral del corazén. Region dorsal superior
ausencia de somitas, somitas presentes esta zona con
bordes irregulares.

DPCQ

2.00%

48

EVS, Somitas, Cabeza

Embridn vista lateral con protuberancia frontal,
edema de saco vitelino en la region superior, préoxima
al corazén. Desplazamiento de somitas hacia la region
caudal. En la parte frontal de la cabeza.
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DPCQ 5.00%

Estacion
(Dilucidn)
Etapa (hpf)
Malformacion

Descripcion

ID 217.9

Estacion
(Dilucidn)
Etapa (hpf)
Malformacion

Descripcion

1D 94.48

Estacion
(Dilucidn)
Etapa (hpf)
Malformacion

Descripcion

1D 97.72

DPCQ
5%

9

RG

Embridn con retraso de 8hrs, con masa celular anexa
en la regién superior derecha. .

DPCQ
5.00%

48

ESV, Cabeza

Embriodn vista lateral con desplazamiento incorrecto
del otolito en region posterior de cabeza. Edema de
saco vitelino en region frontal.

DPCQ

5.00%

72

ESV, Cabeza Cauda

Embridn vista latero-posterior Formacion incompleta
de cabeza, ausencia de ojo. Edema de saco vitelino
hacia superior con depresiones hacia la regidn caudal.
Regidn caudal unida a saco vitelino Retraso de 24hrs
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]

Estacion
(Dilucidn)
Etapa (hpf)
Malformacion

Descripcion

1D 100.96.1,
100.96.2

DPCQ 7.00%

Estacion
(Dilucidn)
Etapa (hpf)
Malformacion

Descripcion

ID 219.72

DPCQ 10.00%

Estacion
(Dilucidn)
Etapa (hpf)
Malformacion

Descripcion

ID 233.24

DPCQ
5.00%

72

ESV, Cauda

Embriodn vista lateral con alargamiento y edema de
saco vitelino en la regién superior, edema de
pericardio, proximo al edema de saco. Extensién no
lineal de cauda (linea punteada). Retraso de 24hrs.

DPCQ
7.00%
72
ESV

Embriodn vista ventral con edema y alargamiento de
saco vitelino. Extension no lineal de cauda (linea
blanca)

DPCQ

10.00%

24

Cabeza, Somitas

Embriodn vista lateral con ausencia de ojo, otolito.
Somitas asimétricas. Retraso de 8hrs

10| Pagina



Estacion DPCQ
(Dilucidn) 10%

Etapa (hpf) 72
Malformaciéon  Cabeza, Cauda

Descripcion Embriodn vista lateral con malformacion de cabeza
ausencia de ojos y protuberancia en regién superior
media de cabeza. Edema de saco vitelino hacia caudal.
Extension no lineal de regidn dorsal.

by - R — ID 228.72
Descarga PEMEX Villa Alta (DPVA)
DPVA 0.20%
Estacion DPVA
(Dilucién) 0.20%
Etapa (hpf) 72

Malformacion  ESV

Descripcion Embridn vista lateral con edema de saco vitelino en la
parte superior del saco y hacia frontal, con edema de
pericardio, regién inferior del saco vitelino separada.

ID 399.72

DPVA 1.00%
Estacion DPVA
(Dilucidn) 1.00%
Etapa (hpf) 48

Malformacion  ESV

Descripcion Embrion vista lateral con edema de saco vitelino en la
parte superior del saco y hacia frontal.

ID 378.48
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DPVA 2.00%

Estacion
(Dilucidn)
Etapa (hpf)
Malformacion

Descripcion

ID 380.72

Estacion
(Dilucidn)
Etapa (hpf)
Malformacién

Descripcion

ID 386.72

DPVA 20.00%

Estacion
(Dilucidn)
Etapa (hpf)
Malformacién

Descripcion

ID 391.24

DPVA

2.00%

72

ESV, Cabeza y Cauda

Embridn vista lateral con edema de saco vitelino en la
parte superior del saco. Protuberancia en cabeza hacia
frontal. Cauda con terminacién en forma de mufion.
Retraso de 24hrs.

DPVA

2.00%

72

ESV, Cabeza y Cauda

Embridn vista posterior, con edema de saco vitelino,
presencia de masa celular anexa de lado derecho.
Cabeza con protuberancia hacia frontal, con pérdida
de simetria. Region caudal con terminaciones anexas
filamentosas.

DPVA

20.00%

24

Somitas, Cabeza y Cauda

Embridn vista ventral con ausencia de cabeza, somitas

y cauda Retraso de 20hrs. Arresto embrionario en
etapa de “2-cell” hasta las 72 hpf (Kimmell, 1995)
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Estacion DPVA
(Dilucidn) 20.00%
Etapa (hpf) 96
Malformacién  ESV

Descripcion Embrion vista lateral con edema de saco vitelino hacia
ventral con edema de pericardio.

ID 397.96

Villa Alta

Villa Alta 0.20%

Estacion Villa Alta
(Dilucidn) 0.20%
Etapa (hpf) 24

Malformacion  ESV, Cabeza, Cauda

Embridn vista lateral con edema de saco vitelino hacia

Descripcion dorsal superior. Cabeza con protuberancia hacia
posterior. Ausencia de otolito y protuberancia en la
regidn posterior de la cabeza. En la parte superior
cercano al corazén. Regidn caudal no separada del
saco vitelino. Retraso en el desarrollo de 5hrs.

ID 86.24

Estacion Villa Alta
(Dilucidn) 0.20%
Etapa (hpf) 24

Malformacion  ESV, Cabeza, Cauda

Descripcion Embrion vista lateral con edema de saco vitelino hacia
cabeza. Ausencia de ojo y otolito, depresidn hacia
posterior en cabeza. Regidn caudal no separada del
saco vitelino. Retraso en el desarrollo de 5hrs

1D 90.24
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Estacion
(Dilucidn)
Etapa (hpf)
Malformacion

Descripcion

ID 84.48

Estacion
(Dilucidn)
Etapa (hpf)
Malformacion

Descripcion

ID 85.48

Villa Alta 10.00%

Estacion
(Dilucidn)
Etapa (hpf)
Malformacion

Descripcion

ID 38.24

Villa Alta
0.20%

48

ESV, Cabeza

Embridn vista lateral con formacidn incorrecta de
otolito.

Villa Alta
0.20%

48

ESV, Cauda

Embridn vista lateral con edema de saco vitelino en la
parte superior frontal cercana al corazén. Regién
caudal con formacién incompleta y presencia de
apéndice en la region terminal.

Villa Alta

10.00%

24

Retraso en el desarrollo

Embridn vista ventral con retraso en el desarrollo

embrionario. Ausencia de somitas, cabeza, cauda a las
24hpf
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Estacion Villa Alta

(Dilucidn) 10.00%

Etapa (hpf) 24

Malformacién  ESV, Somitas, Cabeza, Cauda

Descripcién Embridn vista lateral con edema de saco vitelino hacia
regién dorsal. Somitas asimétricas hacia la region
caudal. Cauda no separada del saco vitelino. Retraso
en el desarrollo de 12hrs

ID 42.24

Estacion Villa Alta
(Dilucidn) 10.00%
Etapa (hpf) 72

Malformacion  ESV, Cauda

Descripcién Embrién vista ventral con edema de saco vitelino
lateral derecho, edema de pericardio.
Ensanchamiento de regién caudal con terminacién de
regién caudal filamentosa. Retraso de 24hrs.

(0)
ID 45.72
Tepetitla de Lardizabal

Tepetilta 1.00%

Estacion Tepetitla
(Dilucidn) 1.00%
Etapa (hpf) 48

Malformacion  Somitas, Cabeza, Cauda
Descripcion Embridn vista lateral con ausencia de ojo, otolito y

somitas. Region caudal unida al saco vitelino. Retraso
de 33hrs, con arresto embrionario hasta las 72hpf.

ID 336.48
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Tepetilta 2.00%

Estacion Tepetitla
(Dilucidn) 2.00%
Etapa (hpf) 24

Malformaciéon  Somitas, Cabeza, Cauda

Descripcion Embridn vista ventral con ausencia de cabeza, somitas
y cauda. Retraso de 15hrs.

ID 353.24

Estacion Tepetitla
(Dilucidn) 2.00%
Etapa (hpf) 48

Malformacion  Somitas, Cabeza, Cauda

Descripcion Embridn vista ventral con ausencia de cabeza, somitas
y cauda. Retraso de 39hrs.

ID 353.48

Tepetilta 4.00%
Estacion Tepetitla
(Dilucidn) 4.00%
Etapa (hpf) 48

Malformacion  Somitas, Cabeza, Cauda

Descripcion Embridn vista lateral con desplazamiento de ojo
izquierdo hacia posterior. Desplazamiento de somitas
hacia caudal de la zona dorsal media. Region caudal
con ensanchamiento en la zona media de la cauda.
Retraso de 24hrs

ID 336.48
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Estacion
(Dilucidn)
Etapa (hpf)
Malformacion

Descripcion

ID 339.48

Estacion
(Dilucidn)
Etapa (hpf)
Malformacion

Descripcion

ID 336.72

Estacion
(Dilucidn)
Etapa (hpf)
Malformacion

Descripcion

ID 338.72

Tepetitla
4.00%

48

ESV, Cauda

Embridn vista lateral con edema de saco vitelino hacia
corazén y edema de pericardio. Regidn caudal en
forma de mufion

Tepetitla
4.00%
72

ESV

Vista superior lateral de embrién con edema de saco
vitelino hacia corazén y edema de pericardio

Tepetitla
4.00%

72

ESV, Cauda

Embridn vista ventral con edema de saco vitelino

hacia corazén. Ensanchamiento de regién caudal en la
regién media, extension no lineal de regién caudal.
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Tepetilta 10.00%

Estacion Tepetitla
(Dilucidn) 10.00%
Etapa (hpf) 72

Malformaciéon  ESV, Cabeza, Cauda

Descripcion Embridn vista lateral con ausencia de ojo y otolito,
Regidn caudal con ensanchamiento en la zona media
de la cauda. Retraso de 24hrs

| ; — - ID 328.72
Xochiac 4.00%
Estacion Xochiac
(Dilucién) 4.00%
Etapa (hpf) 48

Malformaciéon  ESV, Cabeza, Cauda

Descripcion Embrion vista lateral con edema de saco vitelino hacia
posterior. Cabeza con ausencia de ojo y otolito. Region
caudal unida al saco vitelino con plegamiento
piramidal en regién media. Retraso de 12hrs

ID 137.48

Estacion Xochiac
(Dilucién) 4.00%
Etapa (hpf) 72

Malformacion  ESV

Descripcion Embriodn vista lateral con edema de saco vitelino
superior cercano a corazén, con pérdida de la
circunferencia del saco vitelino. Retraso de 24hrs

1D 134.72
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Estacion Xochiac
(Dilucién) 4.00%

Etapa (hpf) 120
Malformaciéon  Cabeza Cauda

Descripcion Embriodn vista latero-posterior, se observa
malformacion de cabeza con masas circulares hacia
posterior. Regidn caudal sin extension lineal y masa
anexa en la regién media de la cuada. Retraso de
24hrs.

1D 131.120

San Rafael Tenaycac

San Rafael Tenaycac 4.00%

Estacion San Rafael
(Dilucién) 4.00%
Etapa (hpf) 72

Malformacion  ESV

Descripcion Embrion vista lateral con edema de saco vitelino en la
region parte superior proxima al corazén.

ID 184.72

Estacion San Rafael
(Dilucidn) 1%

Etapa (hpf) 96

Malformaciéon  Cauda

Descripcion Vista lateral inferior de embridn con extension no
lineal de la regién caudal (linea Blanca)

ID 186.96
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San Rafael Tenaycac 10.00%

Estacion San Rafael
(Dilucién) 10.00%
Etapa (hpf) 96

Malformaciéon  ESV, Cabeza

Descripcion Embridn vista lateral con alargamiento de saco
vitelino, vejiga natatoria con tamafio aumentando
Protuberancias en boca y ojo con pérdida de la
circunferencia.

10x

ID 157.96
San Rafael Tenanyecac 20.00%

Estacion San Rafael
(Dilucién) 20.00%
Etapa (hpf) 48

Malformaciéon  Cabeza, Cauda

Descripcion Embridn vista lateral con migracion incompleta de
otolito en regidn posterior de cabeza. Regidn caudal
terminal en forma de mufion.

ID 155.48
Confluencia de rios Atoyac y Xochiac
Confluencia 4.00%
Estacion Confluencia
(Dilucién) 4.00%
Etapa (hpf) 24

Malformacion  Somitas, Cabeza, Cauda

Descripcion Embriodn vista lateral con ausencia de ojo, otolito
somitas Regidn caudal unida al saco vitelino. Retraso
de 5hrs.

ID 192.24
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Estacion
(Dilucidn)
Etapa (hpf)
Malformacion

Descripcion

ID 200.48

Estacion
(Dilucidn)
Etapa (hpf)
Malformacion

Descripcion

ID 173.72

Estacion
(Dilucidn)
Etapa (hpf)
Malformacion

Descripcion

ID 182.72

Confluencia

4.00%

48

ESV, Cabeza, Cauda

Embriodn vista lateral con edema de saco vitelino hacia
dorsal. Regién caudal con presencia de células anexas
hacia la region terminal. Retraso de 3hrs.

Confluencia
4.00%

72

ESV

Embriodn vista lateral con edema de saco vitelino en la
regién superior hacia corazén, edema de pericardio.

Confluencia 10.00%

Confluencia
10.00%

72

Cabeza

Embridn vista ventral con depresion de en la regidn
inferior de cabeza del lado izquierdo.
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