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. RESUMEN GENERAL
Uno de los grupos mas representativos del Centro de México es la subfamilia

Goodeinae, cuyas especies se encuentran amenazadas debido a multiples
impactos de origen humano, incluyendo la contaminacién de los cuerpos de agua
por nitrdgeno de nitrato (N-NO3). Los efectos de del N-NOs sobre las especies de la
subfamilia Goodeinae son poco conocidos. El presente estudio evalud: 1) el efecto
de la exposicion aguda al N-NOs durante 96 horas en crias de cuatro especies de
goodeinos: Skiffia lermae, Xenotoca variata, Goodea atripinnis y Alloophorus
robustus; y 2) el efecto de la exposicidn crénica a concentraciones ecoldogicamente
relevantes de N-NOs (5, 10 y 20 mg/L) durante 60 dias en machos y hembras en
etapa pre-reproductiva de la especie mas sensible identificada en el primer
experimento. El primer estudio incluyé el analisis de: a) la tasa de supervivencia; b)
la concentracién letal media (CLso); c) la distribucién de los organismos en la
columna de agua; d) las alteraciones histopatoldgicas en las branquias y el higado
de los organismos; y e) el indice de respuesta integrada de biomarcadores (IBR).
En el segundo estudio se analizaron: a) la tasa de supervivencia; b) la conducta de
alimentacion; c) la distribucién de los organismos en la columna de agua; d) la tasa
de crecimiento; e) el recuento de células sanguineas; y, f) las alteraciones
histopatoldgicas en las branquias, el higado y las gbnadas de los organismos. De
acuerdo con la tasa de supervivencia y la CLso, S. lermae y X. variata fueron las
especies mas sensibles y presentaron mayores alteraciones conductuales a
concentraciones menores de N-NOsz durante la exposicion aguda. Skiffia lermae
presentd las mayores alteraciones histopatologicas en las branquias, mientras X.
variata y A. robustus presentaron las mayores alteraciones hepaticas. El IBR mostro
que la especie mas sensible fue S. lermae (IBR = 2.208) y la menos sensible fue G.
atripinnis (IBR = 0.977). En el segundo estudio se observd una tasa de
supervivencia del 36 % y un menor consumo de alimento en peces de S. lermae
expuestos a concentraciones de 20 mg/L de N-NOs. La exposicibn a
concentraciones de 5, 10 y 20 mg/L incremento la frecuencia de organismos que se
distribuyen en la superficie de la columna de agua (respiracion superficial acuatica).

En el crecimiento y en el recuento de células sanguineas no se observaron



diferencias significativas. Los machos y las hembras expuestos a 5, 10 y 20 mg/L
de N-NO3z presentaron menor proporcion de epitelio respiratorio disponible para
realizar el intercambio gaseoso y mayor dafio hepatico comparado con los
organismos control. Las hembras presentaron una respuesta mas marcada en
branquias e higado comparado con los machos, por lo que se analizaron sus
ovarios. Las hembras expuestas a 10 y 20 mg/L de N-NOs presentaron menor
densidad de ovocitos en etapa gonadal lll, lo que sugiere una disminucién en su
fertilidad. Los resultados obtenidos muestran que concentraciones ecoldgicamente
relevantes de N-NOs causan alteraciones fisiologicas en S. lermae que ponen en
riesgo su supervivencia a largo plazo. Adicionalmente, los resultados obtenidos
presentan evidencia que los limites permisibles para consumo humano y para
descargas en cuerpos de agua se encuentran muy por encima de los limites

fisiologicos de especies endémicas que habitan los cuerpos de agua.

Palabras clave: Subfamilia Goodeinae, CLso, histologia gonadal, toxicidad aguda y

toxicidad crénica.



. ABSTRACT
The Mexican Goodeids of the Goodeinae subfamily are one of the most

representative groups of fishes from Central Mexico. However, these endemic
species are threatened due to multiple impacts of human origin, including the
contamination of water bodies by nitrate nitrogen (NO3-N). Nevertheless, the toxicity
of N-NOs over species of the Goodeinae subfamily has not been documented. The
present study evaluated: 1) the effect of acute exposure to NO3z-N for 96 hours in
frys of four Goodeinae species: Skiffia lermae, Xeotoca variata, Goodea atripinnis,
and Alloophorus robustus; and 2) the effect of chronic exposure to ecologically
relevant concentrations of NOs-N (5, 10 and 20 mg/L) for 60 days in pre-reproductive
males and females of the most sensitive species determined in the first evaluation.
The first study included the analysis of: a) the survival rate; b) the median lethal
concentration (LC50); c) the distribution of organisms in the water column; d)
histopathological alterations in the gills and liver of the organisms and e) the
integrated biomarker response rate (IBR). The second study analyzed: a) the
survival rate, b) feeding behavior; c) the distribution of organisms in the water
columna; d) growth rate, e) blood cell count; and f) histopathologic changes in the
gills, liver, and gonads of the organisms. The results of survival rate and LC50,
indicate that S. lermae and X. variata were the most sensitive species and exhibited
greater behavioral disturbances at lower NOsz-N concentrations during acute
exposure. Skiffia lermae presented the greatest histopathological alterations in the
gills, while X. variata and A. robustus presented the greatest liver alterations. The
IBR showed that the most sensitive species was S. lermae (IBR = 2.208) and the
most tolerant was G. atripinnis (IBR = 0.977). For the second evaluation, a survival
rate of 36 % was observed with concentrations of 20 mg NO3z-N/L and the organisms
that are exposed to that same concentration have lower food consumption. Exposure
to concentrations of 5, 10 and 20 mg NO3z-N/L causes a significant increase in the
number of organisms distributed in the water column. In growth and in the blood cell
count, no significant differences were observed between organisms at different NO3-
N exposure concentrations. Males and females exposed to 5, 10 and 20 mg NOs-
N/L presented a lower proportion of respiratory epithelium available for gas



exchange and greater liver damage compared to control organisms. Females
presented a more marked response in gills and livers compared to males, so
females’ ovaries were analyzed. Females exposed to 10 and 20 mg NOs-N/L had
lower gonadal stage Ill oocyte density, suggesting decreased fertility. The results
obtained show that ecologically relevant concentrations of NO3-N cause
physiological alterations in S. lermae that put their long-term survival at risk.
Additionally, the results obtained present evidence that the permissible limits for
human consumption and for discharges into bodies of water are well above the

physiological limits of endemic species that inhabit the bodies of water.

Keywords: Subfamily Goodeinae, LCso, gonadal histopathology, acute toxicity, and

chronic toxicity.



lIl. INTRODUCCION GENERAL

La subfamilia Goodeinae es considerada uno de los grupos mas representativos de
la Mesa Central de México y sus especies estan restringidas a esta region.
(Dominguez-Dominguez et al., 2008; Lyons et al., 2019). La severa explotacion de
los recursos naturales de la Mesa Central de México por la actividad agricola,
ganadera e industrial han provocado que la mayoria de los cuerpos de agua donde
se distribuye la subfamilia Goodeinae estén contaminados (De la Vega-Salazar et
al., 2003; De la Vega-Salazar y Macias-Garcia, 2005; Dominguez-Dominguez et al.,
2008; Ramirez-Herrejon et al., 2012).

La contaminacion es una de las mayores amenazas para el mantenimiento de los
ecosistemas de agua dulce. Es una de las causas que ha provocado que las
especies de goodeinos hayan restringido sus areas de distribuciéon o incluso
desaparecido durante los ultimos 20 afios, en tanto que algunas especies persisten
en cuerpos de agua con altos niveles de contaminacion (De la Vega-Salazar, 2005;
Lyons et al., 2019). Segun la NOM-059-SEMARNAT-2010, de las aproximadamente
41 especies de goodeinos, 18 estan en peligro de extincion, cuatro amenazadas y
una probablemente extinta. De acuerdo con la Union Internacional para la
Conservacién de la Naturaleza (IUCN, 2023) 13 especies estan en peligro critico,
14 en peligro, seis vulnerables, dos extintas en estado silvestre y una extinta. Lyons
et al. (2019) reportan que ocho se encuentran en peligro critico, 15 en peligro, nueve
vulnerables, tres extintas en la naturaleza y dos extintas.

Entre los contaminantes persistentes en los ecosistemas de agua dulce se reporta
al nitrégeno (Kumar-Pathak, 2013). El nitrégeno tiene un papel fundamental en el
desarrollo y crecimiento de los organismos vegetales. Sin embargo, en exceso y la
presencia de sus formas idnicas mas comunes: el amonio, el nitrito y el nitrato,
incrementan los problemas ambientales. Por ejemplo, el aumento de la
concentracion de iones hidrogeno, que da como resultado la acidificacion de rios y
lagos; y la estimulacion en el desarrollo, mantenimiento y proliferacion de
productores primarios, lo que da como resultado la eutrofizacién de los cuerpos de

agua y proliferacion de algas téxicas. Ademas, sus formas i6nicas producen



toxicidad que afecta la capacidad de los organismos acuaticos para sobrevivir,
crecer y reproducirse (Camargo y Alonso, 2006).

Las investigaciones se han centrado en la toxicidad del amoniaco y el nitrito (Cano-
Rocabayera et al.,, 2019). Debido a esto, hay poca informacién disponible con
respecto a las concentraciones del ion nitrato, que es la forma mas estable y
abundante de nitrégeno (Camargo y Alonso, 2006; Gomez Isaza et al., 2020). La
participacion del nitrato en la supervivencia a largo plazo de las especies de peces
ha sido desestimada, debido a que normalmente no alcanza concentraciones letales
en ambientes naturales. Sin embargo, algunas investigaciones sugieren que las
concentraciones que podemos encontrar en los ecosistemas de agua dulce pueden
generar efectos toxicos en los organismos (Edwards y Guillette, 2007).

A pesar de lo anterior, no se ha evaluado el potencial efecto toxico del nitrato sobre
las especies endémicas de la subfamilia Goodeinae. Esta evaluacion es vital para
comprender, proteger y elaborar modelos y/o predicciones de las especies
endémicas de la subfamilia Goodeinae, al implementar estrategias de conservacion
gue garanticen una buena calidad del agua y su supervivencia. Ademas, esta
informacién es de utilidad para mantener en Optimas condiciones los cultivos de
estos organismos bajo condiciones controladas.

3.1.- La subfamilia Goodeinae

Los peces de la subfamilia Goodeinae son reconocidos debido a sus caracteristicas
biolégicas particulares: 1) presentan fertilizacion interna, los machos tienen una
modificacion en la aleta anal en forma de I6bulo copulatorio (llamado
espermatopodio) cuya funcién es la transferencia del paguete espermatico al interior
de la hembra; 2) presentan dimorfismo sexual en formas y coloraciones en algunas
de las especies, asi como un elaborado cortejo (Dominguez-Dominguez y Pérez
Ponce de Ledn, 2007); 3) presentan matrotrofia, para lo cual los embriones
desarrollan una estructura especializada para obtener nutrientes y macromoléculas
(lipidos y proteinas) y para el intercambio gaseoso con la madre. En los goodeinos
este intercambio se lleva a cabo por medio de una estructura especializada
conocida como trofotenia, la cual se forma una vez que el embrion es expulsado

hacia el lumen del ovario, donde completa su desarrollo (Dominguez-Dominguez y



Pérez Ponce de Ledn, 2007). La trofotenia se identifica como un tejido en la parte
ventral de la cria, a la altura del ano, que puede adquirir diferentes formas y tiene
las funciones analogas del corddén umbilical (Parenti, 1981).

La subfamilia se distribuye desde la cuenca de los rios Mezquital y Salado en el
norte, hasta el rio Balsas por la vertiente del Pacifico y al rio Panuco por el Golfo de
México, abarcando los estados de Durango, Zacatecas, Nayarit, San Luis Potosi,
Jalisco, Colima, Guanajuato, Aguascalientes, Querétaro, Hidalgo, Tlaxcala, México,
Morelos, Michoacan, Puebla, Guerrero y Estado de México (Dominguez-Dominguez
y Pérez-Ponce de Ledn, 2007; Dominguez-Dominguez et al., 2008).

Los ecosistemas de agua dulce de México estan sujetos a un fuerte impacto por la
actividad antropogénica. Algunos de los factores que contribuyen a su deterioro son:
la contaminacion de las aguas, la disminucion de los mantos acuiferos, la
deforestacion de las cuencas, la desecacion intencional de cuerpos de agua, la
introduccidon de especies exoticas, sus parasitos, y la sobreexplotacién pesquera
(Dominguez-Dominguez et al., 2008; Ramirez-Herrejon et al., 2012).

3.2.- La problematica ambiental del nitrégeno

La contaminacién acuatica es causada por la adicién de cualquier sustancia liquida,
gaseosa 0 sOlida al agua que puede alterar su composicion quimica, fisica y
bioldgica, de tal forma que produzca dafio a los organismos residentes (Tejerina-
Garro et al.,, 2005; Bukola et al.,, 2015). Entre los contaminantes del agua se
encuentra el nitrégeno inorganico (Kumar-Pathak, 2013), el cual puede presentarse
de manera natural como resultado de la deposicion atmosférica, la escorrentia de
las aguas superficiales y subterraneas, la descomposicion de depdsitos geoldgicos
ricos en nitrdgeno, la fijacién del nitrégeno por cianobacterias y la degradacién
biologica de la materia organica (Camargo et al., 2005; Camargo y Alonso, 2006;
Baker et al., 2017). Ademas de las fuentes naturales, el nitrégeno inorganico puede
entrar a los ecosistemas de agua dulce a través de fuentes puntuales, como son los
residuos y vertidos de granjas de animales, piscifactorias continentales, centros de
acuicultura marina, vertidos industriales y municipales sin un tratamiento adecuado
y procesos de escorrentia e infiltracion en basureros (Camargo y Alonso, 2007). Al

mismo tiempo, el nitrégeno puede provenir de fuentes no puntuales, que involucran



procesos de escorrentia e infiltracion en campos de cultivo, procesos de escorrentia
e infiltracion en praderas y bosques guemados, emisiones a la atmosfera
provenientes del uso de combustibles fésiles y fertilizantes y la posterior deposicion
atmosférica sobre las aguas superficiales (Kellock et al., 2018). El nitrdgeno puede
aparecer en forma de amoniaco o ion amonio, en forma de nitritos y finalmente en
nitratos, que es la forma mas usual y estable (Baker et al., 2017). Los nitratos se
consideran menos téxicos que el amonio y los nitritos, debido a su estado de
oxidacion y a su baja permeabilidad branquial. Sin embargo, la concentracion de
nitrato es generalmente mas alta que la del amoniaco y el nitrito, debido al proceso
de oxidacion del amoniaco a nitrito y de nitrito a nitrato como producto final de la
nitrificacion, y las concentraciones excesivas de nitrato conducen a toxicidad e
incluso a la muerte de los organismos acuaticos (Kim et al., 2019). La toxicidad de
un compuesto describe el grado en el cual una sustancia produce efectos
perjudiciales sobre un ser vivo, al entrar en contacto con ella (por absorcion o
ingestion).

3.3.- Contaminacidn por nitratos en los ecosistemas del Centro de México

La contaminacion afecta aproximadamente al 80 % de las cuencas hidrologicas de
México en diversos grados; los casos mas extremos son el Panuco, Lerma-
Santiago, los rios San Juan y Balsas, que reciben el 50 % del total de vertidos de
aguas residuales del pais (Lyons et al., 2020). Sin embargo, el rio Lerma es uno de
los méas importantes para la diversidad ictica del pais, alberga el mayor nimero de
especies de goodeinos y tiene una de las mayores tasas de endemismo de peces,
gue alcanza el 66 % (Dominguez-Dominguez y Pérez Ponce de Ledn, 2007).
Estudios de calidad del agua realizados en el cauce del rio Lerma en abril del 2015,
registraron concentraciones de nitrogeno de nitrato (N-NO3) desde 2 hasta 9 mg/L
en el curso medio y bajo del rio Lerma. Mientras que, en el curso alto del rio Lerma
se registraron concentraciones desde 3 a 30 mg/L de N-NOsz (Pérez-Diaz et al.,
2019). Las aguas residuales transportadas por el rio Lerma desembocan en el Lago
de Chapala. De acuerdo con Trujillo-Cardenas et al. (2010) se registraron

concentraciones desde 1.51 a 4.58 mg/L de N-NOsz en muestras de agua que se



recolectaron durante la estacion seca (marzo y abril) del 2006, en 9 sitios diferentes
ubicados a lo largo del lago de Chapala.

En diferentes estudios se ha comprobado que la concentracion de N-NOsz es
variable entre diferentes cuerpos de agua y a lo largo del afio: en el lago de Yuriria
se registraron concentraciones desde 1.7 a 3.9 mg/L de N-NOz en muestras de agua
que se recolectaron en febrero y mayo del 2010 en 15 sitios dentro del lago (Espinal-
Carreon et al., 2013). En el lago de Cuitzeo se registraron concentraciones desde
0.1 a 1.6 mg/L de N-NOs en muestras de agua que se recolectaron en 12 sitios
dentro del lago, en el mes de noviembre del 2006 (Alfaro, 2010). En el lago de
Zacapu se registraron concentraciones desde 0.055 a 1.0 mg/L de N-NOs en
muestras de agua que se recolectaron en cinco sitios dentro del lago, en los meses
de junio del 2016 a febrero del 2017 (Quezadas-Vivian, 2018). Por ultimo, en el
manantial La Mintzita se registraron concentraciones desde 0.04 a 0.38 mg/L de N-
NOs en muestras de agua que se recolectaron en cuatro sitios dentro del manantial,
en las cuatro temporadas del afio 2002 (Ortega-Murillo et al., 2007).

3.4.- Efectos causados por la exposicion al nitrato en peces

El incremento de los nitratos en los ecosistemas de agua dulce es de importancia
actual debido a los efectos negativos sobre los organismos y la degradacion del
recurso agua como resultado de las actividades humanas (Simonyan et al., 2016;
Pottinger, 2017; Gomez Isaza et al., 2020). Comprender los impactos de los
contaminantes ambientales para poder proteger a las poblaciones bioldgicas,
comunidades y a los ecosistemas es el fundamento de la ecotoxicologia (Blaha y
Hofman, 2020). La toxicologia ambiental investiga los efectos de los contaminantes
en organismos individuales, érganos, tejidos, tipos de células y reacciones
bioquimicas (Tolleson, 2018).

La ecotoxicologia y la toxicologia ambiental se basan en pruebas de toxicidad. La
prueba aguda es aquélla en la cual los organismos estan expuestos a un toxico
durante un periodo de tiempo corto (horas o dias, nhormalmente 96 horas). Esta
prueba también es conocida como concentracion letal 50 (CLsp) y se ha utilizado
para generar la informacién base que ha permitido establecer normativas de calidad

del agua. La CLso determina la concentracion de un contaminante que provoca el 50



% de la mortalidad de los organismos de prueba. En las pruebas cronicas los
organismos estan expuestos a un toxico durante periodos largos de tiempo,
generalmente una décima parte o mas del ciclo de vida de los organismos. Las
pruebas en las que se utilizan concentraciones de un téxico menores de las que
provocan mortalidad se conocen como pruebas subletales. Las pruebas subletales
y cronicas reflejan mejor lo que ocurre en los ecosistemas de agua dulce, debido a
gue se utilizan concentraciones cercanas a las encontradas en el ambiente y
evallan los efectos toxicos sobre la salud, el crecimiento y la reproduccion de los
organismos (Sprague, 1990).

Las pruebas de toxicidad emplean biomarcadores como herramientas para evaluar
los efectos de los contaminantes en los organismos y para establecer estrategias
de conservacién para las especies mas afectadas (Tejeda-Vera et al., 2007; Kroon
et al., 2017; Blaha y Hofman, 2020). Los biomarcadores se obtienen de mediciones
en fluidos corporales, células o tejidos que indican modificaciones o alteraciones
morfolégicas, moleculares, bioquimicas, fisiolégicas y de comportamiento (Van der
Oost et al., 2003). El empleo de estos biomarcadores puede proporcionar una
respuesta rapida para evaluar fases tempranas de efectos de los nitratos sobre
peces y de esta manera pueden ser exitosamente integrados en programas de
conservacion y manejo de especies icticas.

3.4.1.- Absorciodn del nitrato en los peces

La principal ruta de absorcién del nitrato en el cuerpo de los peces son las branquias.
La absorcion por este 6rgano se considera pasiva, debido a la baja permeabilidad.
La teoria de la absorcion pasiva y la baja permeabilidad branquial se han utilizado
como explicacion de la baja afinidad del nitrato para causar toxicidad en
comparacion con otros compuestos nitrogenados (Davidson et al., 2014).

El tracto gastrointestinal se considera una ruta alternativa; una vez que el nitrato es
ingerido, las bacterias del tracto oral y digestivo reducen el nitrato a nitrito (Monsees
et al., 2017).

Los efectos causados por la exposicion al nitrato en peces son dependientes

principalmente de la concentracién de exposicion y de la sensibilidad de la especie.
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La mayoria de los efectos siguientes se han observado en peces cuando se
exponen a concentraciones elevadas de nitrato.

3.4.2.- Efectos anatémicos

Se han identificado cambios en la estructura de las branquias: hiperplasia de las
células epiteliales, edema, hiperemia, hemorragias y necrosis de células epiteliales
(Pereira et al., 2017; Torno et al., 2018).

El tracto gastrointestinal, al estar en contacto con altas concentraciones de nitrato,
presenta atrofia de las vellosidades intestinales y por consiguiente una absorcion
deficiente de nutrientes. Estas alteraciones explican algunos de los
comportamientos de los organismos como la emaciacion y el letargo (Pereira et al.,
2017).

Los niveles elevados de nitrato pueden afectar el higado, que es el sitio primario
para los procesos de desintoxicacion (Kellock et al., 2018). Los estudios
histopatolégicos muestran cambios en la vacuolizacion de hepatocitos, hipertrofia y
necrosis (Pereira et al., 2017).

Los rifiones presentan una serie de cambios histopatolégicos inducidos por las
elevadas concentraciones de nitrato: degeneracion de los glomérulos, aumento del
espacio de Browman, de la luz tubular, edema, hiperemia, hemorragia,
mineralizacion de tubulos y nefrocalcinosis o fibrosis renal intersticial (Pereira et al.,
2017; Torno et al., 2018).

3.4.3.- Efectos fisiolégicos

El principal mecanismo de toxicidad de los nitratos es la alteracion en la capacidad
de transporte de oxigeno en la sangre, debido a que el ion ferroso de la hemoglobina
es oxidado por el nitrato y lo convierte en ién férrico, lo que transforma a la
hemoglobina en formas incapaces de transportar oxigeno (p.ej., metahemoglobina.
Yang et al.,, 2019). Este fendmeno conduce a una disminucion en la tasa de
consumo de oxigeno (Tilak et al., 2007) y provoca alteraciones conductuales como:
letargo, disminucion de la velocidad de natacion y frecuentes periodos de descanso
(Monsees et al., 2017). Ademas, se puede presentar una disminucion en el tamafio
de los organismos, en tanto la energia necesaria para el crecimiento se desvia y se

invierte preferentemente hacia la desintoxicacibn y la conversion de
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metahemoglobina a hemoglobina por la enzima NADH-metahemoglobina reductasa
dependiente de energia (Gomez lIsaza et al., 2020). También, el nitrato puede
interferir con el equilibrio id6nico e inducir un desequilibrio entre la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y enzimas antioxidantes, capaz de producir
dafio a los lipidos, proteinas y &acidos nucleicos. Las enzimas antioxidantes SOD y
CAT proporcionan la primera linea de defensa celular para las ROS (Kim et al.,
2019).

3.4.4.- Efectos endocrinos

El nitrato es considerado un disruptor endocrino (Cano-Rocabayera et al., 2019).
Las hormonas tiroideas son las Unicas hormonas que contienen yodo en los
vertebrados. Se sabe que el nitrato actia como un inhibidor competitivo de la
acumulacion de yoduro en la tiroides al unirse al cotransportador de yoduro de sodio
y evitar la respuesta biologica normal. De esta forma, se produce una reduccion en
las hormonas tiroideas y por consiguiente una disminucién en las tasas de
crecimiento de los organismos (Baker et al., 2017; Monsees et al., 2017).

Ademas, el nitrato causa o se asocia con una reduccion en los niveles de hormonas
esteroideas, tasas de fertilizacion y calidad del semen, lo que sugiere un efecto
negativo sobre la funcion reproductiva (Edwards y Guillette, 2007; Edwards y
Hamlin, 2018). Edwards y Guillette (2007) observaron que un aumento del nitrogeno
de nitrato de hasta 5 mg/L, se asocia negativamente con el total de recuentos de
espermatozoides en Gambusia holbrooki.

La induccion de la sintesis de vitelogenina masculina es una respuesta provocada
por una sefial en la hormona estradiol, que puede ser debida a la exposicion de los
organismos a productos quimicos con actividades estrogénicas (Bjerregaard et al.,
2018).

3.5.- Planteamiento del problema

Los nitratos se encuentran de manera natural en los ecosistemas de agua dulce, su
concentracion en aguas superficiales normalmente es baja (<0.015 mg/L; Allan y
Castillo, 2007). No obstante, debido a las actividades humanas, pueden llegar a
alcanzar concentraciones elevadas, de hasta 100 mg/L, lo que los convierte en

sustancias toxicas (Camargo y Alonso, 2006). El potencial efecto téxico del nitrato
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sobre las especies endémicas de peces que habitan el Centro de México no ha sido
evaluado. La subfamilia Goodeinae esta restringida a las cuencas hidrologicas del
Centro de México, las cuales presentan diferentes niveles de perturbacion debido al
aporte de residuos municipales, industriales y de actividades agropecuarias
(Dominguez-Dominguez et al., 2008; Ramirez-Herrejon et al., 2012). En este
contexto, se plante¢ la siguiente pregunta general de investigacion: ¢ Cuales son los
efectos de la exposicion al nitrato en la supervivencia, la conducta, el crecimiento,
los parametros sanguineos y los marcadores histoldgicos de especies selectas de
la subfamilia Goodeinae? La escasa informacién publicada al respecto y la
inexistencia de estudios que establezcan el limite permisible de nitrato para la
supervivencia, crecimiento y reproduccién de las especies de goodeinos, hace
necesario profundizar en este campo, con la finalidad de lograr evidencia cientifica
para establecer limites de las concentraciones de nitratos seguras y de riesgo en

especies de la subfamilia Goodeinae.
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IV. PLANTEAMIENTO DE HIPOTESIS
HIPOTESIS GENERAL

e La exposicion a niveles toxicos de nitrato tiene efectos negativos en la
supervivencia, la conducta, el crecimiento, los parametros sanguineos y los

marcadores histologicos de especies selectas de la subfamilia Goodeinae.
HIPOTESIS PARTICULARES
Capitulo 1.

e La exposicion aguda a concentraciones letales de nitrato provoca una menor
supervivencia y mayores alteraciones conductuales e histoldgicas en las
especies de goodeinos mas susceptibles a las perturbaciones.

Capitulo 2.

e La exposicion crénica a concentraciones subletales de nitrato disminuye la
supervivencia, el crecimiento, el consumo de alimento, la proporcién de
epitelio respiratorio disponible para el intercambio gaseoso y los indicadores
reproductivos, ademas, provoca un incremento en el nimero de eritrocitos
inmaduros en sangre y en el indice de dafio hepatico en la especie Skiffia

lermae.
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V. OBJETIVOS
GENERAL

e Evaluar los efectos de la exposiciébn al nitrato en la supervivencia, la
conducta, el crecimiento, los parametros sanguineos y los marcadores
histoldgicos de especies selectas de la subfamilia Goodeinae

PARTICULARES

e Evaluar la sensibilidad diferencial en Skiffia lermae, Xenotoca variata,
Goodea atripinnis y Alloophorus robustus a la exposicion aguda a
concentraciones letales de nitrato.

e Evaluar el efecto de la exposicion cronica a concentraciones subletales de
nitrato en la supervivencia, la conducta, el crecimiento, los parametros
sanguineos y los marcadores histolégicos de machos y hembras de Skiffia

lermae, la especie mas sensible identificada en el primer objetivo.

Cada uno de los objetivos particulares fue abordado en un capitulo independiente
con la estructura de articulo. El primero sobre la sensibilidad diferencial ya publicado
y el segundo en revision. Ademas, como parte documental del desarrollo de la tesis
se elaboraron dos articulos de divulgacién ya publicados que se presentan como

ANexos.
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VI. RESULTADOS

CAPITULO I: Differential sensitivity of offspring from four species

of goodeine freshwater fish to acute exposure to nitrates.

Publicado en: Frontiers in Ecology and Evolution 10:1014814
DOI:10.3389/fev0.2022.1014814
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Nitrate-nitrogen (NOz-N) pollution related to anthropogenic activities is
increasing in freshwater ecosystems. Knowledge about NOz-N sensitivity
in freshwater wild fish is needed to understand the differential tolerance
between species. Goodeinae is a subfamily of 41 endemic fishes that inhabit
central Mexico, with 33 species in the IUCN red list and three extinct.
Distributional patterns suggest tolerant and sensitive goodeines related to
the conservation gradient of freshwater ecosystems. Four species with
a differential distribution and tolerance were selected to evaluate their
physiological responses to NOz-N. Fish were exposed to different NOz-N
concentrations for 96 h and the median lethal concentration (LCsg) was
determined. Swimming disorders plus gill and liver histopathological indexes
were estimated and incorporated into an Integrated Biomarker Response
(IBR) for each species. Skiffia lermae (LCsg = 474.332 mg/L) and Xenotoca
variata (LCs9 = 520.273 mg/L) were more sensitive than Goodea atripinnis
(LC50 = 953.049 mg/L) and Alloophorus robustus (LCsg = 1537.13 mg/L).
The typical histological damage produced by NaNOz-N exposure was fusion
of secondary lamellae in gills. This was present in all species and cellular
degeneration was observed at the highest concentrations. Secondary lamellae
aneurysms were only observed in G. atripinnis. Liver alterations included
vascular dilation in hepatic sinusoids, hyperemia and nuclear hypertrophy;
higher concentrations produced hepatocyte cytoplasmic vacuolation and
reduced frequency of cell nuclei. Behavioral and histopathological alterations
could explain the differential species sensitivity. The results suggest that
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species which preserve gill function and transfer the task of detoxification to
the liver might have the best chance of surviving in polluted environments.
Moreover, species previously considered as tolerant may be highly susceptible

to NaNOz-N exposure. Therefore, it is necessary to closely monitor NaNOz-N

concentrations in freshwater ecosystems and, if possible, reduce their levels
to avoid the loss of wild populations.

ecotoxicology, LC50 96 h, histopathological changes, swimming behavior, gill, liver

Introduction

One of the most representative fish groups in central Mexico
are the goodeines. The major diversification within this group
occurs in the Rio Lerma-Santiago basin, one of the most polluted
basins in the world (Dominguez-Dominguez et al., 2006, 2008;
Lyons et al, 2019). The Goodeinae subfamily is composed of
41 species from 19 genera (Dominguez-Dominguez et al., 2008;
Lyons et al, 2019). This group presents unique reproductive
characteristics such as internal fertilization, matrotrophy, and
viviparity (Iida et al,, 2019), and is considered one of the most
at-risk groups in the world (Duncan and Lockwood, 2001).
During the last decades, their populations have decreased related
to pollution and other anthropogenic activities (Lyons et al,
2019). According to the IUCN (2022), 13 species are critically
endangered, 14 endangered, six vulnerable, two extinct in the
wild, and one extinct. Most Goodeinae species are endemic
or micro-endemic to a single spring, portion of a river or
drainage, whereas others are widely distributed in the region
(Foster and Piller, 2018). These distributional patterns suggest
tolerant and sensitive goodeines related to the conservation
gradient of freshwater ecosystems (Rueda-Jasso et al, 2017;
Lyons et al., 2019). For example: Skiffia lermae and Alloophorus
robustus have been classified as endangered, sensitive, and
vulnerable species, respectively; since they only are found in
spring areas, lake shorelines and small tributaries (Miller et al,,
2009; Lyons et al., 2019). Xenotoca variata and Goodea atripinnis
are considered as least concern and tolerant species, because
some areas they inhabit are classified as highly polluted aquatic
environments (Dominguez-Dominguez et al., 2008; Rueda-Jasso
etal, 2017; Lyons et al., 2019).

Nitrates (NO3) constitute the most stable and abundant
form of dissolved inorganic nitrogen in aquatic ecosystems
(Galloway et al,, 2004). Although nitrate-nitrogen (NO3-N)
may be naturally present, they accumulate in the ecosystem
due to human activities such as livestock and agricultural use
of inorganic nitrogenous fertilizers. Municipal and industrial
wastewater effluents also increase nitrogenous compounds (Du
et al, 2019; Goeller et al,, 2019). Despite the abundance of
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NOs-N, their impact on fish welfare has been underestimated
since they are less toxic than other nitrogenous compounds (van
Bussel et al., 2012; Kim et al., 2019; Presa et al., 2022). However,
NO3-N negatively impact fish health (Camargo et al,, 2005;
Guillette and Edwards, 2005; McGurk et al., 2006; Gomez-Isaza
et al., 2018, 2020, 2021; Presa et al., 2022).

The standard sensitivity evaluation to acute toxicity
is the median lethal concentration (LCsg). This index is
usually complemented with other responses to increase the
understanding of physiological trade-offs under acute exposure
or predict the long-term permanence of fish in polluted
environments (Kim et al,, 2019; Dutra et al., 2020). Exposure
bioassays to NO3-N in fish revealed more sensitivity during
early life stages (Rueda-Jasso et al, 2017), likely due to
interference with biological processes such as body growth and
reproductive development or behavior (Yu et al, 2021). The
gills are the main route of NO3-N absorption (Pereira et al,
2017). Physiological responses to pollutants aim to maintain
gill activity preceding the loss of function related to the degree
of damage (Emam et al, 2022). Inside the body, NO3-N
causes physiological and behavioral alterations (Torno et al,
2018; Yang et al, 2019; Yu et al, 2021). The liver is the
detoxifying organ and its condition indicates environmental
quality (Corredor-Santamarfa et al, 2021; Tramunt et al,
20215 Santos et al,, 2022). Toxic pollutants cause functional
alterations of the gills and liver, such as gas exchange failure and
metabolic damage. These changes are associated with altered
swimming behavior, such as loss of balance, top or bottom
position in the water column and lethargy (Rodrigues et al,
2011; Schram et al, 2012; Pereira et al, 2017; Yang et al,
2019).

Given the conservation relevance of goodeines and based
on the premise that differential persistence in freshwater bodies
could be related to differential sensibility to environmental
pollutants, the main objective of this study was to evaluate NO3-
N sensitivity in offspring of S. lermae, X. variata, G. atripinnis,
and A. robustus. Differential sensitivity was evaluated by LCsg
values, histopathological indexes from the gills and liver, as well
as swimming behavior alterations under acute exposure (96 h).
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Integrated Biomarker Response (IBR) analysis was performed to
contrast their sensitivity.

Materials and methods

Ethical statements

Sampling and laboratory fish handling protocols were
reviewed and approved (SEMARNATSGPA/DGVS/00012/19,
PPF/DGOPA-014/20). The protocols also followed the Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals (1996). Toxicity was
evaluated with the Fish Acute Toxicity Test (OECD, 2019).

Field collection and fish maintenance

Gravid females of S. lermae (n = 25), X. variata (n = 20),
G. atripinnis (n = 7), and A. robustus (n = 5) were
collected from Zacapu Lake, central Mexico (19°49'26.88"N;
101°46/37.32”W), during years 2020 and 2021, using 2 mm
aluminum mesh minnow traps (Gee-minnow-traps® G-40,
USA). Gravid females were transported to the laboratory with
water from the collection site. Females were acclimatized for
15 days in 120 L aquariums (loading capacity: 6 L per fish), with
dechlorinated water and 7 mg/L of dissolved oxygen, at 22°C,
under a natural light photoperiod. They were fed two times
each day with Artemia sp. and commercial Wardley fish flakes
(Rueda-Jasso et al, 2017). On post-natal days 1-7, offspring
were separated from their mothers, fed and housed under the
same conditions previously described. Offspring remain in these
conditions until post-natal 21, when they were subjected to the
experiment (see below).

Water quality monitoring and solutions

Temperature, dissolved oxygen, pH, salinity, total dissolved
solids and electric conductivity were recorded every 24 h using
a multiparameter probe (YSI EXO2. Ohio, USA). The toxicity
assay solution was prepared with sodium nitrate (NaNO3, 97%,
Sigma-Aldrich) according to a stoichiometric calculation (Dutra
et al,, 2020). Concentrations of ammonium-nitrogen (NH4-N),
nitrite-nitrogen (NO,-N), and NO3-N were measured following
the methodologies described in the American Public Health
Association (American Public Health Association [APHA],
2017).

Toxicity test
Each fry was acclimatized for 7 days, weighted with

an analytical precision balance (OHAUS™ Adventurer
d = 0.0001 g, China), their length was measured using a digital

Frontiers in Ecology and Evolution

03

10.3389/fevo.2022.1014814

Vernier caliper (Thermo Fisher Scientific™ S/N 1366162,
USA) and then randomly assigned to a treatment. Three
replicates were used per treatment, with 10 fish in 10 L tanks
(loading capacity: 1 L per fish). A control group was included
for each species.

During NOs3-N exposure, survival was monitored at 0.5,
1, 2, 3,4,6,9, 12, 24, 36, 48, 72, and 96 h. Mortality was
confirmed by the absence of response to stimulation. Swimming
behavior (loss of balance and position in the bottom, middle,
or surface of the water column) was recorded during 10 min by
counting the animals that exhibited these actions at the same
intervals mentioned above. Changes in swimming behavior
were categorized as “low effect;” indicating an alteration in
10-33% of individuals; “moderate effect” 34-63% and “high
effect” 64-100%. Changes to swimming patterns were recorded
only if they occurred in 10% of the fish within each aquarium
(Ogueji et al, 2018). At the end of the experiment, surviving
fish were anesthetized using clove oil (50 1 L-1) and processed
for histology. Fish in the highest NO3-N concentrations were
removed from the aquariums immediately after they became
immobile.

Histological evaluation

Three individuals from three treatments (control, that
closest to the LCsy and the most lethal concentration, LCyqg)
per species were randomly selected and processed by routine
histology. Gill and liver 5 pum transversal sections were obtained
and stained with hematoxylin-eosin (Bancroft and Cook, 1994;
Cano-Rocabayera et al,, 2019). Slides were observed with a Leica
microscope (DM3000, Germany), photo-documented using a
camera (Leica DFC310 FX, Germany) and analyzed using NIH
Image] software.

Gill and liver histopathological indexes

The histopathological condition index (HI) was calculated
for each organism (Bernet et al,, 1999; Antunes et al,, 2017).
Briefly, according to distinctive histological features, gill and
liver alterations were classified into circulatory, progressive
and regressive patterns. A pathological importance factor (w)
was assigned for each type of damage (Supplementary
Table 1). Similarly, a score value (a) was assigned for
(where 0
is no change; 1, changes in 1-20% of the sections; 2,
21-40%; 3, 41-60%; 4, 61-80%; 5, 81-100%, respectively).
The HI for each rp was determined using the formula:

the occurrence of alterations from 0 to 5

Hlip org = Zaie (W x a) where HIyp org is the reaction index of
the organ for each reaction pattern (rp) and alt is the alteration
(Antunes et al., 2017).

Liver damage tissue index

For the liver, tissue damage was assessed by nuclear density
(nD = number of nuclei/mm?) and nuclear area (nA = area
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of hepatocyte nuclei in pwm?; Rodrigues et al., 2017). The
average value of controls (nD. and nA.) was used as a
reference to calculate a relative value for each feature. Since
an increase in the nuclear area could indicate hypertrophy
and a reduction could be related to pyknotic nuclei, the
absolute value of the difference to 1 multiplied by 0.5 was used.
Finally, the values were integrated into the following index:
LDTI = (nD*1/nD) + [| 1 - (nA*1/nA.)| x 0.5], where values
near 1 indicate a normal or reference condition and values
closest to 0 indicate major tissue damage.

Statistical analysis and integrated
biomarkers response

All analyses were performed with R software (R Core
Team, 2022, version 4.1.3). Variables were tested for normality
and homoscedasticity with Shapiro-Wilk and Levenes tests,
respectively. The survival rate for each species was calculated by
the Kaplan Meier method and compared with the log-rank test
using the “survival” and “survminer” packages. Acute toxicity
to NaNO3-N was determined by the LCsy for each species
(95% confidence intervals after 96 h) using the Spearman-
Karber method and considered significantly different when not
overlapping using the “tsk” package. Relationships between
swimming disorders and concentrations at each exposure time
were analyzed with Spearman correlations using the “stats”
package; graphs were produced using the “ggpubr” package.
Histomorphometric analyses were performed using the “car”
and “pgirmess” packages. LDTT data distribution was analyzed
by a Kruskal-Wallis test. Tukey multiple range post-hoc tests
were used to discriminate means (Torno et al., 2018). The values
obtained for each parameter were expressed as mean = standard
error of the mean. Survival rates, LCsp, swimming behavior,
GHI, LHI, and LDTI were incorporated into an IBR to visualize
and compare species-specific responses to acute NaNO3;-N
exposure using the “IBRtools” package (Bertrand et al., 2016).

Results
NaNOz-N exposure and water quality

Concentrations for acute toxicity assays were determined
for each species. Thus, each species was exposed to slightly
different ranges; S. lermae: 100, 200, 400, 800, and 1,200 mg
NOs3-N/L; X. variata: 200, 400, 800, 1,200, and 1,600 mg
NOs3-N/L; G. atripinnis: 400, 800, 1,200, 1,600, 2,000, and
2,400 mg NO3-N/L; and A. robustus: 400, 800, 1,200, 1,600,
2,000, 2,400, and 2,800 mg NO3-N/L. The body mass,
length and total number of offspring for each species was:
0.028 +£ 0.0004 g; 12.265 £ 0.058 mm; n = 180 for S. lermae,
0.072 £ 0.001 g; 15.656 £ 0.103 m; n = 180 for X. variata,
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0.184 £ 0.001 g; 20.122 % 0.047 mm; n = 210 for G. atripinnis
and 0.182 4 0.001 g; 21.382 %= 0.055 mm; n = 240 for A. robustus.

Water quality conditions (temperature: 22.059 %+ 0.003°C;
dissolved oxygen: 7.069 £ 0.001 mg/L; pH: 8.930 £ 0.004
log units; ammonium: 0.003 & 4.88104E-06 mg/L and nitrite:
0.042 £ 0.002 mg/L) in the experimental tanks were similar
for all groups and maintained in a range similar to the natural
variations observed in Zacapu lake (Ramirez-Garcia et al., 2022).
Salinity (0.281 £ 0.001-12.041 £ 0.096 g/L), total dissolved
solids (379.033 4= 1.913-13,017.266 4= 84.070 mg/L) and electric
conductivity (551.290 £ 2.691-19,103.63 % 141.191 pS/cm)
increased as NaNOj3-N concentrations increased.

Survival rate and lethal concentration
50%

Survival rates for the four Goodeinae species decreased
as NaNO;3-N concentrations increased and were related
to exposure time. No mortality was observed at control
concentrations (Figure 1). Survival rates for S. lermae and
X. variata showed significant differences above 200 mg NaNOs-
N/L vs. control [S. lermae: X2(5) = 306; p < 0.001; X. variata:
Xz(s) = 149; p < 0.001]; no fish survived after 96 h at 1,200 mg
NaNO;3-N/L for S. lermae and at 1,600 mg NaNO3-N/L for
X. variata (Figures 1A,B). Survival rates for G. atripinnis
showed significant differences above 800 mg NaNO3;-N/L vs.
control [Xz(s) = 131; p < 0.001] and no fish survived at
2,400 mg NaNO3-N/L (Figure 1C). For A. robustus significant
differences were observed at 2,000 mg NaNO3-N/L vs. control
[X%(7y = 940; p < 0.001] and all fish died at 2,800 mg NaNOs-
N/L (Figure 1D).

The calculated LCsyp values and corresponding 95%
confidence intervals for each species followed the survival
trend (Figure 2). Skiffia lermae was the most sensitive,
LCsp = 474.332 (373.850-601.820) mg NaNO3-N/L, followed by
X. variata LCsy = 520.273 (380.390-711.594) mg NaNOj3-N/L,
G. atripinnis LCsop = 953.049 (722.835-1256.584) mg NaNOs-
N/L, and A. robustus LCsy = 1537.130 (1203.223-1963.699) mg
NaNO3-N/L.

Swimming behavior

Swimming disorders were related to exposure time and
concentration (Tables 1, 2 and Supplementary Figure 1). The
first alteration in S. lermae offspring was that they remained
on the bottom of the water column at 24 h of exposure to the
lowest concentration (100 mg NaNO3-N/L). The other three
species showed surface permanence as the first alteration at
48 h of exposure to 200 mg NaNO3-N/L in X. variata; while
for A. robustus and G. atripinnis this occurred at 36 and 84 h
of exposure to 400 mg/L, respectively (Table 1). The prevailing
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behavior during acute exposure was permanence at the bottom
without exploring the aquarium, but some fish also showed
surface preference.

Loss of balance was related to exposure time and showed a
similar trend, with S. lermae being more sensitive, followed by
other species (Table 2 and Supplementary Figure 1). Goodea
atripinnis did not show a loss of equilibrium at the lowest
concentration.

Histological evaluation

Gill histopathological lesions integrated in the GHI
showed a clear concentration-response pattern in all species
(Table 3 and Figure 3). Circulatory index lesions were
in a similar range; however, G. atripinnis was the only
species that showed secondary lamellae aneurysms at the
value closest to the LCsy (Figure 3). Lamellae aneurysms
constitute the maximal circulatory damage associated with
toxic exposure (w = 3 Supplementary Table 1). Secondary
lamellae fusion was typical in S. lermae (Figure 3), where

the progressive index reached the highest values (w = 3
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Supplementary Table 1). Cellular degeneration was observed
in the gills of all fish exposed to the lethal concentration.
Thus, the regressive index showed the highest values at
these concentrations for each species due to branchial
degeneration resulting in death (w =
Table 1).

In the liver, a concentration-response relationship for
LHI also occurred (Table 3 and Figure 4). Vascular dilation
in hepatic sinusoids occurred mainly in S. lermae (w = 1

3 Supplementary

Supplementary Table 1), while other species showed hyperemia
as circulatory liver damage (Figure 4 and w = 3 Supplementary
Table 1). Nuclear hypertrophy, as quantified in the progressive
index (w = 1 Supplementary Table 1), was frequent at those
concentrations close to the LCsy in all species. Hepatocyte
cytoplasmic vacuolation and a relative reduction in nuclear
frequency was observed in all species, especially in fish exposed
to the lethal concentration, where the regressive index showed
higher values than in other treatments (w = 3 Supplementary
Table 1).

Quantitative hepatocyte density and nuclear area analysis
were performed for the LTDI (values close to 0 indicate relevant
tissue damage), which showed a concentration-response pattern
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G. atripinnis A. robustus

Lethal concentration 50% (LCsg) and 95% confidence intervals for four species of freshwater fish exposed to NaNO3z-N. LC5q9 were considered
significantly different based on non-overlapping 95% confidence intervals. Different letters indicate significant differences (n = 30).

(Table 3). The lowest hepatocyte density was observed at the
lethal concentration, while hepatocyte nuclear area was higher
at concentration closest to the LCsg in all species. However,
the nuclear area in G. atripinnis showed similar values to their
respective control group (Table 3).

Integrated biomarker response

For comprehensive evaluation, all traits analyzed were
incorporated into an IBR for each species (Figure 5 and
Supplementary Table 2). IBR values for each species were
well weighted; control fish showed lower values and the
lethal concentration had the highest score in all cases.
Intercomparisons at doses closest to the LCs indicated that
the most sensitive species was S. lermae (IBR = 2.208), with
the highest value, followed by X. variata (IBR = 2.124) at
400 mg NaNO3-N/L. A. robustus showed a higher IBR value
than G. atripinnis; these were the most tolerant species to
NaNOs. However, they differed by twice the concentration, in
G. atripinnis it was 800 mg NaNO3-N/L (IBR = 0.977) and in
A. robustus 1,600 mg NaNO3-N/L (IBR = 1.560). An important
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factor for the IBR in tolerant species was the liver (LHI),
contrary to the most sensitive species where the important factor
was gill affectation (GHI); swimming behavior was a promising
biomarker in all species.

Discussion

There was a clear concentration-response relationship,
also dependent on time, in all exposed fish. This was
evidenced by the Kaplan-Meier survival curves and their
differential ~ sensitivity. ~Low concentrations produced
mortality in S. lermae and X. variata, while G. atripinnis
and A. robustus were more tolerant to higher NaNO3-N
concentrations. The level of affectation, due to NO3;-N
exposure, between goodeine species suggests differential
NaNO;-N

toxicity in freshwater fish offspring are consistent with the

tolerance. Reference parameters for acute

results of G. atripinnis and A. robustus (Supplementary

Table 3). However, the values for S. lermae and X.
variata suggest they are the most sensitive species
currently reported.
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TABLE 1 Aquarium distribution.

10.3389/fevo.2022.1014814

Species Time (h) Concentration (mg/L)
S. lermae 100 200 400 800 1,200
3 - - - / +
4 - - - / +
5 - - - / +
6 — - - / +
12 - - - [++ +
24 + + [++ [+++ +++
36 + + [++ +++ +++
48 [++ [++ +++ +++ +++
60 [++ [+++ +++ +++ +++
72 [+++ +++ +++ +++ +++
84 +++ +++ +++ +++ +++
96 +++ +++ +++ +++ X
X. variata 200 400 800 1,200 1,600
12 — — — — +
24 - + I+ ++ ++
36 — + ++ ++ ++
48 / [++ ++ ++ +++
60 [++ [++ +++ +++ +++
72 [++ [++ +++ +++ +++
84 [+++ +++ +++ +++ X
96 [+++ +++ +++ +++ X
G. atripinnis 400 800 1,200 1,600 2,000 2,400
12 — — — — — +
24 - I+ /+ [+++ [+++ +t++
36 - I+ [++ [+++ [+++ ++
48 - I+ [+++ +++ +++ +++
60 - /+ [+++ +++ +++ +++
72 - /+ [+++ +++ +++ +++
84 / [++ [+++ +++ +++ +++
96 /+ [++ +++ +++ +++ X
A. robustus 400 800 1,200 1,600 2,000 2,400 2,800
5 — - - — — - /
6 — — — - - - /+
12 - - - - / / ++
24 — - — /+ +++ +++ +++
36 / / I+ I+ +++ +++ 4+
48 / [++ [+++ [+++ +++ +++ +++
60 I+ /++ [+++ [+++ +t++ +++ +++
72 [+++ [+++ +++ +++ +t++ +++ X
84 [+++ +++ +++ +++ +++ +++
96 [+++ +++ +++ +++ +++ +++

Swimming behavior was recorded every hour during the six first hours; however, only the times when unusual behaviors were observed are shown, n = 30. Normal behavior in all fish
(—); low affectation, unusual behavior was observed in 10-33% of the population (/top, + bottom); moderate affectation, 34-63% (//top, ++bottom); high affectation, 64-100% (///top,

+++bottom); all individuals dead (x).
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TABLE 2 Loss of equilibrium.

10.3389/fevo.2022.1014814

Species Time (h) Concentration (mg/L)
S. lermae 0 100 200 400 800 1,200
24 - - - - ++ ++
36 — — — + ++ +++
48 — - - ++ +++ +++
60 — — + ++ +++ +++
72 - + + ++ +++ +++
84 — + + ++ +++ +++
96 — + + ++ +++ X
X. variata 0 200 400 800 1,200 1,600
24 - — — + ++ ++
36 — — — ++ ++ +++
48 - ++ ++ +++ +++
60 — ++ ++ ++ +++ +++
72 - ++ ++ ++ +++ +++
84 - ++ +++ +++ +++ +++
96 - ++ +++ +++ +++ X
G. atripinnis 0 400 800 1,200 1,600 2,000 2,400
24 - — ++ + ++ ++ ++
36 — — ++ ++ ++ +++ +++
48 - - ++ ++ +++ +++ +++
60 — — ++ +++ +++ +++ +++
72 — — ++ +++ +++ +++ +++
84 - - ++ +++ +++ +++ +++
96 - - ++ +++ +++ +++ X
A. robustus 0 400 800 1,200 1,600 2,000 2,400 2,800
24 - — — — - + ++ ++
36 — — — — — — ++ ++ ++
48 - - + ++ ++ +++ +++ +++
60 — — ++ ++ ++ +++ +++ +++
72 — ++ ++ +++ +++ +++ +++ X
84 - ++ +++ +++ +++ +++ +++
96 — +++ +++ +++ +++ +++ +++

Swimming behavior was recorded every hour during the six first hours; however, only the times when unusual behaviors were observed are shown, n = 30. Normal swimming in all fish
(—); low affectation, loss of equilibrium was observed in 10-33% of the population (+); moderate affectation, 34-63% of fishes showed loss of equilibrium and some swam laterally (++);

high affectation, 64-100% of fishes swam laterally (+++); all individuals dead (x).

Sensitivity, ontogenetic stage, and
body size

Fish to NO3-N depend on adsorption

(accumulation time in plasma), distribution, metabolism,

responses

and excretion (Spurgeon et al,, 2020). A relationship between
sensitivity and ontogenetic stage has been found. Hamlin
(2006) suggested that offspring were more tolerant to elevated
NO;3-N than adults, contrary to other studies where earlier life
stages were more sensitive (Adelman et al,, 2009). Also, species
with a bigger body size are less sensitive to NO3-N (Camargo
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et al,, 2005). In fact, a recent study in relatively larger species
found that low NO3-N concentrations did not alter growth and
reproduction (Syed et al., 2022).

In this study, the four Goodeinae species had the same
age during NaNO3-N exposure but differed in body size and
developmental stage. Skiffia lermae was the smallest species,
followed by X. variata, while G. atripinnis and A. robustus were
the largest species. Likewise, S. lermae have earlier maturation
and begin their reproductive life approximately 3 months after
birth (body length: 29.5 £ 5.7 mm in females and 25.2 + 5.4 mm
in males. Ramirez-Garcia et al,, 2021). In contrast, G. atripinnis
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0.7884
0.316
1.067%
0.999°

6325.203 + 65.854
2128.211 +123.568

16.724 4+ 0.282
14.273 +0.308
12.433 +£0.170
13.398 +0.187
10.736 + 0.275
11.816 +0.159
16.470 £ 0.204
12.501 £ 0.205

9.533

7.400 + 0.611
14.266 =+ 3.090

0.733 £ 0.290
0.333 £ 0.066
0.000 £ 0.000
2.266 £0.176
0.333 £0.133
0.000 = 0.000

1.400 £ 0.115
2.333 +0.480
0.466 £ 0.066

11.866

1.066 £ 0.405
12.333 £ 0.940

6.600 £ 0.808
4133 £ 1.634
1.200 £ 0.400
2.800 £ 0.808
10.133 4 0.437
0.533 £0.133
2.466 £ 0.896
3.933 £0.768

4.200 £ 0.461

400 mg/L
1,600 mg/L

16.933
0.466

18.000
3.866
9.266

20.866
3.133
6.533

1.533 4 0.240
2.666 £ 0.437
5.333 £ 1.550
2.800 £ 0.721
2.600 £ 0.305
2.533 £0.290

11761.518 £ 97.938
10883.469 + 114.483

0.000 £ 0.00
2.333£0.176
8.866 £ 1.964
0.400 £ 0.115

0.000 £ 0.000
1.133 £ 0.333
7.933 £1.87
0.000 =+ 0.000
1.533 £ 0.176
11.466 £ 0.835

Control

G. atripinnis

6.466

1.866 £ 0.240
2.600 £ 0.230
0.266 £ 0.066
0.933 +0.133

800 mg/L
2,400 mg/L

0.458¢
1.064*
0.858¢
0.501¢

3989.807 + 290.373
8119.241 + 117.643

11.800
0.666
7.400

Control

A. robustus

5349.593 + 86.609
3371.274 + 36.225

5.000 £ 1.514
9.000 £ 0.986

1.466 4 0.133

1,600 mg/L
2,800 mg/L

11.466

1.00 £ 0.230

1.466 £ 0.466

17.266

1.866 £ 0.240

Superscript letters indicate statistical differences (Kruskal-Wallis-test with Tukey’s range post-hoc test, p < 0.05).
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start its reproductive stage at 8 months (Silva-Santos et al,
2016), with a body length of 65.8 £ 17.6 mm in females and
65.6 = 20.7 mm in males (Ramirez-Garcia et al., 2021). Thus, the
smallest and most precocious species were the most sensitive,
while more tolerant responses were found in larger species.

Swimming behavior reflects differential
sensitivity to nitrate-nitrogen

Swimming behavior alterations have been considered as an
attempt to face unfavorable environmental conditions, from the
regular swimming pattern that occurs in the middle of the water
column (Gerhardt, 2007). The behavioral patterns observed
in response to acute NaNOj3-N were: location on the surface
or bottom of the water column, loss of balance and lethargy.
Skiffia lermae showed swimming behavior alterations earlier
and at lower NaNOj3-N concentrations, followed by X. variata,
A. robustus, and G. atripinnis. Permanence in the surface of
the water column is a compensatory response to inefficient
oxygen uptake caused by damage to the gills or by conversion
of oxygen-carrying pigments (i.e., hemoglobin) to forms
that are incapable of carrying oxygen (i.e., methemoglobin
Camargo and Alonso, 2006). Loss of balance and position
at the bottom of the water column have been associated
with a decreased capacity for respiratory gas exchange, as
well as with the depletion of liver lipid reserves (Pereira
et al., 2017). Other studies have reported a loss of balance
and lethargy in fish exposed to NO3-N (Shimura et al,
2004; Hamlin, 2006; Rodrigues et al., 2011; Pereira et al,
2017).

Histopathological alterations of gills
and liver could reflect different
sensitivity to nitrate-nitrogenin
goodeine species

Remarkably, the LCsy value for A. robustus is similar
to C. clupeaformis and O. mykiss, two euryhaline species
having proficient ion exchange regulation to tolerate changes
between freshwater and marine environments (Camargo et al,
2005; Takvam et al,, 2021). This is interesting given that the
gills are one of the main organs involved in ion regulation
and ammonia excretion, where specific glycoproteins are
involved (Hwang et al, 2011). At the histological level,
A. robustus showed preserved gill structure after NaNOj-
N exposure. This suggests that gill function is maintained
due to regressive, progressive and circulatory alterations
restricted to the apical region. This was contrary to S. lermae
which showed significant damage (highest GHI at minor
concentrations), mainly lamellar fusion and cell hyperplasia;
or X. variata and G. atripinnis which showed moderate gill
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S. lermae

FIGURE 3

A. robustus

Effect of acute exposure to NaNOz-N on gill histology of four goodeine species. Representative photomicrographs of gill sections stained with
hematoxylin and eosin from control (A—=D), concentration closest to the LCsq (E=H) and LC1gp (I-L) groups. A, Aneurysm of secondary lamellae;
C, Change in curvature of secondary lamellae; CD, Cellular degeneration; E, Edema of secondary lamellae; EC, Epithelial cell; EI, Edema of
interlamellar epithelium; F, Fusion of secondary lamellae; H, Hyperemia of secondary lamellae; HIE, Hyperplasia of interlamellar epithelium; HLE,
Hyperplasia of lamellar epithelium; HMC, Mucus cell hyperplasia; HMiC, Mitochondria-rich cell hyperplasia; PL, Primary lamellae; SL, Secondary
lamellae; MC, Mucus cell; MiC, Mitochondria-rich cell; PC, Pillar cell.

X. variata A. robustus

G. atripinnis

LCso

LCio0

FIGURE 4

Effect of acute exposure to NaNOz-N on liver histology of four goodeine species. Representative photomicrographs of liver sections stained
with hematoxylin and eosin from control (A=D), concentration closest to the LCsg (E-=H) and LCy1gg (I-L) groups. H, Hyperemia; N, hepatocyte
nucleus; NH, Nuclear hypertrophy; NP, nuclear pyknosis; RDNF, Relative decrease of nuclei frequency; S, sinusoid; SD, Blood sinusoid dilation; V,
Vacuolation of the cytoplasm.

alterations, like edema and aneurysms. Gill histopathological
alterations in response to water conditions and pollutants,
including NO;-N, have been described (Kroupova et al,, 2005).
The gills play a critical physiological role in nitrogenous

Frontiers in Ecology and Evolution 10

waste detoxification; however, the response to NO3-N has
not been fully explained (Gomez-Isaza et al, 2020). The
branchial epithelium responds to non-optimal environmental
changes through circulatory and progressive alterations oriented
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FIGURE 5

Integrated biomarker response (IBR) for four goodeine species exposed to NaNOz-N. Radar graphs show the calculated IBR for S. lermae,
X. variata, G. atripinnis, and A. robustus from the control condition (green), exposed to the concentration closest to the LCsq (orange) and LCigg
(gray). The spokes of the radar indicate all traits evaluated: mortality and swimming behavior, as well as gill (GHI), liver histopathological (LHI),

and tissue damage indexes (LTDI).

to preserve gill function. If ecological conditions remain
unfavorable, degenerative mechanisms like lamellar fusion
are triggered leading to loss of gill function (Antunes
et al, 2017; Monsees et al, 2017). Thus, lamellar fusion
observed in S. lermae fry could lead to ion-exchange failure
and consequent fish anoxia. The different degrees of gill
tissue damage observed in X. wvariata, G. atripinnis, and
A. robustus suggest different mechanisms to face NO3-N
exposure.

Liver histopathology also confirmed differential tolerance
due to variation in circulatory, progressive and regressive
alterations. These constitute the LHI, which showed similar
values between species. Xenotoca variata and A. robustus
showed the highest regressive index associated with hepatocyte
cytoplasmic vacuolation, pyknosis, and a relative decrease
in nuclear density. Meanwhile, S. lermae and G. atripinnis
showed circulatory and progressive alterations, respectively.
The liver has an essential role in metabolic pathways and
pollutant detoxification (Bruslé and Anadon, 1996). Exposure
to environmental pollutants could result in erythrocyte
accumulation in sinusoids (hyperemia), vascular dilation
and hemorrhage, as well as hepatocyte hypertrophy.
The degenerative indicators were hepatocyte cytoplasmic
vacuolation, pyknosis, and decreased nuclear density. An
increased size of hepatocyte nuclei (nuclear hypertrophy)
reveals higher transcriptional and metabolic activity in response
to pollutants. In contrast, a decreased cell density is related to
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liver degeneration (Striissmann and Takashima, 1990). Here
the hepatocyte nuclear area and number of cell nuclei were
quantified and integrated into the LDTI. All species showed
an increased cell nuclear area and a decreased number of cell
nuclei. However, X. variata presented the highest liver damage,
followed by A. robustus and S. lermae, whereas G. atripinnis
showed less liver damage.

Combined histopathological evaluation suggested that gill
and liver damage were associated with alteration of critical
metabolic processes, such as inhibition of protein synthesis,
depletion of glycogen reserves and reduced ability to detoxify
environmental pollutants (Mohamed, 2009). In this regard,
S. lermae showed the most severe gill damage and a relatively
well-preserved liver structure. On the contrary, X. variata
showed a high GHI and the highest LHI, whereas G. atripinnis
and A. robustus showed lower GHI and LHI. Interestingly,
G. atripinnis showed a higher GHI than A. robustus but a
lower LHI. This supports the hypothesis that species that
preserve gill structure and function, letting the liver carry out
detoxification, likely have better survival opportunities. It has
been demonstrated that lamellar fusion in response to acute
NOs3-N exposure limits the absorption of toxic substances and
inhibits ion exchange (Monsees et al., 2017).

The inclusion of all evaluated responses into IBR radar
graphs allowed identifying the GHI, LHI, and swimming
behavior as the main factors that contribute to explain the
differential sensitivity of Goodeinae species to NO3-N. Sensitive
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species (S. lermae and X. variata) showed similar IBR values
at the concentration closest to the LCsp, the first species
showed the most severe gill damage. A certain tolerance level
to NO3-N exposure was found in G. atripinnis and A. robustus
species which could be related to the activation of physiological
detoxifying strategies for survival. In both tolerant species, gill
damage was minor, suggesting that fish species showing gill
NOs-N tolerance have higher survival opportunities in polluted
freshwater bodies.

The results show that NO3-N are toxic since they produce
behavioral, branchial, and hepatic alterations at a lower
concentration in goodeines. Thus, it is recommended that
their concentrations be monitored in freshwater bodies where
goodeines inhabit. Their toxic effect may be increased by
alterations in other water quality parameters like pH, hardness,
and temperature. In this study, most water quality variables
were close to Zacapu lake parameters; except salinity, TDS and
conductivity, which are directly associated with the sodium ions
in solution. Due to the large difference in progeny between
species (S. lermae and X. variata females produce a mean
of 12 and 38 hatchlings, respectively; whereas G. atripinnis
and A. robustus females produce larger progeny of up to 150
offspring. Ramirez-Garcia et al, 2021), this study evaluated
offspring from a different number of gravid females. These
differences in fecundity between goodeine species, in addition
to differential sensitivity to NaNO3-N, could increase the
ecological risk for S. lermae and X. variata in wild freshwater
ecosystems. However, population comparisons were outside the
scope of this study.

Conclusion

Goodeinae species show a differential NaNO3-N sensitivity.
Since the most sensitive species showed higher gill damage,
differential sensitivity could be related to different physiological
mechanisms to face NO3-N. Thus, species that preserve gill
function and transfer the task of detoxification to the liver might
have the best chance of surviving in polluted environments.
Future studies should evaluate ecologically relevant NO3-N
concentrations to confidently predict goodeines persistence in
polluted freshwater bodies.
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ABSTRACT

Goodeinae is a subfamily of severely threatened endemic fish that inhabit Central
Mexico. The populations of Skiffia lermae, a member of this subfamily, have
drastically decreased during the last 20 years. Previous work showed that S. lermae
IS sensitive to acute exposure to nitrates, presenting remarkable alterations in
behavioral and histopathological bioindicators. In this study nitrate concentrations
previously registered in habitats where S. lermae inhabit were evaluated to
determine if the species is vulnerable to environmentally relevant nitrate
concentrations. Survival, feeding behavior and aquatic surface respiration, body
growth and condition index, immature red blood cells as well as branchial, hepatic
and gonadal histopathology were evaluated in S. lermae offspring exposed to 5, 10
and 20 mg NOs-N/L. In addition, water quality in springs where S. lermae presently
persists were analyzed to forecast their long- term maintenance in these habitats.
The results showed decreased survival as nitrate concentration increased, as well
as increased feeding latency, aquatic surface respiration, and histological damage
in gills and liver. These organs showed differential sex-dependent responses to
nitrate exposure; females were more sensitive than males. In ovaries, a decreased
density of stage Ill oocytes was associated with increased nitrate concentrations. No
changes were observed in growth and hematological parameters. Nitrate
concentrations recorded at the three springs where S. lermae inhabit were below 2
mg/L. Together, the results could contribute explain why S. lermae disappeared from
freshwater ecosystems more contaminated where nitrates levels above 5 mgl/L.
Future studies should determine the effect of nitrate concentrations above 2 mg/L
on S. lermae physiology, with the aim of maintaining the springs where the species
still survives.

Keywords: survival, feeding behavior, aquatic surface respiration, hematological

indicators, branchial, hepatic and gonadal histopathology.
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INTRODUCTION

The Goodeinae subfamily comprises a group of endemic fish representative of
Central Mexico, characterized by inner fertilization, sex dimorphism, complex
courtship, and matrotrophy (lida et al., 2019). The most Goodeinae species are in
critical conservation status (IUCN, 2023). Although several anthropic impacts could
explain their diminished distribution and survival, pollution is a critical factor that
continues to threaten the maintenance of freshwater ecosystems (Lyons et al., 2019;
Lyons et al., 2020).

Nitrogen is one of the more widespread pollutants in aquatic ecosystems (Galloway
et al., 2004), which appears as ammonia (NHs) or ammonium (NHs). These reduced
nitrogen compounds may be transformed into nitrite (NO2) and nitrate (NO3) by
oxidation (Camargo et al., 2006). Because NO3z shows high persistence and
solubility, it is the most stable and common form of inorganic nitrogen in natural
ecosystems (Baker et al., 2017). Elevated NOs concentrations in freshwater
ecosystems are toxic to aquatic organisms (McGurk et al., 2006; Edwards and
Guillette, 2007; Gomez Isaza et al., 2018, 2021). Although the precise physiological
mechanisms underlying these effects have not been widely described, the main
consequence of NO3z exposure is a reduction of oxygen transport produced by
methemoglobinemia and gill damage (Yang et al., 2019). The branchial tissue
protects itself from NOs by cell hyperplasia, hyperemia and lamellar fusion (Monsees
et al., 2017; Villa-Villasefior et al., 2022). These actions reduce the available surface
for gas exchange, promoting behavioral and physiological compensatory
mechanisms, such as aquatic surface respiration (ASR) and increased release of
splenic red blood cells (Gomez Isaza et al., 2021). Chronic exposure to elevated
NO3z concentrations leads to permanent gill damage, decreased body growth and
endocrine disruption (Mcgurk et al., 2006; Hamlin et al., 2008; Kellock et al., 2018).
Nitrate sensitivity is species-specific and could be related to body size (Hamlin, 2006;
Villa-Villaseiior et al., 2022), feeding habits (Weis et al., 1999), reproductive strategy
(Camargo et al., 2005), detoxifying abilites (Gomez lIsaza et al., 2018; Villa-
Villasefior et al., 2022) and sex (Cano-Rocabayera et al., 2019). Moreover, NO3

sensitivity could be associated with the ontogenetic stage during which exposure
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occurs (Hamlin, 2006; Adelman et al., 2009).

Skiffia lermae is a member of the Goodeinae subfamily whose historical distribution
in Zacapu, Yuriria, Patzcuaro, Zirahuén and Cuitzeo lakes and the Middle Lerma
river drainages has been limited to few springs in Zacapu, Patzcuaro and Cuitzeo
drainages (Lyons et al., 2019). Nowadays, this species is classified as threatened
(NOM-059-SEMARNAT-2010) and endangered (IUCN, 2023). Previous work
showed that S. lermae is a sensitive species to NOz. The median lethal concentration
(LCs0) was the lowest of the four goodeid species studied (Villa-Villasefior et al.,
2022) and one of the lowest reported so far for freshwater fish (Monson, 2022).
Nitrate-nitrogen (NOsz-N) concentrations recorded in springs with low human impact
were 0.015 mg/L (Allan and Castillo, 2007). Monitoring studies at Zacapu,
Patzcuaro, Yuriria and Cuitzeo lakes have reported 0.08-3.9 mg NO3-N/L, whereas
Lerma basin showed 2-30 mg NO3-N/L (Unpublished results and Pérez-Diaz et al.,
2019). In Mexico, the permissible limit for sewage discharges into freshwater is a
daily average of 25 mg total N/L (NOM-001-SEMARNAT, 2021), and for human
consumption 11 mg NO3z-N/L (NOM-127-SSA1, 2021). Both limits appear above
previously reported NO3-N concentrations in springs where S. lermae can still be
found. To determine if medium to high but ecologically relevant NO3z-N
concentrations cause deleterious effects on S. lermae, offspring of this species were
chronically exposed to 5, 10 and 20 mg NOs3-N/L during 60 days. Their survival,
feeding behavior, ASR, body growth, condition index and number of immature red
blood cells, and branchial, hepatic and gonadal histology were evaluated.
Additionally, because there are no recent reports in freshwater ecosystems where
S. lermae is currently distributed, this study analyzed NOs-N concentrations on La
Mintzita spring, Chapultepec spring and Zacapu lake.

The results of this study offer valuable insights into the possible causes of the
reduction and disappearance of vulnerable and endemic species from freshwater
habitats in Central Mexico with high NO3z-N contamination. Moreover, it sheds light
on the physiological responses of this endangered species. These findings provide
critical elements for environmental regulation of safer pollutant limits by considering

the sensitivity of native species, ensuring their long-term survival.
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MATERIAL AND METHODS

Ethical statements

Sampling and laboratory fish handling protocols were authorized by an Animal
Rights Committee under License Number SEMARNAT: SPARN/DGVS/02210/22,
under the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (1996).

Habitat characterization and collection of females

During 2022 thirty gravid S. lermae females were captured from Zacapu Lake, Cen-
tral Mexico (19.824193°N; -101.787312°W) with aluminum mesh minnow traps
(Gee-minnow-traps® G-40, USA). Females were transported in bags containing wa-
ter from the collection site and acclimated to the laboratory conditions according with
Villa-Villaserior et al. (2022).

In order to have an updated reference on water quality where S. lermae persists,
Zacapu lake in the Angulo river sub-basin of the Lerma-Chapala basin, La Mintzita
in the Rio Grande-Cuitzeo basin and Chapultepec spring in the Patzcuaro lake basin
were evaluated in September 2023, near the end of the rainy season (Figure 1). The
following water parameters were recorded using a multiparameter probe (OAK-
TON®. Sydney, Australian): hydrogen potential (pH), dissolved oxygen (mg/L™?), dis-
solved oxygen saturation (percentage), and water temperature (°C). Water samples
were transported to the laboratory to evaluate the concentrations of ammonium-ni-
trogen (NH4-N), nitrite-nitrogen (NO2-N), and NOs-N, following the methodologies
described in the American Public Health Association (APHA, 2017).

Chronic toxicity assays

Aquariums were supplied with tap water filtered by activated carbon, ultrafiltration
membrane and ultraviolet light. During acclimatization, offspring were fed ad libitum
with Artemia sp. and Tetra commercial flakes (Rueda-Jasso et al., 2017).
Temperature, dissolved oxygen, pH, salinity, total dissolved solids, and electrical
conductivity were recorded every 72 h with a multiparameter probe (YSI EXOZ2. Ohio,
USA). Fifty percent of the aquarium's water was replaced every 72 h. A semi-static
experimental system with a 12 h light/darkness photoperiod, 22 + 0.5 °C, pH 7 £ 0.5,
and 7 + 0.5 mg/L dissolved oxygen was maintained throughout the entire

experimental period.
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Offspring from 1-7 postnatal days were assigned to experimental aquariums for
acclimatization. Their body mass and length were recorded three weeks later with a
precision analytical balance (OHAUS™ Adventurer d=0.0001 g, China) and a
Vernier (Fisher Scientific™ S/N 1366162, EE USA). Then, 10 fish were randomly
assigned per aquarium (15 L for aquarium; 1.5 L per fish). The NOz-N concentrations
used in this study were obtained from concentrations recorded in Central Mexico
(Trujillo-Cardenas et al., 2010; Espinal-Carredn et al., 2013; Pérez-Diaz et al., 2019)
and the median lethal concentration for S. lermae (Villa-Villasefior et al., 2022). They
were: 5, 10 and 20 mg NOz3-N/L and for the control group was used 2 mg NOs-N/L.
Three replicates per experimental condition were used. The experiment began four
weeks after fish birth and had a total duration of 60 days. Once NO3z-N was added
and dissolved, organism survival was determined every 24 h. The criterion to confirm
mortality was the absence of a response to a mechanical stimulus. The organisms
were fed daily with Tetra commercial flakes at 10 % of the biomass per experimental
aguarium (Rueda-Jasso et al., 2017). Web camera recordings (Logitech C505 HD
WEBCAM) evaluated the ASR and feeding behavior for 20 min at 9 am. The ASR
was evaluated during the first 5 min of recording, counting the number of the
organisms distributed 5 cm below the water surface (Gomez Isaza et al., 2021).
Feeding behavior was evaluated by quantifying the latency to detect food, the
number of feeding fish and food consumption (percentage of food consumed by
organisms: total consumption, 100%; partial, 50%; and without consumption, 0%),
according to Rosales-Pérez et al. (2022). At the end of the experiment, fish were
euthanized using an overdose of benzocaine anesthetic (75 mg L-1. Rueda-Jasso
et al.,, 2017). Body mass, as well as total and standard length were recorded.
Absolute growth, absolute growth rate and Fulton’s condition factor were evaluated

according to the following equations:

a) Absolut growth = final body mass (mg) - initial body mass (mg)

b) Absolute growth rate = final body mass (mg) - initial body mass (mg) / time
(days)

c) Fulton’s condition factor = final body mass (mg) / standard length (mm)3
(Tejeda-Vera et al., 2007).
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Hematological and histological analysis

Six fish per replicate (three males and three females; except for the concentration of
20 mg NOs-N/L, where only 6 males and 5 females survived) were randomly selected
for hematological and histological analysis. A blood sample was taken from the base
of the caudal fin to quantify the number of immature red blood cells (Torres-Bugarin
et al., 2007). A total of 2000 cells per organism were quantified in a bright field
microscope at 1000x magnification (Leica DM3000).

For histological analysis, fish were fixed in Bouin solution (Sigma) at 4 °C for 48 h
and processed following Villa-Villasefior et al. (2022). Briefly, fish were longitudinally
sectioned at 5 um and stained with hematoxylin and eosin (Cano-Rocabayera et al.,
2019). For morphometric gill analysis, the thickness of primary lamellae, secondary
lamella length and width, as well as the interlamellar distance were used to calculate
the proportion of total epithelia available for gas exchange (PAGE-ot), as previously
described by Maggioni et al. (2012). Lower PAGETq index values mean less
available epithelium. To obtain liver damage tissue index (LDTI), nuclear density and
area were quantified according to Villa-Villasefior et al. (2022). Theoretically, values
above from the reference (control group) indicate alterations related to proliferative
and hypertrophic processes, whereas the values below the reference denote

degenerative damage (Macirella et al., 2023).

Gonadal analyses were performed only in females. Oocyte morphology was used to
determine the ovarian stage (Supplementary Table 1), according to Uribe-Aranzabal
et al. (2006; 2012) and Tinguely et al. (2019). Because oocytes are large cells that
occupy most of the ovary, total oocytes with cytoplasmic oil droplets (stage llI,
previtellogenic oocytes) were quantified in medial ovarian sections. The percentage
of atresia was quantified using total stage Ill oocytes in the same section (Uribe-
Aranzabal et al., 2006. Supplementary Table 2).

Data analyses

The effects of NOs-N concentrations were evaluated on S. lermae survival, feeding
behavior, ASR, body growth and Fulton’s condition factor, number of immature red
blood cells, gill PAGE+or index, LDTI, oocytes density and the percentage of atresia.
Data normality and equal variance were analyzed using Shapiro-Wilk and Levene
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tests. Ecosystem freshwater and aquarium water quality parameters were compared
using ANOVA or Kruskal-Wallis analyses followed by post-hoc tests according to the
statistical assumptions. The survival rate was calculated by the Kaplan-Meier
method followed by the log-rank test. Food consumption was analyzed by a Chi-
square test. The rest of the response variables were analyzed by generalized linear
mixed models, which included nitrate concentration as a fixed factor and aquarium
id as a random factor (Cano-Rocabayera et al., 2019; Soler et al., 2021). To evaluate
if the effects of NOs-N concentrations were different along the exposure period,
behavior models also included time (divided in three periods of 20 days), as well as
the interaction of nitrate concentration x time as fixed factors. Body growth and
Fulton’s condition factor, as well as hematological and histological models included
sex and the interaction of nitrate concentration x sex as fixed factors. These last
analyses were performed using five males and five females per experimental
condition, because at 20 mg NOs-N/L only five females survived. Generalized linear
mixed models were performed using Poisson (the number of active fish and ASR),
Gaussian (body growth and Fulton’s condition factor), Gamma (LDTI and oocytes
density) and Beta distributions (PAGEToT and the percentage of atresia). The best
model was chosen by Akaike's information criterion, analysis of deviance (D?) and
visual inspection of residuals. Statistical significance was defined as p < 0.05. All
results are shown as mean + standard error. Analyses were done with R core using
the following packages: Ime4 (Bates et al., 2015), DHARMa (Hartig, 2022),
gimmTMB (Brooks et al., 2017), gamiss (Rigby and Stasinopoulos, 2005), ggplot2
(Wickham, 2016), survival (Therneau, 2022) and survminer (Kassambara et al.,
2021).

RESULTS

Freshwater ecosystem and aquarium water quality

The water habitat of S. lermae presented a tendency for alkalinity (pH = 7.81+0.17),
a mean temperature of 20.6+0.38, and a mean dissolved oxygen of 6.11+0.12.
Significative differences were found in temperature, pH, dissolved oxygen, saturated
dissolved oxygen, nitrate, and ammonium among each distribution site of S. lermae.

The nitrate concentration (X2 = 25.61; p<0.001) and ammonium (X% = 9.36;
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p=0.009) were significantly lower in Zacapu than on La Mintzita or Chapultepec
(Table 1).

Aquarium water quality was similar for all experimental conditions except for those
parameters linked to NO3s-N concentration such as salinity, conductivity, and total
dissolved compounds (Supplementary Table 3).

Survival rate

Survival diminished as NOsz-N concentrations and exposure time increased, but only
20 mg NOs-N/L was different from control (X?3) = 48.8; p<0.001). At the end of the
experiment, 80% and 36% of the population survived at 10 and 20 mg NOs-N/L,
respectively (Figure 2).

Feeding behavior and aquatic surface respiration (ASR)

An effect of NO3-N concentration and exposure period was observed on the latency
of food consumption. At 5 and 10 mg NO3-N/L, an increased latency for food
detection was observed during the last period, while at 20 mg NO3-N/L, an increment
was observed from the first period. Latency for food detection was increases as
exposure time increased (Figure 3A and Table 2). No effect was observed on the
number of fish actively responded to food (Figure 3B and Table 2). The ASR
increase as NOs-N concentration and exposure time increase (Figure 4 and Table
2). Food consumption was decreased only at 20 mg NO3-N/L compared to the
control group (X? = 20.395; p= 0.002. Figure 5).

Body growth and Fulton’s condition factor

No differences in body growth (absolute growth, absolute and specific growth rates)
or the Fulton’s condition factor were observed at different NOs-N concentrations,
sex, or their interaction (Table 3).

Hematological analysis

Nitrate-nitrogen exposure, sex, or interaction did not affect the number of immature
erythrocytes (Table 3).

Histological analysis

Exposure at 5, 10 and 20 mg NOs-N/L diminished the gill PAGEr.: index. An effect
of sex was evident at 10 and 20 mg NOs-N/L. Females showed a lower PAGEot

index than males (Figure 6 and Table 4).
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The LDTI also showed a differential effect from the control group at the different NOs-
N concentrations. At 5 and 10 mg NOz-N/L, the LDTI was increased, while at 20 mg
NOs-N/L, this indicator diminished. An effect of sex was observed only at 5 mg NOs-
N/L; females showed the highest values (Figure 7 and Table 4).

Females from all experimental groups were at the same previtellogenic gonadal
stage lll. Nitrate-nitrogen at 10 and 20 mg/L caused a decrease in the density of
stage Il oocytes compared to the control group. No differences were observed in
the percentage of atresia (Figure 8 and Table 4).

DISCUSSION

Skiffia lermae is severely threatened, it is listed as endangered by the [UCN (2023).
Its distribution has been reduced in more than 60% of the historical records of the
species and healthy populations are found in a few springs in Central Mexico
(Dominguez-Dominguez et al., 2008; Lyons et al., 2019). Previous research has
shown that S. lermae is highly sensitive to NOs-N (Villa-Villasefior et al., 2022). High
nitrate concentrations appear as a threshold that could threaten the species' survival.
To test this theory, we conducted a study to evaluate the impact of exposure to
environmentally relevant NOz-N concentrations on the physiological parameters of
the fish. Our results indicate that exposure to these concentrations can alter
behavior, increase gill and liver histopathological indicators, reduce the density of
germinal cells in the ovary, and decrease fish survival. We also found that females
are more sensitive to NOz-N than males. Our study is the first to assess the effects
of environmentally relevant NOs-N concentrations on a wild species population.
These findings emphasize the importance of revisiting the limits of NOs-N
concentrations in freshwater ecosystems to ensure the survival of endemic wild fish
populations.

Nitrate concentrations in freshwater ecosystems continue to increase and
could endanger Skiffia lermae populations

Historical data is lacking regarding NOs-N concentrations in ecosystems where S.
lermae populations were distributed. The most recent records place S. lermae
individuals at Zacapu lake, La Mintzita and Chapultepec springs (Lyons et al., 2019).

Here, water quality analysis of these sites showed that Zacapu lake presents lower
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NOs-N concentrations, as well as higher oxygen concentrations. Low nitrogenous
compounds indicate better water quality for native fish abundance and survival (Mar-
Silva et al., 2021). The fact that La Mintzita spring shows higher concentrations of
NOs3-N compared to its historical records could reflect the early impact of
urbanization. This idea is supported by recent reports showing that La Mintzita spring
is influenced by the increase in human population, with a density of 712 inhabitants
per km2 (INEGI, 2021). This deterioration caused a population decline and local
extinctions of fish fauna in the Cuitzeo basins to which Mintzita spring belongs (Soto-
Galera et al., 1999; Lyons et al., 2019). Therefore, if the impacts of anthropization
continue, there is a severe risk of increasing the NO3-N concentrations to an
intolerable level for S. lermae. Monitoring programs at these sites are necessary to
guarantee the survival of endemic populations.

Chronic exposure to ecologically relevant NOs-N concentrations diminished
Skiffia lermae survival

Offspring were exposed to NOz-N concentrations close to those described in areas
where S. lermae was historically reported (Lyons et al., 2019; Pérez-Diaz et al.,
2019); as well as according to a previous study (Villa-Villasefior et al., 2022). At the
highest NOs-N concentration, S. lermae survival decreased during the first 20 days
of exposure, only 36% of fish remained at the end of the experiment (60 days),
whereas at the medium concentration 80% of fish survived. Considering that the
permissible limit for sewage discharges into freshwater is 25 mg total N/L (NOM-
001-SEMARNAT, 2021) and 11 mg NO3z-N/L for human consumption (NOM-127-
SSA1, 2021), our results suggest that these parameters are above the critical
threshold for sensitive fish species and endanger their long term survival.

The lowest NOs-N concentration caused alterations in Skiffia lermae feeding
behavior without modifying their body growth

The results showed that more prolonged exposure to all NOsz-N concentrations
increased the latency of feeding behavior, whereas at the highest concentration the
alteration was observed from the first period. Exposure to 20 mg NO3-N/L also
diminished the amount of ingested food. No change was observed in the number of

actively responsive fish. The observed differences between the first concerning the
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second and third periods in latency and actively responsive fish could be explained
by the acclimatization to new social interactions, and the diminished survival during
the first period. Previous studies showing that fish respond to new environments,
mates and population density support this observation (Crane et al., 2018).

Fish feeding behavior is determined mainly by visual and chemical signals, and
depends on a functional motor system (Hara, 2006; Morais et al., 2017). No
differences were observed in the food consumed between control and fish exposed
to 5 and 10 mg NOs-N/L. Nevertheless, it is important to note that alterations in
feeding behavior at these concentrations were evident until the final exposure period.
In the case of S. lermae individuals exposed to 20 mg NO3z-N/L, diminished food
consumption could be related to fatigue and low oxygen consumption due to the
decreased epithelium available for gas exchange (see below), as was previously
suggested (Cano-Rocabayera et al., 2019).

Skiffia lermae increased their aquatic surface respiration and qgill
histomorphometric alterations at the lowest NOs-N concentrations

The ASR is an early indicator of low oxygen consumption caused by diminished
hemoglobin or branchial damage (Gomez Isaza et al., 2021). Hemoglobin is a blood
protein that transports oxygen from the gills to the rest of the body. Toxic NO3-N
concentrations cause the conversion of hemoglobin to methemoglobin, a protein
unable to transport oxygen efficiently (Camargo et al., 2006; Yang et al., 2019; Presa
et al., 2022). The initial mechanisms to increase oxygen exchange include splenic
erythrocyte release and their accumulation in gills (hyperemia), which increases the
proportion of immature erythrocytes circulating in the blood. Persistent toxic
concentrations produce sequential gill compensatory and degenerative
mechanisms, such as hyperplasia and lamellar fusion, respectively (Antunes et al.,
2017). Herein, no changes were observed in immature red blood cell count between
control and NO3-N exposed groups at the end of the experiment. However, the gill
histomorphometric index showed a diminished PAGEr« (the proportion of total
epithelial available for gas exchange) from the lowest nitrate concentration. These
results suggest that even the minimal NO3-N concentration was high enough to

trigger structural compensatory and degenerative branchial alterations. As
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previously shown, blood-associated compensatory mechanisms could occur during
early NO3-N exposure (Gomes Isaza et al., 2020; Presa et al., 2022). At the highest
NOs-N concentration, females showed a more remarkable reduction in PAGEot than
males, which suggests that females are more susceptible to nitrates than males.
Skiffia lermae showed progressive liver histomorphometric alterations as
NOs-N concentrations increased

The LTDI (which includes quantifying of hepatocyte nuclear area and density) was
increased from the lowest two NO3s-N concentrations, but decreased at the highest
concentration. An increased LDTI reflects cell proliferation and nuclear hepatocyte
hypertrophy, early compensatory mechanisms that increase metabolic and
transcriptional activity oriented to increase detoxification processes (Bangru and
Kalsotra, 2020). A decreased LDTI denotes degenerative changes associated with
reduced hepatocyte activity and death (Villa-Villasefior et al., 2022). The results
suggest that the lowest concentration induces liver changes, which could be
reversible if environmental conditions are better while the highest concentration
could produce irreversible changes. Again, S. lermae females showed an increased
hepatocyte nuclei area and density at the lowest concentration. Because S. lermae
is a viviparous species, reproduction is high energy demanding. Thus, the trade-off
to preserve reproductive function may allow liver damage. Previous studies suggest
that sex-associated differences in liver alterations could be related to the differential
absorption, distribution, metabolism, and excretion of toxic substances (Flores et al.,
2017).

Environmental relevant NOs-N concentrations diminished reproductive
indicators in Skiffia lermae females

Skiffia lermae is a viviparous species in which fertilization and embryonic
development occur in the ovary (lida et al., 2019) and sexual maturity is reached
approximately at 29.5 + 5.7 mm of body length (Ramirez-Garcia et al., 2021).
Females in each reproductive period have between six and 23 offspring, which is the
lowest fertility value compared with other goodeines species that are distributed in
Lake Zacapu (Ramirez-Garcia et al., 2021). Here, S. lermae females showed an

average of 21.73 + 0.28 mm in body length, which suggests that they are sexually
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immature and supports the absence of vitellogenic oocytes.

Atresia is a physiological process where the degeneration and reabsorption of
oocytes are observed, which makes it possible to recover part of the energy and
components invested during follicular maturation (Uribe-Aranzébal et al., 2006).
Atresia mainly affects follicles that contain oocytes with yolk (Corriero et al., 2021).
However, its appearance has been reported in atretic follicles without yolk in fish,
affecting previtellogenic oocytes at a stage where the cortical lipid alveoli are
observed (Corriero et al., 2021). A progressive decrease in stage Ill oocytes was
observed at the highest NO3-N concentration, and no changes in atretic oocytes.
Because stage Ill oocytes will mature to become fertilized and develop an embryo,
the decreased number of oocytes in the ovary will reduce the female's fertility index,
which could contribute to diminished S. lermae populations in the long term.
CONCLUSION

Together, the results of this study show that exposure to relevant freshwater NOs-N
concentrations promoted compensatory and degenerative changes in S. lermae that
could contribute to explaining their disappearance in anthropized ecosystems. The
results indicate that exposure to concentrations above 5 mg NO3-N/L could decrease
the fitness of organisms with a similar sensitivity to S. lermae. The number of
offspring can be a factor that contributes to species vulnerability, as is the case of S.
lermae. We recommend further testing with a longer exposure time and assessing
more reproductive biomarkers, such as circulating and gonadal levels of
reproductive hormones. In general, our results suggest a reassessing of the
guidelines that establish the permissible limits of pollutants in wastewater discharges
into receiving freshwaters.
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Table 1. Water quality (mean * standard error) measured in the freshwater

ecosystems where Skiffia lermae populations persist nowadays (Lyons et al.,

2019).
Mintzita Chapultepec Zacapu

pH 7.79+0.19°¢ 6.94+0.07° 8.99+0.062
Temperature (°C) 20.22+0.39° 19.13+0.38 22.93+0.492
Dissolved oxygen | 6.26+0.102 5.74+0.04° 6.45+0.352°
(mg/L)
Dissolved oxygen | 69.02+1.442 62.36+0.38° 75.82+3.712
saturation
(percentage)
NOs-N (mg/L) 1.73+£0.01° 0.81+0.01° 0.19+0.03°¢
NO2-N (mg/L) 0.0022 0.0022 0.0022
NHa-N (mg/L) 0.004+0.0012° 0.004+0.00003% 0.003+0.0001°

Different letters indicate significant differences between treatments.
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Table 2. Summary of the best generalized linear mixed models explaining
latency for food detection, number of fish actively responsive to food and

aquatic surface respiration in Skiffia lermae.

Response Explanatory variables Estimate t value Pr(>|z|)
variable (Standard
error)
Latency for Intercept 2.647 (0.139) 18.945 <0.001
food Concentration 5 mg/L 0.081 (0.141) 0.576 0.564
detection Concentration 10 mg/L -0.048 (0.141) -0.346 0.729
Concentration 20 mg/L 0.287 (0.141) 2.038 0.041
Second period -1.699 (0.133) -12.717 <0.001
Third period -2.120 (0.133) -15.872 <0.001
Concentration 5 mg/L.: -0.267 (0.189) -1.416 0.156
Second period
Concentration 10 mg/L: 0.131 (0.189) 0.697 0.485
Second period 0.630 (0.189) 3.321 <0.001
Concentration 20 mg/L.:
Second period 0.387 (0.189) 2.042 0.041
Concentration 5 mg/L.:
Third period 0.390 (0.189) 2.065 0.038
Concentration 10 mg/L: 0.377 (0.189) 1.997 0.045
Third period
Concentration 20 mg/L:
Third period
Number of Intercept 2.061 (0.034) 59.144 <0.001
fish actively Concentration 5 mg/L 0.019 (0.036) 0.530 0.596
responsive to Concentration 10 mg/L -0.007 (0.036) -0.202 0.840
food Concentration 20 mg/L -0.033 (0.037) -0.907 0.365
Second period 0.223 (0.034) 6.570 <0.001
Third period 0.243 (0.033) 7.171 <0.001
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Aquatic Intercept 0.192 (0.136) 1.415 0.007
surface Concentration 5 mg/L 0.161 (0.076) 2.124 0.033
respiration Concentration 10 mg/L 0.238 (0.074) 3.190 0.001
Concentration 20 mg/L 0.255 (0.074) 3.432 0.001

Second period 0.439 (0.075) 5.805 <0.001

Third period 0.785 (0.071) 10.934 <0.001

Bold values denote significant effects at p < 0.05.

Table 3. Summary of the best generalized linear mixed models explaining
absolute growth, absolute growth rate, specific growth rate, Fulton’s condition

factor and immature red blood cells in Skiffia lermae.

Response Explanatory variables Estimate t value Pr(>|z|)
variable (Standard error)
Absolute Intercept 0.188 (0.057) 11.984 <0.001
growth Concentration 5 mg/L -0.002 (0.019) -0.124 0.901
Concentration 10 mg/L 0.006 (0.019) 0.340 0.734
Concentration 20 mg/L 0.009 (0.019) 0.503 0.615
SexMale 0.014 (0.014) 1.034 0.301
Absolute Intercept 0.003 (0.0002) 12.664 <0.001
growth rate Concentration 5 mg/L -0.0000 (0.0003) -0.127 0.899
Concentration 10 mg/L 0.0001 (0.0003) 0.350 0.726
Concentration 20 mg/L 0.0001 (0.0003) 0.518 0.605
SexMale 0.0002 (0.0002) 1.051 0.293
Specific growth Intercept -3.413 (0.065) -52.31 <0.001
rate Concentration 5 mg/L 0.082 (0.081) 1.01 0.311
Concentration 10 mg/L 0.137 (0.080) 1.71 0.088
Concentration 20 mg/L 0.049 (0.081) 0.61 0.543
SexMale 0.043 (0.056) 0.76 0.448
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Fulton’s Intercept -6.158 (0.027) -220.52 <0.001
condition factor Concentration 5 mg/L -0.041 (0.035) -1.18 0.239
Concentration 10 mg/L 0.020 (0.034) 0.59 0.557

Concentration 20 mg/L 0.026 (0.034) 0.75 0.454

SexMale 0.038 (0.024) 1.54 0.123

Immature red Intercept 64.900 (9.075) 7.152 <0.001
blood cells Concentration 5 mg/L -0.100 (11.480) -0.009 0.993
Concentration 10 mg/L 4.800 (11.482) 0.418 0.676

Concentration 20 mg/L 5.700 (11.481) 0.496 0.620

SexMale 10.800 (8.115) 1.331 0.183

Bold values denote significant effects at p < 0.05.

Table 4. Summary of the best generalized linear mixed models explaining the
proportion of total epithelia available for gas exchange (PAGErTot) index, liver

damage tissue index (LDTI), density of stage lll oocytes and percentage of

atresia in Skiffia lermae.

Response Explanatory variables Estimate t value Pr(>|z])
variable (Standard Error)
PAGE~ index Intercept -1.484 (0.044) -33.02 <0.001
Concentration 5 mg/L -0.196 (0.045) -4.35 <0.001
Concentration 10 mg/L -0.499 (0.047) -10.58 <0.001
Concentration 20 mg/L -0.757 (0.050) -15.02 <0.001
SexMale 0.144 (0.042) 3.39 <0.001
Concentration 5 mg/L.: -0.017 (0.062) -0.28 0.776
SexMale
Concentration 10 mg/L: -0.166 (0.066) -2.50 0.012
SexMale
Concentration 20 mg/L: 0.346 (0.067) 5.15 <0.001
SexMale
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LDTI Intercept 0.897 (0.047) 18.825 <0.001
Concentration 5 mg/L -0.150 (0.012) -12.261 <0.001
Concentration 10 mg/L -0.095 (0.013) -7.186 <0.001
Concentration 20 mg/L 0.087 (0.014) 6.020 <0.001
SexMale 0.057 (0.014) 4.012 <0.001
Concentration 5 mg/L.: 0.057 (0.019) 2.954 0.003

SexMale
Concentration 10 mg/L: -0.008 (0.019) -0.446 0.648

SexMale
Concentration 20 mg/L: -0.016 (0.021) -0.759 0.447

SexMale
Density of Intercept 0.031 (0.004) 7.313 <0.001
stage lll Concentration 5 mg/L 0.011 (0.007) 1.551 0.121
oocytes Concentration 10 mg/L 0.023 (0.008) 2.695 0.007
Concentration 20 mg/L 0.034 (0.010) 3.438 <0.001
Percentage of Intercept -1.091 (0.387) -2.817 <0.001
atresia Concentration 5 mg/L 0.146 (0.495) 0.296 0.767
Concentration 10 mg/L 0.041 (0.508) 0.082 0.934
Concentration 20 mg/L 0.536 (0.516) -1.039 0.298

Bold values denote significant effects at p < 0.05.
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Figure 1. Geographic location of the three basins and study sites in central
Mexico: Zacapu lake (19°49°29°N, 101°46°54""W), Mintzita spring (19°38°41""N,
101°16°27""W) and Chapultepec spring (19°34'23'N, 101°31°16""W). Each site are
indicated by a star.
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Figure 2. Chronic exposure to ecologically relevant NOs-N concentrations
diminished Skiffia lermae survival. Kaplan-Meier survival curves show the
survival rate for Skiffia lermae fish exposed to control (n=30), 5 (n=30), 10 (n=30)
and 20 mg NOs3-N/L concentrations (n=30). Log rank tests indicate a significant
difference at 20 mg/L. Shading 95% confidence intervals. ***p < 0.001.
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Figure 3. Ecologically relevant NOs3-N concentrations caused alterations in
Skiffia lermae behavior. Graphs show the time required for food detection
(latency/s, A) as well the number of fish actively responsive to food (B) during the
first (1-20 days), second (21-40 days) and third exposure periods (41-60 days) at
control (n=30), 5 (n=30), 10 (n=30) and 20 mg NO3z-N/L concentrations (n=30). ***p
< 0.001, first period vs. second and third periods; *p < 0.05 and ***p < 0.001, control
vs. 5, 10 and 20 mg NOs-N/L.
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Figure 4. Nitrate-nitrogen environmental relevant concentrations caused
alterations in aquatic surface respiration (ASR) in Skiffia lermae. The graph
shows the aquatic surface respiration at control (n=30), 5 (n=30), 10 (n=30) and 20
mg NOs-N/L concentrations (n=30). *p < 0.05 and ***p < 0.001, control vs. 5, 10 and
20 mg NOs-N/L.
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Figure 5. Environmentally relevant NOs-N concentrations decrease food
consumption in Skiffia lermae. The graph shows the feeding frequency of fish
exposed to control, 5 (n=30), 10 (n=30) and 20 mg NO3-N/L concentrations (n=30).
**p < 0.01, control vs. 20 mg NOs-N/L.
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Figure 6. Skiffia lermae fish show gill histomorphometric alterations at
ecologically relevant NOs-N concentrations. Representative gill histological
sections from males (A-D) and females (E-H) exposed to control (n=5, A and E), 5
(n=5, B and F), 10 (n=5, C and G) and 20 mg NOs-N/L concentrations (n=5, D and
H). DI, decreased interlamellar distance; F, filament; FL, fusion of secondary
lamellae; Ls, secondary lamellae. Scale bar = 50 um. The graph shows the
proportion of total epithelia available for gas exchange (PAGETq) in males and
females exposed to control, 5, 10 and 20 mg NOsz-N/L. *p < 0.05 and ***p < 0.001,
females vs. males; ***p < 0.001, control vs. 5, 10 and 20 mg NO3s-N/L.
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Figure 7. Skiffia lermae fish show liver histomorphometric alterations at
ecologically relevant NOs3-N concentrations. Representative liver histological
sections from males (A-D) and females (E-H) exposed to control (n=5, A and E), 5
(n=5, B and F), 10 (n=5, C and G) and 20 mg NO3-N/L concentrations (n=5, D and
H). DHn, decrease in hepatocyte nuclei; Hn, hepatocyte nucellus; IAHN, increase in
the nuclear area of hepatocytes. Scale bar = 50 um. The graph shows the liver
damage tissue index (LDTI) in males and females exposed to control, 5, 10 and 20
mg NOs3-N/L. **p < 0.01, females vs. males; ***p < 0.001, control vs. 5, 10 and 20
mg NO3z-N/L.
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Figure 8. Skiffia lermae fish show ovarian histomorphometric alterations at
ecologically relevant NOs-N concentrations. Representative ovarian histological
sections from females (A-D) exposed to control (n=5, A), 5 (h=5, B), 10 (n=5, C) and
20 mg NOs-N/L concentrations (n=5, D). Arrows, stage lll oocytes; arrow head,
atretic oocytes. Scale bar = 500 um. Graphs show the oocyte density (mm?, E) and
atresia (%, F) in females exposed to control, 5, 10 and 20 mg NOs-N/L. **p < 0.01
and ***p < 0.001, control vs.10 and 20 mg NOs-N/L.
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Supplementary Table 1. Developmental stages of oocytes in the female

gonads of viviparous fish.

Gonadal stage Characteristics
Stage | Early primary growing oocytes with single or multiple
nucleoli
Stage I Oocytes of medium primary growth, they are

characterized by the presence of Balbiani bodies

Stage Oocytes of late primary growth, they are characterized

by the appearance of large oil droplets

Stage IV Oocytes of primary secondary growth, they are
characterized by the appearance of the first yolk

globules

Stage V Late growing oocyte, yolk droplets coalesce and form a
large yolk globule which occupies most of the volume of
the oocyte, at that time, the oil droplets are at the

periphery of the ooplasm

Stage VI oocytes fully developed, at this stage females are ready

to mate

(Uribe-Aranzabal et al., 2012; Tinguely et al., 2019).
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Supplementary Table 2. Characteristics and classification of atretic oocytes.

Stages of atresia Characteristics

Alpha stage It is characterized by alterations in the ovoplasm,
proliferation of follicular cells and ruptures in the zona

pellucida

Beta stage It is characterized by a reduction of the ovoplasm by

diffusion and its phagocytosis by follicular cells

Gamma stage It is characterized because the follicular cells and the

vascularized theca occupy the space of the oocyte

Delta stage It is characterized by a progressive decrease in the

volume of the atretic follicle

(Uribe-Aranzabal et al. 2006).
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Supplementary Table 3. Water quality (mean * standard error; n=60) measured

in experimental aquariums for NOs-N treatments.

Water quality Control Exposure 5 Exposure 10 Exposure 20

mg/L mg/L mg/L

NOz-N (mg/L) 2.084+ 5.087+ 9.314+ 18.762+
0.06¢ 0.08° 0.07° 0.1642
NO2-N (mg/L) 0.007x 0.011+ 0.011+ 0.009+
0.00042 0.0014 0.0012 0.0008?

NH4-N (mg/L) 0.0028+ 0.0028+ 0.0029+ 0.0028+

3.09e-05? 3.17e-05% 7.26e-052 3.02e-052

Temperature 21.956+ 21.892+ 21.951+ 21.976+
(°C) 0.1292 0.1292 0.131° 0.1272
Dissolved 6.385+ 6.418+ 6.470x 6.587+
oxygen (mg/L) 0.161* 0.159? 0.142% 0.139%

Conductivity 277.461+ 302.233+ 346.553+ 445.789+
(us/cm) 4.515° 3.786° 3.981° 5.7622

Total dissolved 207.076x 208.782+ 239.281+ 307.500+
compounds 10.988° 2.633° 2.806"° 3.7842

(mg/L)

Salinity (ppt) 0.140+ 0.152+ 0.176% 0.228+
0.002°¢ 0.001°¢ 0.002° 0.0022
pH 8.006x 7.982+ 7.964+ 7.916%
0.0442 0.038?2 0.03582 0.0342

Different letters indicate significant differences between treatments.
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VIIl. DISCUSION GENERAL

La mayoria de las especies pertenecientes a la subfamilia Goodeinae estan
gravemente amenazadas (IUCN, 2023), debido a la contaminacién de los cuerpos
de agua donde se distribuye este grupo (De la Vega-Salazar et al., 2003; De la
Vega-Salazar y Macias-Garcia, 2005; Ramirez-Herrejon et al., 2012). La
contaminacion es uno de los principales problemas que enfrentan los seres
humanos. Se define como la produccion o introduccion de sustancias o energia en
el medio ambiente, que produzcan efectos nocivos para los recursos vivos (Bashir
et al., 2020). Los ecosistemas acuaticos son los receptores de la contaminacién
antropogénica. Los ecosistemas de agua dulce estan expuestos a una
contaminacion adicional, porque el agua se utiliza en diversas practicas industriales,
asi como, en la liberacion de los residuos municipales y de granjas de animales. El
80 % de las aguas residuales municipales sin un tratamiento previo, se vierten a los
cuerpos de agua dulce. La agricultura explota el 70 % del agua a nivel mundial y las
tierras agricolas liberan enormes cantidades de agroquimicos (fertilizantes y
pesticidas) a los cuerpos de agua (Hansen et al., 2017; Bashir et al., 2020). El
nitrogeno es uno de los principales fertilizantes utilizados en la agricultura, su
incremento en el medio ambiente ha provocado una perturbacion del ciclo global del
nitrogeno (Anexo 1). Entre los fertilizantes nitrogenados més utilizados,
encontramos al nitrato-N, el cual es de los mas detectados en los sistemas de
aguas, debido a su facilidad de lixiviacién del suelo fertilizado a los cuerpos de agua
(Juntakut et al., 2020). El nitrato es un recurso fundamental para el desarrollo y
crecimiento de los organismos vegetales y se presenta de manera natural como
resultado de la deposicién atmosférica, la descomposicion de depdsitos geoldgicos
ricos en nitrdgeno, la fijacion del nitrégeno por cianobacterias y la degradacion
biolégica de la materia organica (Camargo y Alonso, 2006; Baker et al., 2017). Sin
embargo, las actividades humanas han provocado que las concentraciones de
nitrato en los ecosistemas de agua dulce se incrementen, por lo que, este nutriente
se considera un contaminante una vez que sobrepasa los niveles en los que ocurre

de manera natural en un medio ambiente determinado (Kellock et al.,, 2018;
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Simranjeet et al., 2022). La contaminacion por nutrientes es uno de los principales

problemas de degradacion de los ecosistemas de agua dulce (Juntakut et al., 2020).

La mayoria de las pruebas para detectar toxicidad de los contaminantes acuéticos
en los organismos, se realizan en especies modelo, como el pez cebra Danio rerio.
Las decisiones de gestion, para establecer los limites permisibles de contaminantes,
en las descargas de aguas residuales a ecosistemas de agua dulce, se basan en
datos de sensibilidad de especies modelo. Sin embargo, seria crucial para efectos
de conservacion incorporar datos sobre la sensibilidad de especies endémicas en
peligro de extincion (Anexo 2). La sensibilidad se define en términos de la
susceptibilidad de las especies a cambios o perturbaciones, como resultado de una
actividad humana o modificaciones en las condiciones ambientales (Van Treeck et
al., 2020). En un contexto regional se sabe muy poco del efecto toxico del nitrato
sobre las especies de peces endémicas del Centro de Meéxico. Por ello,
investigamos los efectos del nitrato en especies de la subfamilia Goodeinae. Esta
subfamilia representa uno de los grupos dulceacuicolas mas importantes del Centro
de Meéxico, debido a sus caracteristicas biologicas particulares (Dominguez-
Dominguez y Pérez Ponce de Leon, 2007). Para llevar a cabo nuestra investigacion
seleccionamos cuatro especies de peces pertenecientes a esta subfamilia, las
especies fueron colectadas en el mismo sitio, por lo que estuvieron sujetas a los
mismos patrones de calidad del agua. La calidad del agua es un factor muy
importante en la evaluacion de la toxicidad. De acuerdo con Moore y Bringolf (2020)
la sensibilidad de las especies puede variar segun la dureza del agua utilizada en
los experimentos. Presa et al. (2022) mencionan que el nitrégeno de nitrato (N-NO3)
es mas toxico en ambientes de agua dulce. Los sdlidos disueltos totales también
podrian influir en una reduccién de la toxicidad del N-NOsz, cuando se encuentran
en concentraciones superiores, esto debido a que, una mayor cantidad de sales
disueltas en el agua provocan una menor absorciébn de iones nitrato por las
branquias (Baker et al., 2017). Incluso, el mismo reactivo nitrato de sodio (NaNO3)
utilizado para obtener las concentraciones deseadas de N-NOs puede tener un
efecto negativo en los organismos, al incrementar la salinidad del medio. Por eso,

no solo es importante informar la calidad de agua que se utiliz6 en los experimentos,
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cuando se requiere comparar los resultados de las pruebas de toxicidad, sino
también en términos de disefio experimental y robustez. Ademas, de las especies
gue se utilizan y de la calidad del agua, la etapa de vida es otro factor para tener en
cuenta en las pruebas de toxicidad. Adelman et al. (2009) y Rueda-Jasso et al.
(2017) mencionan que las primeras etapas de vida son mas sensibles que los
adultos, por lo que, los resultados en las primeras etapas de vida aseguran la
supervivencia de todas las etapas de vida. Contrario a lo que reporta Hamlin (2006)
donde los adultos son mas sensibles que las primeras etapas de vida. En general,
la sensibilidad en las diferentes etapas de vida de los organismos va a depender de
la especie que se utiliza. Para las especies de la subfamilia Goodeinae se realizaron
experimentos de toxicidad aguda tanto en las primeras etapas de vida, como en la
etapa adulta y se observo que las primeras etapas de vida son mas sensibles,
debido a esto, hay que destacar la relevancia de utilizar las primeras etapas de vida

en estas especies en experimentos futuros.

Los primeros resultados de esta investigacién (Capitulo 1) sobre la sensibilidad
diferencial de los descendientes de las cuatro especies de goodeinos indican que
las especies exhiben diferente sensibilidad a la exposicion de N-NOs. Las
diferencias en la sensibilidad encontradas pueden deberse a las caracteristicas
intrinsecas de cada especie, como la adsorcién (tiempo de acumulacion del nitrato
en plasma), distribucion, metabolismo y excrecion (Spurgeon et al., 2020). Lo que
permiti6 que tuvieran diferentes capacidades para sobrevivir y adaptarse a la
exposicion del N-NOs. Identificamos que las especies méas sensibles (Skiffia lermae
y Xenotoca variata) son las que presentan mayor dafio en las branquias y las
especies tolerantes mayor dafio en el higado (Alloophorus robustus y Goodea
atripinnis). De acuerdo con esta evidencia podemos plantear un escenario donde
las especies que preservan la estructura y funcién branquial y conservan las
funciones del higado en términos de desintoxicacion tienen mayores probabilidades
de sobrevivir en ambientes contaminados. Ademas, nuestros resultados dan una
explicacion del porque G. atripinnis es la especie dentro de los goodeinos, con
mayor rango de distribucion en el Centro de México y que actualmente no esté en

ninguna normativa para su proteccion. A diferencia de, S. lermae que fue la especie
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con mayor sensibilidad, debido a que, presenté el menor valor de concentracion
letal 50, las mayores alteraciones de conducta y de los indices histopatolégicos de
branquias e higado. Lo que refleja su susceptibilidad a la degradacion ambiental y
como consecuencia, la disminucion en su rango de distribucién. Cabe destacar que,
el valor de concentracion letal 50 para S. lermae sugiere que es la especie mas

sensible reportada actualmente.

El siguiente paso fue utilizar a la especie mas sensible S. lermae, para determinar
el efecto que les provoca la exposicion a concentraciones de N-NOs reportadas en
los ecosistemas acuaticos de agua dulce del Centro de México, sobre su
supervivencia, conducta de alimentacion, de respiracion, crecimiento, conteo de
células de la sangre y en los indicadores histopatolégicos de branquias, higado y
gonadas. Este es el primer estudio que examina los efectos crénicos del N-NOs en
una especie silvestre sensible. Nuestros resultados indican (Capitulo Il) que se
encontraron alteraciones en la conducta, dafios histopatoldgicos en branquias e
higado a partir de la exposicion a 5 mg/L de N-NOs y a partir de la exposicion a 10
mg/L se observa un decremento en la densidad de ovocitos en etapa lll. Por lo que,
S. lermae podria ser considerada como una especie indicadora de buena calidad

del agua.

Los resultados de la presente investigacion no excluyen la posibilidad de que la
exposicidn a concentraciones ambientalmente relevantes de N-NO3 causaran otros
efectos fisioldgicos que no se midieron en este estudio, como alteraciones en las
hormonas reproductivas o una alteracion de los rasgos sexuales clave para las
conductas sexuales (Secondi et al., 2013), cambios en la hemoglobina y
metahemoglobina, que debido al pequefio tamafio de los organismos no se pudo
obtener una muestra de sangre necesaria para realizar estos analisis. Ademas, es
posible que en una exposicion cronica o con un tiempo de exposicion mayor al
evaluado se puedan encontrar efectos significativos en el crecimiento y en el

porcentaje de atresia de los ovocitos en las hembras, entre otros parametros.

La NOM-001-SEMARNAT (2021), establece los limites maximos permisibles de

nitrogeno total (N) de 25 mg/L diario y en promedio mensual de 15 mg/L en las
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descargas de aguas residuales que van a los ecosistemas de aguas dulces. Esta
norma tiene como objetivo regular la contaminacién en los sistemas de agua dulce
para proteger a los organismos que habitan esos lugares. Los resultados de la
presente investigacidon hacen evidente que estos limites plantean un riesgo

significativo para las especies sensibles.

Es muy probable que la contaminacion por N-NOs se siga incrementando en los
ecosistemas de agua dulce (Simranjeet et al., 2022), como se puede observar en el
manantial La Mintzita, donde se registraron concentraciones desde 0.04 a 0.38 mg/L
de N-NOsz en las cuatro temporadas del afio 2002 (Ortega-Murillo et al., 2007),
comparadas con las reportadas por este trabajo (1.68 a 1.76 mg/L de N-NO3), donde
las muestras de agua fueron colectadas en el mes de septiembre del 2023. Es
necesario realizar monitoreos de la calidad de agua, en los cuerpos de agua donde
se distribuyen las especies endémicas sensibles. De acuerdo con nuestros
resultados, de los tres sitios donde se distribuye actualmente S. lermae, el Lago de
Zacapu es el que presentd las menores concentraciones de los compuestos
nitrogenados. Debido a que, cuenta con la presencia de muchos manantiales que
le permiten un alto recambio de agua, una homogeneizacién continua y por lo

mismo, evita la acumulacién de desechos (Ramirez-Garcia et al., 2021).

Realizar trabajos como el presente aportan informacion para poder comprender los
impactos de los contaminantes ambientales y poder proteger a las especies
endémicas mas sensibles del Centro de México. Los datos generados en esta
investigacion aportan elementos para poder construir una regulacion ambiental con
una normatividad que incida en la conservacion, de tal forma que el limite maximo
permisible de N-NOs garantice las condiciones para la supervivencia, crecimiento y

reproduccion de las especies de peces endémicas de México.

74



VIIl. CONCLUSIONES, PERSPECTIVAS Y/O RECOMENDACIONES

Con los resultados del presente trabajo se llegd a las siguientes conclusiones

generales:

Las cuatro especies de goodeinos estudiadas, de manera general, presentan

una sensibilidad diferencial al N-NaNOs,

Los indicadores histopatolégicos y la conducta estudiados son los principales
factores que contribuyen a explicar la sensibilidad diferencial entre las cuatro

especies de goodeinos estudiadas.

Las especies que preservan la funcién de las branquias y transfieren la tarea
de desintoxicacion al higado podrian tener las mejores posibilidades de

sobrevivir en ambientes contaminados.

Las concentraciones de N-NOgzreportadas en los ecosistemas de agua dulce
del Centro de México (5, 10 y 20 mg/L) disminuyeron la supervivencia, el
consumo de alimento, el indice de proporcidn de epitelio respiratorio
disponible para realizar el intercambio gaseoso, producen dafio hepatico y
un decremento en la densidad de ovocitos en etapa Il de S. lermae.

Hay una respuesta diferencial a la exposicion de concentraciones de N-NOs
reportadas en los ecosistemas de agua dulce del Centro de México,

dependiendo del sexo en S. lermae.

Perspectivas:

Los efectos del N-NOsz sobre los peces de agua dulce del Centro de México
en su mayoria son desconocidos, por lo tanto, falta mucho trabajo para poder
conocer el panorama completo al que se enfrentan las especies silvestres
sensibles en ambientes contaminados. Por lo que, esta investigacion sentara
una linea base en diferentes especies de goodeinos que abrira muchas
preguntas de investigacion futura, como, por ejemplo: ¢Las especies de
goodeinos que habitan de manera natural un mismo cuerpo de agua tienen

una tolerancia diferencial a las concentraciones de nitratos? ¢ A qué se debe
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esto? ¢A la absorcidon por las branquias, a la excrecion diferencial de cada
organismo, a su capacidad de responder a estas alteraciones? ¢En caso de
presentar diferentes grados de alteraciones en los 6rganos, a qué se debe?
Si hay un efecto en la conducta, ¢ esto terminara afectando la reproduccion

en especies donde el dimorfismo sexual y el cortejo son necesarios?
Recomendaciones:

» Se recomienda monitorear las concentraciones de N-NOsz en los cuerpos de
agua dulce donde habitan los goodeinos e implementar estrategias de

conservacion que garanticen una buena calidad del agua.

* Se recomiendan concentraciones menores de 5 mg/L de N-NOs para
mantener en Optimas condiciones los cultivos de estos organismos bajo

condiciones controladas.

» Sera necesario realizar estudios enzimaticos, de estrés oxidante, de funcion
metabdlica y de niveles de hormonas sexuales para determinar con mas
precision los efectos negativos del nitrato sobre la supervivencia de los
goodeinos.

* Se necesita una reevaluacion de las directrices que establecen los limites
permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales a aguas

dulces receptoras.

76



IX. BIBLIOGRAFIA COMPLEMENTARIA
Adelman, I., Kusilek, L., Koehle, J., y Hess, J. (2009). Acute and chronic
toxicity of ammonia, nitrite, and nitrate to the endangered topeka shiner
(Notropis topeka) and fathead minnows (Pimephales promelas). Environ.
Toxicol. Chem., 28, 2216-2223. doi: 10.1897/08-619.1

Alan, J., y Castillo, M., (2007). Stream ecology. The structure and function of
running waters. Dordrecht, Netherlands: Springer.

Alfaro, R. (2010). Estudio de la movilidad y toxicidad de metales pesados y
arsénico en agua y sedimentos del Lago de Cuitzeo, Michoacan. Tesis doc-
toral. Centro interamericano de recursos del agua-facultad de ingenieria. Uni-

versidad Auténoma del Estado de México.

Baker, J., Gilron, G., Chalmers, B., y Elphick, J. (2017). Evaluation of the
effect of water type on the toxicity of nitrate to aquatic organisms.
Chemosphere, 168, 435-440.

Bashir, I., Lone, F., Bhat, R., Mir, S., Dar, Z., y Dar, S. (2020). Concerns and
Threats of Contamination on Aquatic Ecosystems. Bioremediation and
Biotechnology, 27, 1-26. doi: 10.1007/978-3-030-35691-0 1. PMCID:
PMC7121614.

Bjerregaard, P., Lund Kinnberg, L., Pedersen Mose, M., y Holbech, H. (2018).
Investigation of the potential endocrine effect of nitrate in zebrafish Danio rerio
and brown trout Salmo trutta. Comparative Biochemistry and Physiology Part
C: Toxicology and Pharmacology, 211, 32-40.

Blaha, L., y Hofman, J. (2020). Ecotoxicology of Environmental Pollutants. In:
Filip J., T. Cajthaml, P. Najmanova, M. Cernik y R. Zboril (Eds.), Advanced
Nano-Bio Technologies for Water and Soil Treatmente. Applied
Environmental Science and Engineering for a Sustainable Future. (pp. 549-
572). Springer, Cham.

77



Bukola, D., Zaid, A., Olalekan, E., y Falilu, A. (2015). Consequences of
Anthropogenic Activities on Fish and the Aquatic Environment. Poult Fish
Wildl Sci, 3, 138.

Camargo, J., y Alonso, A. (2006). Ecological and toxicological effects of
inorganic nitrogen pollution in aquatic ecosystems: a global assessment.

Environment International, 32, 831-849.

Camargo, J., y Alonso, A. (2007). Contaminacién por nitrdgeno inorganico en
los ecosistemas acuaticos: problemas medioambientales, criterios de calidad

del agua, e implicaciones del cambio climético. Ecosistemas, 16(2), 98-110.

Camargo, J., Alonso, A., y Salamanca, A. (2005). Nitrate toxicity to aquatic
animals: a review with new data for freshwater invertebrates. Chemosphere,
58, 1255-1267.

Cano-Rocabayera, O., Sostoa, A., Padrés, F., Cardenas, L., y Maceda-Veiga,
A. (2019). Ecologically relevant biomarkers reveal that chronic effects of
nitrate depend on sex and life stage in the invasive fish Gambusia holbrooki.
Plos One, 14(1), 1-18.

Davidson, J., Good, G., Welsh, C., y Summerfelt, S. (2014). Comparing the
effects of high vs. low nitrate on the health performance, and welfare of
juvenile rainbow trout Oncorhynchus mykiss within water recirculating

aquaculture systems. Aquacultural Engineering, 59, 30-40.

De la Vega-Salazar, M. (2005). Estado de conservacion de los peces de la
familia Goodeidae (Cyprinodontiformes) en la mesa Central de México.
Biologia Tropical, 54(1), 163-177.

De La Vega-Salazar, M., Avila-Luna, E., y Macias-Garcia, C. (2003).
Ecological evaluation of local extinction: the case of two genera of endemic
Mexican fish. Zoogoneticus and Skiffia. Biodiversity and Conservation,
12(10), 2043-2056.

78



De la Vega- Salazar, M., y Macias-Garcia, C. (2005). Principal factors in the
decline of the Mexican endemic livebearing fishes (Goodeinae: Goodeidae).
In: Uribe, M. C. & H. J. Grier (Eds.) Viviparous Fishes, Homestead, FL: New
Life Publications. pp. 505-513.

Dominguez-Dominguez, O., y Pérez-Ponce de Leon, G. (2007). Los

Goodeidos, peces endémicos del Centro de México. Biodiversitas, 75, 12-15.

Dominguez-Dominguez, O., Zambrano, L., Escalera-Vazquez, L., Pérez-
Rodriguez, R., y Pérez-Ponce de Leodn, G. (2008). Cambio en la distribucion
de Goodeidos (Osteichthyes: Cyprinodontiformes: Goodeidae) en cuencas
hidrologicas del centro de México. Revista Mexicana de Biodiversidad, 79(2),
501-512.

Edwards, T., y Guillette, L. (2007). Reproductive characteristics of male
mosquitofish (Gambusia holbrooki) from nitrate-contaminated springs in

Florida. Aquatic Toxicology, 85, 40-47.

Edwards, T., y Hamlin, H. (2018). Reproductive endocrinology of
environmental nitrate. General and Comparative Endocrinology, 265, 31-40.

Espinal-Carredn, T., Sedefio-Diaz, J., y Lopez-Lopez, E. (2013). Evaluacién
de la calidad del agua en la Laguna de Yuriria, Guanajuato, México, mediante
técnicas multivariadas: un analisis de valoracion para dos épocas 2005,
2009-2010. Rev. Int. Contam. Ambie., 29(3), 147-163.

Gomez Isaza, D., Cramp, R., y Franklin, C. (2020). Simultaneous exposure
to nitrate and low pH reduces the blood oxygen-carrying capacity and
functional performance of a freshwater fish. Conservation Physiology, 8(1), 1-
15.

Hamlin, H. (2006). Nitrate toxicity in Siberian sturgeon (Acipenser baeri).
Aquaculture, 253, 688-693. doi: 10.1016/j.aquaculture.2005.08.025

79



Hansen, B., Thorling, L., Schullehner, J. et al. (2017). Groundwater nitrate
response to sustainable nitrogen management. Sci Rep, 7.
https://doi.org/10.1038/s41598-017-07147-2

IUCN, 2023. The IUCN red list of threatened species. Version 2022-2.

Available online at: https://www.iucnredlist.org (accessed july 10, 2023).

Juntakut, P., Haacker, E., Snow, D., y Ray, C. (2020). Risk and Cost
Assessment of Nitrate Contamination in Domestic Wells. Water, 12, 428.
https://doi.org/10.3390/w12020428

Kellock, A., Moore, A., y Bringolf, R. (2018). Chronic nitrate exposure alters
reproductive physiology in fathead minnows. Environmental Pollution, 232,
322-328.

Kim, J., Yue, J., Kwang, K., Su, K., y Kim, J. (2019). Toxic effects of
nitrogenous compounds (ammonia, nitrite, and nitrate) on acute toxicity and
antioxidant responses of juvenile olive flounder, Paralichthys olivaceus.

Environmental Toxicology and Pharmacology, 67, 73-78.

Kroon, F., Streten, C., y Harries, S. (2017). A protocolfor identifying suitable
biomarkers to assess fish health: A systematic review. PLoS ONE, 12(4), 1-
43.

Kumar-Pathak, A. (2013). Water Pollution and Treatment. International

Journal of Environmental Engineering and Management, 4(3), 191-198.

Lyons, J., Piller, K., Artigas-Azas, J., Dominguez-Dominguez, O.,
Gesundheit, P., Kéck, Medina-Nava, M., Mercado-Silva, N., Garcia, A., y
Findley, K. (2019). Distribution and current conservation status of the Mexican

Goodeidae (Actinopterygii, Cyprinodontiformes). ZooKeys, 885, 115-158.

Lyons, T., Maiz-Tomé, L., Tognelli, M., Daniels, A., Meredith, C., Bullock, R.,
y Harrison, L. (eds.). (2020). The status and distribution of freshwater fishes
in Mexico. Cambridge, UK and Albuquerque, New Mexico, USA: IUCN and
ABQ BioPark.

80



Monsees, H., Klatt, L., Kloas, W., y Wuertz, S. (2017). Chronic exposure to
nitrate significantly reduces growth and affects the health status of juvenile
Nile tilapia (Oreochromis niloticus L.) in recirculating aquaculture systems.
Aquaculture Research, 48, 3482-3492.

Moore, A. y Bringolf, R. (2020). Comparative Toxicity of Nitrate to Common
and Imperiled Freshwater Mussel Glochidia and Larval Fishes. Arch Environ
Contam Toxicol, 78, 536-544. https://doi.org/10.1007/s00244-020-00708-z.

NOM-001-ECOL-2021 (Norma Oficial Mexicana). (2021). Limites maximos
permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales en
aguas y bienes nacionales. México: Diario Oficial de la Federacion.
http://www.hgm.salud.gob.mx/descargas/pdf/noticias (accessed 25 July
2023).

NOM-059-SEMARNAT-2001 (Norma Oficial Mexicana). (2021). Proteccion
Ambiental, Especies nativas de México de Flora y Fauna Silvestres,
Categorias de Riesgo y Especificaciones para su Inclusién, Exclusion o
Cambio, Lista de Especies en Riesgo.

Ortega-Murillo, M., Alvarado-Villanueva, R., Martinez- Séanchez, |.,
Arredondo-Ojeda, M., y Sanchez-Heredia, J. (2007). Estado trofico de la
presa la Mintzita, Morelia, Michoacan, con base en la abundancia y

distribucion del fitoplancton. Bioldgicas, (9), 105-114.

Parenti, L. (1981). A phylogenetic and biogeographic analysis of
Cyprinodontiform fishes (Teleostei, Atherinomorpha). Bulletin of the American
Museum of Natural History, 168, 335-557.

Pereira, A., Carvalho, A., Cruz, C., y Saraiva, A. (2017). Histopathological
changes and zootechnical performance in juvenile zebrafish (Danio rerio)

under chronic exposure to nitrate. Aquaculture, 473, 197-205.

Pérez-Diaz, J., Ortega-Escobar, H., Ramirez-Ayala, C., Flores-Magdaleno,
H., Sanchez-Bernal, E., Can-Chulim, A., Mancilla-Villa, O. (2019).

81


https://doi.org/10.1007/s00244-020-00708-z
http://www.hgm.salud.gob.mx/descargas/pdf/noticias
http://www.hgm.salud.gob.mx/descargas/pdf/noticias
http://www.hgm.salud.gob.mx/descargas/pdf/noticias

Concentration of nitrate, phosphate, boron and chloride in the Lerma River.
Ecosist. Recur. Agropec., 6(16), 175-182.

Pottinger, T. (2017). Modulation of the stress response in wild fish is
associated with variation in dissolved nitrate and nitrite. Environmental
Pollution, 225, 550-558.

Presa, L., Neves, G., Maltez, L., Sampaio, L., Monserrat, J., Copatti, C., et
al.,, (2022). Acute and sub-lethal effects of nitrate on haematological and
oxidative stress parameters of juvenile mullet (Mugil liza) in freshwater.
Aquac. Res., 53, 3346-3357. doi: 10.1111/are.15842.

Quezadas-Vivian, I. (2018). Calidad del agua del Parque La Zarcita y La La-
guna de Zacapu Michoacéan. Tesis de Licenciatura. Facultad de Biologia, Uni-
versidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. Morelia, Michoacan, Mé-
xico. 86 pp.

Ramirez-Garcia, A., Moncayo-Estrada, R., Gonzalez-Céardenas, J., y
Dominguez-Dominguez, O. (2021). Reproductive cycle of native viviparous
fish species (Actinopterygii: Cyprinodontiformes: Goodeidae) in a subtropical
Mexican lake. Neotrop. Ichthyol., 19, 1-20. doi: 10.1590/1982-0224-2021-
0105.

Ramirez-Herrejon, J., Mercado-Silva, N., Medina-Nava, M., y Dominguez-
Dominguez, O. (2012). Validacion de dos indices biolégicos de integridad
(IBI) en la subcuenca del rio Angulo en el Centro de México. Revista Biologia
Tropical, 60(4), 1669-1685.

Secondi, J., Lepetz, V., Cossard, G., y Sourice, S. (2013). Nitrate affects
courting and breathing but not escape performance in adult newts. Behavioral
Ecology and Sociobiology, 67, 1757-1765.

Simonyan, A., Gabrielyan, B., Minasyan, S., Hovhannisyan, G., y
Aroutiounian, R. (2016). Genotoxicity of Water Contaminants from the Basin

of Lake Sevan, Armenia Evaluated by the Comet Assay in Gibel Carp

82



(Carassius auratus gibelio) and Tradescantia Bioassays. The Bulletin of

Environmental Contamination and Toxicology, 96(3), 309-313.

Simranjeet, Singh, Anil, A., Kumar, V., Kapoor, D., Subramanian, S., Singh,
J., y Ramamurthy, P. (2022). Nitrates in the environment: A critical review of
their distribution, sensing techniques, ecological effects and remediation.
Chemosphere, 287. https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2021.131996.

Sprague, B. (1990). Methods for fish biology. En C. Shreck y P. Moyle (Ed.),
Aquatic Toxicology (pp. 491-593). American Fisheries Society. Bethesda,
Maryland, USA.

Spurgeon, D., Lahive, E., Robinson, A., Short, S., y Kille, P. (2020). Species
sensitivity to toxic substances: Evolution, ecology and applications. Front.
Environ. 8:588380. doi: 10.3389/fenvs.2020.588380

Tejerina-Garro, F., Maldonado, M., Ibafiez, C., Pont, D., Roset, N., y
Oberdorff, T. (2005). Effects of Natural and Anthropogenic Environmental
Changes on Riverine Fish Assemblages: a Framework for Ecological
Assessment of Rivers. Brazilian Archives of Biology and Technology, 48(1),
91-108.

Tilak, K., Veeraiah, K., y Raju, J. (2007). Effects of ammonia, nitrite and nitrate
on hemoglobin content and oxygen consumption of freshwater fish, Cyprinus

carpio (Linnaeus). Journal of environmental biology, 28(1), 45-47.

Tolleson, W. (2018). Mechanistic ecotoxicology and environmental
toxicology. Journal of Environmental Science and Health, Part C, 36(3), 164-
166.

Torno, J., Einwachter, V., Schroeder, J., y Schulz, C. (2018). Nitrate has a
low impact on performance parameters and health status of on-growing
European sea bass (Dicentrarchus labrax) reared in RAS. Aquaculture, 489,
21-27.

83



Trujillo-Cardenas, J., Saucedo-Torres, N., Zarate del Valle, P., Rios-Donato,
N., Mendizabal, E., Gobmez-Salazar, S. (2010). Speciation and Sources of
Toxic Metals in Sediments of Lake Chapala, Mexico. J. Mex. Chem. Soc.,
54(2), 79-87.

Van der Oost, R., Beyer, J., y Vermeulen, N. (2003). Fish bioaccumulation
and biomarkers in environmental risk assessment: a review. Environmental

Toxicology and Pharmacology, 13(57), 57-149.

Van Treeck, R., Van Wichelen, J., y Wolter, C. (2020). Fish species sensitivity
classification for environmental impact assessment, conservation and
restoration planning. Science of The Total Environment, 708.
https://doi.org/10.1016/).scitotenv.2019.135173.

Yang, X., Peng, L., Hu, F., Guo, W., Hallerman, E., y Huang, Z. (2019). Acute
and chronic toxicity of nitrate to fat greenling (Hexagrammos otakii) juveniles.
Journal of the World Aquaculture Society, 50,1016-1025.

84



X. ANEXOS

10.1- Anexo 1. Articulo de divulgacion publicado en la Revista Saber Mas.

El nitrogeno: tan esencial como toxico

85



U.M.S.N.H. | Afo 10 /Noviembre - Diciembre/ No. 60

El nitrogeno: Tan esencial como toxico

Ivette Marai Villa Villasenor y Omar Dominguez Dominguez

ay sustancias, moléculas o compuestos que

son vitales para nosotros o cualquier ser

vivo, pero aunque parezcan inocuas, repre-
sentan un riesgo para la salud, ya que depende de
la cantidad que consumimos, tal es el caso del ni-
troégeno.

¢Qué es el nitrégeno?

Es el gas mas abundante en el aire con una
composicion relativa de cerca del 78 %. El nitro-
geno constituye el 3.2 % de la masa del cuerpo
humano y es un elemento esencial, ya que forma

parte de la estructura de los aminoacidos, por lo
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tanto, de las proteinas y de las bases nitrogenadas
de los acidos nucleicos, el ADN y el ARN. Las enzi-
mas, que son moléculas proteicas, se encargan de
las reacciones metabolicas de cualquier proceso
que ocurre en nuestro organismo. Ademas, nuestro
cuerpo sintetiza otras proteinas importantes como
el colageno, componente de la piel, articulaciones,
huesos, musculos y dientes, responsable de darles
resistencia. La hemoglobina es otra proteina que se
encarga de transportar el oxigeno a todo nuestro
cuerpo. El ADN contiene la informacion genética
y el ARN es el que permite que esta informacion
pueda ser comprendida por nuestras células. Como
ves, el nitrogeno forma parte esencial de todo
nuestro cuerpo, sin él, la vida como la conocemos
no existiria.

¢Como los seres vivos obtienen nitrogeno?

El nitrégeno ingresa al medio ambiente como
resultado de procesos naturales, mediante tor-
mentas eléctricas y por la fijacion realizada por mi-
croorganismos, como ciertas bacterias o algas, que
transforman el nitrogeno presente en el aire en for-
mas que pueden ser asimiladas por los seres vivos.
Solo el nitrégeno en forma de amonio y nitrato es
asimilable por las plantas a través de sus raices y es
incorporado para formar proteinas y acidos nuclei-
cos. Cuando los animales, incluidos los seres huma-
nos, consumen plantas u otros animales, asimilan
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este nitrogeno contenido en sus cuerpos. Los or-
ganismos vivos devuelven el nitrogeno al medio
ambiente en forma de metabolitos de desecho
que seincluyen en la orina o las heces, como la urea
en los mamiferos y los humanos, el amoniaco en los
pecesy el acido Urico en los reptiles y las aves. Ade-
mas, cuando los organismos mueren, el nitrégeno
contenido en su cuerpo se descompone por medio
de las bacterias y se libera en forma de amoniaco,
mientras que otras bacterias se encargan de con-
vertir el amoniaco en nitrito y a su vez de nitrito a
nitrato. Cuando hay un exceso de nitratos, hay bac-
terias que se encargan de convertir los nitratos a ni-
trogeno molecular y devolverlo al aire, y asi vuelve
a empezar el ciclo, el cual es muy complejo, pero
gracias a él, dicho compuesto puede adquirir todas
las formas y llegar a todas partes para que la vida
continue.

¢El nitrégeno es toxico?

El nitrdgeno no es toxico en las cantidades
en las que se encuentra naturalmente, debido a
que existe un equilibrio entre la cantidad que ingre-
sa al medio ambiente y la que se devuelve al aire
o al agua. Sin embargo, las actividades humanas
se han encargado de romper ese equilibrio al in-
crementar el nitrogeno en el medio ambiente,
provocando contaminacion y transformando al ni-
trégenoy a sus compuestos (amoniaco, amonio, ni-




U.M.S.N.H.

34

Ano 10 /Noviembre - Diciembre/ No. 60

trito y nitrato) en toxicos. La contaminacion por ni-
trégeno es causada principalmente por el desecho
de sustancias como fertilizantes quimicos usados
en la agricultura, los producidos por la ganaderia,
la descarga de aguas residuales urbanas y el uso de
combustibles fosiles, afectando asi el equilibrio del
nitrogeno en el aire, el suelo y el agua.

Efectos de cantidades elevadas de los compues-
tos nitrogenados

Los animales terrestres y los seres humanos
se exponen a los compuestos nitrogenados cuan-
do entran en contacto con ellos, al inhalar, comer,
beber o por contacto con la piel, mientras que los
animales acuaticos siempre estan en contacto con
ellos, pues estos viven inmersos en un medio don-
de las sustancias estan disueltas en el agua, la cual
siempre esta en contacto con su cuerpo y células.

Enlos ambientes acuaticos, provocan la acidi-
ficacion de rios y lagos. Las emisiones de dxidos de
nitrdgeno que provienen de la quema de combusti-
bles fosiles, al entrar en contacto con el aire sufren
un proceso de oxidacion que da lugar a la formacion
de acido nitrico y este, por medio de la lluvia llega
al agua, al existir un incremento de este compuesto
sereduce el pH del agua. Esta reduccion es lo que se

conoce como acidificacion. Un pH bajo en el agua
puede afectar las branquias de los organismos, su
principal 6rgano de respiracion, lo que interfiere en
el intercambio idnico y gaseoso y, en casos severos,
les provoca la muerte por asfixia.

Otro efecto sobre la vida acuatica esta rela-
cionado con las plantas que necesitan el nitrogeno
para crecer y reproducirse. Si hay un exceso en el
agua, las plantas y algas creceran y se reproduciran
mas, pero esto puede tener un efecto negativo: al
morir habra mayor cantidad de materia organica en
descomposicion y, por lo tanto, mas demanda de
oxigeno para llevar a cabo ese proceso, o bien, que
durante su fase de respiracion, durante la noche,
consuman cantidades muy elevadas de oxigeno.
Esta mayor demanda puede llevar a una baja en el
medio acuatico, que en algunos casos, los hace in-
habitables por la mayoria de los animales acuaticos.
¢Y qué pasa en los peces? Una vez en el interior de
los peces, el exceso de compuestos nitrogenados
provoca diferentes efectos que a continuacion te
describimos:

Efectos fisiologicos: Provocan la metahemoglobi-

nemia, una enfermedad caracterizada por la trans-
formacion de la hemoglobina a metahemoglobina,
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una forma de hemoglobina incapaz de transportar
oxigeno de manera eficiente. Se sabe que la muerte
puede ocurrir a niveles superiores al 45 % de meta-
hemoglobina y en peces sanos se puede observar
que la metahemoglobina es inferior al 10 % de la
concentracion de la hemoglobina total. También
puede presentarse estrés oxidativo, que es un des-
equilibrio entre los radicales libres y las enzimas an-
tioxidantes, que son la primera linea de defensa de
los organismos contra los radicales libres, lo cual,
con el tiempo, puede danar los tejidos y las células
del organismo.

Efectos morfoldgicos: Provocan la alteracion de
las células y los tejidos, como un aumento de ta-
mano, acumulacion de liquidos, e incluso la muerte
de las células en los principales 6rganos expuestos,
que son las branquias, el tracto gastrointestinal, el
higadoy el rifidn, lo que afecta la funcion normal de
los 6rganos.

Efectos en el sistema reproductivo: Provocan una
disminucion en la concentracion de hormonas tiroi-
deas, que son formadas y secretadas por la glandu-
la tiroides, lo que afecta el crecimiento y desarrollo
de los peces. Producen la induccidn de vitelogenina
en machos, lo que provoca una disminucion en el
tamano del testiculo y en el recuento de esperma.
La vitelogenina es una proteina especifica de las
hembras en estado reproductivo, que se sintetiza
en el higado y es transportada al ovario, en donde
es incorporada dentro de los ovocitos, que son las
células femeninas que estan en proceso de conver-
tirse en un évulo maduro.

Efectos conductuales: Provocan una disminucion

sobermdsgo

Camargo J. y Alonso A. (2007). «Contaminacion por ni-
trdgeno inorganico en los ecosistemas acuaticos: proble-
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implicaciones del cambio climatico». Ecosistemas, 16(2),
98-110. http://www.revistaecosistemas.net/articulo.as-
p?ld=486
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en la ingesta de alimento, frecuentes periodos de
descanso, disminucion en su velocidad de nado y
pérdida de equilibrio.

¢Cual es la cantidad segura de nitrogeno en el
agua?

Los diferentes efectos en los peces van a de-
pender principalmente de la cantidad y el tiempo
de exposicidon. Entre mas cantidad y mas tiempo
estén expuestos los peces a los compuestos nitro-
genados, es mas probable que cause la muerte de
los organismos.

La Norma Mexicana NOM-001-ECOL-1996
establece los limites maximos permisibles de ni-
trégeno para proteger la vida acuatica en las des-
cargas de aguas residuales, la cual es de 15 mg/L en
promedio mensual. Sin embargo, algunos cuerpos
de agua rebasan estos valores maximos, como el
rio Lerma, donde se han registrado concentracio-
nes de hasta 18 mg/L de nitrogeno. Otro ejemplo es
el rio Chiquito de Morelia, el cual atraviesa la ciudad
y donde se puede encontrar concentraciones de 20
mg/L de nitrogeno. Estos nUmeros pueden no pa-
recer importantes, pero si los comparamos con la
concentracidon natural, como la que se encuentra
en manantiales sin impacto humano, la cual en pro-
medio es de 0.015 mg/L, jes hasta mil veces mayor!,
;teimaginas?

El exceso de nitrogeno ocasiona graves dafos
en los ambientes acuaticos, por lo que grupos de in-
vestigacion se han enfocado en evaluar la toxicidad
del amoniaco, el nitrito y el nitrato en diferentes
especies de peces y anfibios, como es el caso del
Laboratorio de Biologia Acuatica de la Facultad de
Biologia de la Universidad Michoacana de San Ni-
colas de Hidalgo.

neas». Ingenieria, 7(2), 47-54. https://www.redalyc.org/
articulo.o0a?id=467/46770204.

Pacheco-Avila J., Pat-Canul R. y Cabrera-Sansores A.
(2002). «Analisis del ciclo del nitrégeno en el medio am-
biente con relacion al agua subterraneay su efecto en los
seres vivos». Ingenieria, 6(3), 73-81. https://www.redalyc.
org/articulo.oa?id=467/46760308
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El impacto de los nitratos sobre la supervivencia
de peces dulceacuicolas

Ivette Marai Villa Villasenor 1, Esperanza Meléndez-Herrera 2, Valentin Mar Silva3 y Omar
Dominguez-Dominguez 4
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Resumen

Los ecosistemas de agua dulce son esenciales para la supervivencia de numerosas
especies, incluido el ser humano. Desafortunadamente, como resultado de las actividades
antropogénicas, estos sistemas estan disminuyendo mas rapido que los ecosistemas
terrestres. Los nitratos son compuestos quimicos capaces de alterar la calidad de vida de
los organismos que viven en los cuerpos de agua o que se abastecen de ellos. Uno de los
grupos zoologicos mas representativos del centro de México es la subfamilia Goodeinae,
la cual se encuentra representada por 41 especies de peces en distintos grados de
amenaza. Los goodeinos presentan una distribucién diferencial en los ecosistemas
dulceacuicolas, presumiblemente asociada a su grado de contaminacion. Con el objetivo
de estudiar si la persistencia de los goodeinos en los diferentes cuerpos de agua del
centro de México puede asociarse con diferente sensibilidad a los nitratos, realizamos
ensayos de toxicidad aguda en cuatro especies de la subfamilia Goodeinae. Los criterios
conductuales e histopatoldgicos separaron a las especies muy sensibles y menos sensibles
a la exposicion aguda. Skiffia lermae fue expuesta a concentraciones ecoldgicamente
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relevantes de nitratos y fue la especie mas sensible. Los resultados muestran que la
exposicion cronica a nitratos altera la conducta y la histologia branquial y hepatica desde
concentraciones menores a los limites de nitratos permisibles para consumo humano.

Palabras clave

alteracion de la conducta, branquias, goodeinos, higado, histopatologia, impacto antropogénico,

toxicidad aguda del nitrato

Introduccion

Después de la pandemia, un momento historico clave de esta primera mitad del siglo XXI,
se hizo evidente una vez mas la profunda relacion del ser humano con el medio silvestre.
Mas aun, se puso de manifiesto como las consecuencias negativas de las actividades
humanas pueden tener repercusiones a escala global y a un ritmo muy acelerado. Uno de
los ejemplos mas representativos de la rapida degradacion de los ecosistemas es la
contaminacién de los cuerpos de agua. Dicha contaminacidon es una de las mayores
amenazas para el mantenimiento de los ecosistemas de agua dulce y la supervivencia de los
organismos que los habitan, como los peces.

Entre los contaminantes persistentes en los ecosistemas de agua dulce esta el nitrégeno,
un elemento fundamental para el desarrollo y crecimiento de las plantas. Sin embargo, su
exceso y la omnipresencia de sus formas idnicas mas comunes —el amonio, el nitrito y el
nitrato— provocan severos problemas ambientales. El ion nitrato es |la forma mas estable y
abundante de nitrégeno en los ecosistemas de agua dulce y se considera contaminante una
vez que sobrepasa los niveles en los que se encuentra de manera natural. A diferencia de
otros contaminantes emergentes (cuya presencia no es nueva, pero si la preocupacion de
su impacto en los ecosistemas), como plaguicidas, residuos de medicamentos, hormonas y
drogas, se ha demeritado el impacto del nitrato debido a que no alcanza concentraciones
letales en ambientes naturales. No obstante, algunos estudios sugieren que las
concentraciones de nitratos reportadas en varios ecosistemas de agua dulce pueden
generar efectos téxicos en los organismos (Edwards y Guillette 2007). Un efecto toxico se
manifiesta por cambios o alteraciones que afectan la funcidon normal de un organismo y
dependen principalmente de la concentracion de exposicion y de la sensibilidad de las
especies. Los niveles de nitrato presentes en cuerpos de agua del centro de México como
resultado de procesos naturales y de actividades agropecuarias, ganaderas, industriales y
domésticas, pueden alcanzar los 18 mg/L. Este es el caso de uno de los sistemas
dulceacuicolas mas contaminados, el rio Lerma, en el cual el nimero de especies se ha
reducido notablemente en las Ultimas décadas (Lyons et al. 2019).

El centro de México es una regién importante en diversidad de ecosistemas acuaticos, los
cuales albergan una alta riqueza de especies de peces. La mayoria de estas especies son
endémicas, como todas las de |la subfamilia Goodeinae. Este grupo de peces se considera
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uno de los mas representativos de la zona y sus especies se encuentran en diferentes
niveles de riesgo de extincion. Se ha propuesto que la contaminacion es una de las causas
del declive de algunas de las poblaciones de goodeinos en el centro de México (Lyons et al.
2019). De acuerdo con la [UCN (2023), de las aproximadamente 41 especies de goodeinos,
13 estan en peligro de extincion critico, 14 en peligro, seis son vulnerables, dos estan
extintas en estado silvestre y una extinta.

De acuerdo con criterios ecoldgicos, Skiffia lermae, Xenotoca variata, Goodea atripinnis y
Alloophorus robustus son goodeinos con diferente sensibilidad a la perturbacién de su
ambiente (Lyons et al. 2000; Figura 1). Especies como S. lermae y A. robustus persisten en
ambientes poco contaminados, como manantiales, mientras que otras, como X. variata y G.
atripinnis, se distribuyen ampliamente en ambientes con diferentes niveles de perturbacion.
De acuerdo con estos patrones de distribucion, S. lermae y A. robustus son especies
clasificadas como sensibles, la primera amenazada y la segunda vulnerable. Por su parte, X.
variata y G. atripinnis se consideran especies tolerantes y en preocupacion menor. Con el
objetivo de evaluar si esta distribucion esta asociada con una sensibilidad diferencial a los
nitratos, realizamos ensayos de toxicidad aguda durante 96 horas a concentraciones letales
en las cuatro especies de goodeinos (Villa-Villasenor et al. 2022). Una vez identificada la
especie mas sensible, se realizaron ensayos de exposicidon cronica durante dos meses a
concentraciones subletales y ecolégicamente relevantes.

Figura 1. Fotografias representativas de las especies de la subfamilia Goodeinae. Skiffia lermae (A);
Xenotoca variata (B); Goodea atripinnis (C); Alloophorus robustus (D). Barra de escala= 5 mm
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Sensibilidad diferencial a la exposicion aguda a los nitratos en especies de la subfamilia Goodeinae

En todas las especies se evalud la supervivencia, la concentracién letal 50 (CL 59), que es la
concentracion a la cual muere el 50% de la poblacion experimental en 96 horas, las
alteraciones en la conducta de nado, asi como las alteraciones histopatoldgicas en las
branquias y el higado. Estas medidas se utilizaron para calcular un indice de respuesta
integrada que permitiera obtener una mejor perspectiva del dano del contaminante en el
organismo.

Fue posible observar que las especies presentan una sensibilidad diferencial a la exposicion
a nitratos en todas las variables evaluadas. Skiffia lermae y X. variata presentaron una
disminucion significativa en su supervivencia a menores concentraciones de nitratoy en un
menor tiempo de exposicion. En cambio, la supervivencia de G. atripinnis y A. robustus
disminuyd a concentraciones mas altas. De acuerdo con lo esperado, S. lermae presento el
menor valor de CL 59 y A. robustus el mayor. Al comparar los valores de CL 5q, |la especie con
el valor mas bajo se considera la especie mas sensible.

Otro parametro que se evalud fue la conducta de nado. Esta conducta es muy sensible a
alteraciones en el intercambio gaseoso. Los primeros cambios incluyen el desplazamiento
de los peces hacia la superficie de la columna de agua, y si la deficiencia de oxigeno continua
o se hace mas pronunciada, los peces se van al fondo. La especie S. lermae presento
alteraciones conductuales a menores concentraciones de nitrato y a menor tiempo de
exposicion, seguida de X. variata. Por el contrario, G. atripinnis y A. robustus presentaron
alteraciones conductuales a mayores concentraciones y a tiempos de exposicion mas largos.
Entre estas dos especies, G. atripinnis presentd la menor alteracion en |la conducta a la
misma concentracion y tiempo de exposicion al nitrato.

La principal via de absorcion de los nitratos en los peces son las branquias. Estos 6rganos
son los encargados del intercambio gaseoso (oxigeno-diéxido de carbono) y se encuentran
en contacto permanente y directo con el medio acuoso y las sustancias contenidas en él
(Evans et al. 2005). El higado es un 6rgano que participa en la detoxificacion de
contaminantes provenientes del tracto gastrointestinal y las branquias. Observamos que S.
lermae presentd alteraciones en las branquias con una importancia patolégica marcada (i.e.,
pérdida parcial o total de la funcion del érgano. Figura 2) a menudo irreversible (Bernet et
al. 1999). En contraste, el resto de las especies presentaron alteraciones minimas (G.
atripinnis y A. robustus) a moderadas (X. variata) en las branquias (Figura 2), las cuales en su
mayoria pueden ser reversibles si el contaminante es retirado. Con respecto al higado, X.
variata fue la especie que presentd mayor dano, seguida de S. lermae; mientras que la
especie con el menor dano fue G. atripinnis (Figura 3). En conjunto, el analisis integrado de
todos los biomarcadores muestra que la especie mas sensible es S. lermae y la menos
sensible es G. atripinnis (Villa-Villasefor et al. 2022).
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Control CL 59
S. lermae F
Lp HMIiC H
LS MiC
MC
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PC LP E
C
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Figura 2. Fotografias representativas de cortes histoldgicos de branquias de peces de la subfamilia
Goodeinae expuestos a nitratos. Organismos control (A-D); organismos expuestos a concentraciones
letales 50 (CL 59 ) de nitratos (E-H. Modificado de Villa-Villasenor et al. 2022). A, Aneurisma de lamelas
secundarias; C, Curvatura de lamelas secundarias; E, Edema de lamelas secundarias; EC, Células
epiteliales; El, Edema del epitelio interlamelar; F, Fusion de lamelas secundarias; H, Hiperemia de lamelas
secundarias; HEI, Hiperplasia del epitelio interlamelar; HEL, Hiperplasia del epitelio lamelar; HMC,
Hiperplasia de las células de moco; HMIC, Hiperplasia de las células ricas en mitocondrias; MC, Células de
moco; MiC, Células ricas en mitocondrias; PC, Células pilares; PL, Lamela primaria; SL, Lamela secundaria.
Barra de escala =50 pm.
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Control CLsg
S
NH
S. lermae N
SD
VvV
X. variata H
N RDNF
S
H
VvV
G. atripinnis
N
S
A. robustus
VvV
N SD
S H NP

Figura 3. Fotografias representativas de cortes histologicos de higado de peces de la subfamilia Goodeinae
expuestos a nitratos. Organismos control (A-D); organismos expuestos a concentraciones letales 50 (CL 59)
de nitratos (E-H. Modificado de Villa-Villasenor et al. 2022). H, hiperemia; N, ntucleo del hepatocito; NH,
hipertrofia nuclear; NP, nucleos picnéticos; RDNF, reduccion en la densidad nuclear de hepatocitos; S,
sinusoides; SD, dilatacién de sinusoides; V, vacuolizacion del citoplasma . Barra de escala = 50 pm
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Los criterios conductuales e histologicos apoyan la clasificacidon ecolégica para S. lermae y
G. atripinnis. Sin embargo, es evidente que X. variata, una especie previamente considerada
como tolerante debido a su amplia distribucion geografica, presenta bioindicadores de alta
sensibilidad a los nitratos. Por su parte, A. robustus, una especie considerada como sensible
a la contaminacion ambiental, presenta mayor resistencia a la exposicion a los nitratos.

La aplicacién de concentraciones ecoldégicamente relevantes de nitratos (10 y 20 mg/L de
nitrato de sodio durante dos meses) en S. lermae, la especie que resultd ser la mas sensible
en el experimento anterior, muestra que los individuos tratados presentan alteraciones
conductuales y marcadores histopatoldogicos en branquias e higado a concentraciones de
10 mg/L. Esta concentracion es aun menor que el limite permisible de nitratos en agua para
uso y consumo humano de 11 mg/L (Norma Oficial Mexicana PROY-NOM-127-SSA1-
2017). Lamentablemente, no existen alin en México criterios ecolégicos de calidad de agua
que establezcan los limites permisibles para la proteccion de la vida acuatica en
ecosistemas dulceacuicolas. Nuestros resultados son un referente importante.

:Qué tienen en comun las especies mas sensibles, y en qué difieren de las menos
sensibles?

Los resultados sugieren que aquellas especies que presentan un mayor dano branquial
alteran su conducta de nado para compensar la deficiencia de oxigeno y esto disminuye su
capacidad para sobrevivir. Por su parte, aquellas especies que presentan mayor dano
hepatico y preservan la funcion branquial tienen mayores posibilidades de sobrevivir en
altas concentraciones de nitratos. Nuestros resultados de ninguna manera sugieren que los
peces con menor sensibilidad a los nitratos estan en menor riesgo que los peces mas
sensibles. Por el contrario, ponen de manifiesto la relevancia de realizar estudios de este
tipo que integren las observaciones ecoldgicas con ensayos toxicologicos y bioindicadores
conductuales y fisioldgicos. Mas aun, nuestros resultados resaltan la urgencia de establecer
criterios de calidad del agua que incluyan las necesidades fisiolégicas de los organismos que
habitan los ecosistemas dulceacuicolas con el objetivo de aminorar la pérdida de especies y
preservar la integridad funcional de los cuerpos de agua de México.
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