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Resumen

Los compuestos nitrogenados son contaminantes comunes, cuyas
concentraciones han incrementado significativamente en los cuerpos
de agua como resultado de las actividades humanas. El presente
estudio prob¢ el efecto crénico causado por los nitratos (NaNO,)
en el caracol de lodo neozelandés Potamopyrgus antipodarum
(organismo aceptado para pruebas toxicolégicas agudas y crénicas).
Para ello, hembras adultas se sometieron a una exposicion cronica
a: 1.47,2.97, 3.41, 6.5, 20.7 y 97.5 mg N-NO,/L durante un periodo
de 49 dias (4 repeticiones por tratamiento = 40 Q por concentracion).
Los efectos a evaluar fueron a) supervivencia, b) nimero de recién
nacidos (RN) promedio producidos por hembra (vivos y muertos),
c) desempefio de las hembras adultas (tiempo de recuperacion
de su posicion original al colocarlas con el opérculo hacia arriba y
d) desempefio de los RN (prueba de locomocion). Los resultados
evidenciaron que desde el dia 42, la concentracion 97.5 mg N-NO,-
N/L caus¢ la mortalidad de méas del 50% de los caracoles expuestos
e inhibid casi totalmente la actividad reproductiva. Las hembras
expuestas a las cuatro concentraciones menores produjeron un
numero significativamente mayor de crias comparativamente con las
expuestas a 20.7 mg N-NO,/L. La locomocion de los RN también
mostré un efecto dependiente de la concentracion de exposicion
(a mayor concentraciéon menor locomocién); aunque las diferencias
se hicieron evidentes a partir de la concentracion 6.5 mg N-NO,/L.
El tiempo de recuperacion de la posicion normal de las hembras
adultas, de nuevo fue mayor a 20.7 mg N-NO,/L comparativamente
con lo observado en las concentraciones mas bajas. P. antipodarum
es un organismo sensible que inhibe su reproduccion y desempefio
a partir de concentraciones de 20.7 mg N-NO,/L y la locomocion de
los RN a 6.5 mg N-NO,/L.
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Abstract

The nitrogenous compounds are common contaminants, whose
concentrations have significantly increased in the water bodies
as result of human activities. The present study tested the chronic
effect caused by nitrates (NaNO,) on the New Zealand mud snail
Potamopyrgus antipodarum (which has been accepted for acute and
chronic toxicological tests). Adults snails were exposed to chronic test
to 1.47, 2.97, 3.41, 6.5, 20.7 and 97.5 mg N-NO/L for 49 days (four
replicates per treatment = 40 @ per concentration). The evaluating
effects were: a) survival, b) average number of new born per female
(RN) (alive or death), c) adult performance (recuperation time to
go back to original position after been placed with the operculum
up) and d) RN performance (locomotion test). The results showed
that from day 42, the concentration 97.5 mg N-NO,/L caused more
than 50% of mortality to exposed snails and almost total inhibition
of the reproductive activity. The females exposed to four lower
concentrations produced significantly bigger number of offsprings
in comparison to females exposed to 20.7 mg N-NO,/L. The RN
locomotion also presented a depending effect to concentration
of exposition (to higher concentration lower locomotion); although,
differences were evident from concentration 6.5 mg N-NO,/L. The
recuperation time to normal position of adult females was again
higher at 20.7 mg N-NO,/L comparatively to the observations at lower
concentrations. P. antipodarumis a sensible organism, that inhibits its
reproduction and performance from concentrations 20.7 mg N-NO /L
and RN locomotion at 6.5 mg N-NO,/L.

Key words: water quality, indicators, nitrates, chronic toxicity, P.
antipodarum

Introduccion

La calidad de agua es un factor determinante en el
bienestar humano. Desde hace aproximadamente 60
afos se reconoce la importancia de contar con agua
“limpia” (Craig et al. 2017). Para determinar la calidad o el
grado de contaminacion del agua, se han desarrollado
pruebas estandarizadas, como la prueba de toxicidad
concentracion letal 50 (CL50), que determina la
concentracion de una sustancia que causa 50%
mortalidad de la poblacién de prueba en un periodo
de 96 horas. La CL50 es una prueba aguda que se
ha aplicado como un criterio primario para establecer
niveles de tolerancia en los marcos normativos de
diversos paises. No obstante, para conocer con
mayor detalle los efectos de una sustancia toxica a lo
largo de una etapa o del ciclo de vida se aplican las

< Dra. Rebeca Aneli Rueda Jasso, rebeca.rueda@gmail.com
Laboratorio de Biologia Acudtica, Facultad de Biologia, Universidad
Michoacana de San Nicolds de Hidalgo. CP 58030 Morelia, Michoacan,
México.

pruebas cronicas (Alonso y Camargo 2009). Estas
generan resultados valiosos pues permiten representar
condiciones similares a las del ambiente en donde un
toxico esta presente en concentraciones moderadas
por periodos prolongados. En paises con normativas
estrictas se ha iniciado el uso de limites de tolerancia
cronicos.

La presencia de compuestos nitrogenados (NH,, NH,,
NO, y NO,) se han asociado a la perdida de habitat y
amenaza para las comunidades acuaticas en particular
de peces. Aunque la fuente mas frecuente de nitrégeno
inorganico resultante de las actividades antropogénicas
son los nitratos (Soucek y Dickinson, 2012), estos
han recibido poca atencion comparativamente con el
amonio y los nitritos, lo cual es debido a la marcada
toxicidad de estos ultimos (Camargo y Alonso, 2006).

El caracol de lodo neozelandés (Potamopyrgus
antipodarum) es un organismo de agua dulce, que ha
invadido numerosos ecosistemas (Alonso y Castro-Diez,
2008). P. antipodarum es un organismo adecuado para
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la realizacion de pruebas toxicoldgicas e incluso existen
protocolos estandarizados para determinacion de
disruptores endocrinos utilizando a esta especie (OECD,
2010). El presente estudio realizd una prueba cronica
para conocer el efecto de los nitratos en la supervivencia,
en la capacidad reproductiva y desempefio de las
hembras adultas y de los recién nacidos.

Materiales y métodos
Los organismos de prueba (adultos de P. antipodarum)
se colectaron en el lago Rotorua, Nueva Zelanda
(38002'04.88”S, 17601529.56"E) y se transportaron
al laboratorio (NIWA). Se seleccionaron grupos de
10 adultos con talla entre 3.52 a 3.94 mm, que se
distribuyeron al azar en frascos de vidrio (FV) de 500
mL, con tapa de malla nylon (660 um) para evitar los
escapes. Cada FV contd con un sistema de aireacion
de fondo, con burbuja fina. Cuatro FV se colocaron
sumergidos en un recipiente plastico con 5 L de
solucion de exposicion (SE) (agua del sitio de colecta
+ toxico). La SE recirculo del recipiente hacia el FV a un
intervalo de 500 mL cada 45 min. Las concentraciones
nominales fueron O, 1, 2, 5, 20 y 100 de mg N-NO,/L,
con cuatro repeticiones cada concentracion. Estas se
prepararon a partir de una soluciéon madre de 300 ppm
de NaNO3 (GR Merck, Alemania).

Las pruebas se realizaron en un cuarto aislado con
un fotoperiodo 16 Luz: 8 Oscuridad y temperatura 20.5
+ 0.5°C. Los organismos se alimentaron cada 48 h, con
30 pg de la mezcla 50:50% alga Spirulina liofolizada
(Lifestream, Nueva Zelanda) y hojuela molida Sera
Flora (Sera, Alemania), previamente diluida en agua.
La aireacion se detuvo durante 30 min para facilitar la
alimentacion.

Supervivencia y produccién promedio de crias por
hembra

Cada semana se realizd el recambio de la solucion
de exposicion, se contabilizé y separé a las hembras
adultas muertas. En tanto que el agua extraida de cada
FV se filtr6 (con un tamiz de 100 pm), se separaron
y contaron los recién nacidos (RN) y se pasaron a
recipientes de 50 mL con agua limpia. Con ayuda de
un microscopio estereoscopio, se contabilizaron los RN
como vivos 0 muertos y se calculd la produccion de RN
en funcion del nimero de hembras sobrevivientes.

Calidad del agua

Previo al proceso de renovacion de la solucion
de exposicién se tomaron muestras de agua para
evaluar los parametros fisicoquimicos del agua: pH
(potenciémetro Orion modelo 290 A), O,, salinidad y
conductividad (Hatch HQ40d), dureza (titulaciéon con
EDTA) y a concentracion de NH, y NO, (método Lachat,
en un analizador de flujo).

Desempeiio de los RN

Este se evalué con una prueba de locomocion, en
la cual se introdujo individualmente un organismo
en un tubo capilar (por succion, con ayuda de una
micropipeta); en seguida por gravedad se ubico al
organismo en el extremo de la columna de agua.
Posteriormente, bajo el microscopio se colocé en forma
horizontal el capilar, ajustando el borde del agua con la
reglilla del ocular y se aplicéd una fuente de luz LED para
provocar la respuesta de fototropismo negativo del RN.
Se midi6 el desplazamiento del RN durante un minuto.
Para el andlisis de datos se utilizd el programa CETIS
(Comprehensive Environmental Toxicity Information
System program) version 1.8.8.2.

Desempeiio de las hembras adultas

Al final de experimento, las hembras se colocaron
en forma individual en una caja de Petri, con agua
cubriendo completamente a los organismos y con unas
pinzas se les coloco con el opérculo hacia arriba. Para
cada individuo se contabilizé el tiempo que tardaron en
regresar a su posicion original, teniendo como maximo
tres minutos.

Resultados y discusion
La Tabla 1 presenta los parametros fisicoquimicos del
agua cuantificados en cada una de las concentraciones
en las que se realizo la exposicion crénica (promedios +
error estandar). La calidad del agua se mantuvo estable
durante el periodo experimental. Las concentraciones
de exposicion fueron 1.47, 2.97, 3.41, 6.5, 20.7 y
97.5 mg N-NO/L, las cuales correspondieron a las
concentraciones nominales. El grupo control presento
una concentracion baja de nitratos (1.47 mg N-NO,/L),
los cuales pueden ser resultado del alimento sin
consumir y de las heces.

En todos los tratamientos se observd que las

Tabla 1. Parametros de calidad del agua durante la exposicion cronica de los adultos de P. antipodarum a NaNO, (concentraciones objetivo).

Concentracion (mg NO,-N/L)

Parametro

0 2 5 10 20 100
Temp °C 21307 21.2+0.8 211 +£0.8 211+0.8 211+0.8 211 +£0.8
Sal°/ , 0.05 + 0.01 0.07 = 0.02 0.07 +£0.02 0.08 + 0.02 0.12 £ 0.02 0.37 +0.14
Cond pS 102.0+6.2 116 £ 9.8 127.3 £ 28.3 160.8 = 29.1 2568.2 + 30 850.8 + 38.5
NO,-N* 1.30 + 0.38 3.15 + 1.47 3.39 £ 0.54 6.49 + 1.25 21.3+4.49 98.4 + 7.31

Valores presentados como promedio + error estandar y concentraciones en mg NO,-N/L
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concentraciones de nitratos (N-NO,) variaron ligeramente
al evaluar la calidad del agua previo al momento del
recambio; esta variacion pudo ser el resultado de la
descomposicion del alimento no consumido y heces de
las hembras.

La mortalidad de los adultos de P. antipodarum
aumenté conforme se incrementd la concentracion a la
que estuvieron expuestos (figura 1). La concentracion
97.5 mg N-NO,/L causé mortalidad del 50% de los
organismos expuestos y los organismos restantes
presentaron una inhibicion casi total de la reproduccion
y por ello los escasos datos no se incluyeron en el resto
de los andlisis. Las mortalidades registradas en los
grupos expuestos a 2.97, 3.41y 6.5 mg N-NO,/L fueron
muy similares, si bien a 20.7 mg N-NO,/L ya se observa
un efecto significativo.

Los resultados de mortalidad se complementaron
con los valores calculados de concentracion efectiva
(EC) (CETIS), que causan 10, 20 y 50 por ciento de
mortalidad, asi como los correspondientes limites
de confianza (tabla 2). En ellos se observa que un
mayor tiempo de exposicion la EC 10 y 20 disminuye
marcadamente.

Los resultados del presente estudio coinciden
parcialmente con lo observado por Camargo y Alonso
(2013), quienes registraron en una exposicion cronica en
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Tabla 2. Resultados de concentracion efectiva calculada (EC) en
10, 20 y 50% de los organismos de prueba y limites de confianza
(Programa CETIS).

‘ Day ‘ Level mg/L LCL UCL

EC10 7.61 216 14.98

28 EC20 23.06 1112 47.28
EC50 >97.5 na na

EC10 2.78 1.02 2.06

56 EC20 9.57 5.32 15.14
EC50 ~100 na na

P. antipodarum que concentraciones 44.9, 81.8 y 156.1
mg N-NO,/L no es letal para los organismos, aungue si
alteran su desempefio, evaluado este como capacidad
reproductiva y velocidad de desplazamiento.

La produccion de recién nacidos (RN) en las
concentraciones 1.47 (control), 2.97, 3.41 y 6.5 mg
N-NO,/L fue comparativamente similar entre estos
grupos (sin diferencias estadisticas). Los organismos
expuestos a la concentracion 20.7 mg N-NO,/L
produjeron significativamente menor numero de RN
(figura 2). El conteo de RN muertos fue el mas bajo
en el grupo control y no se observaron diferencias
entre el resto de los tratamientos. No obstante, en la
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Figura 1. Supervivencia de las hembras adultas de caracol de lodo neozelandés (P. antipodarum) durante 49 dias de exposicién
cronica a NaNO,, expuestas a cinco concentraciones promedio y un grupo control.
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concentracion 20.7 mg N-NO,/L se registraron nimeros
similares de RN vivos y muertos (figura 2).

El nimero de RN producidos por P. antipodarum
expuestos a concentraciones de 21.4, 44.9, 81.8 y 156.1
mg N-NO,/L en los experimentos realizados por Alonso
y Camargo (2013) fue significativamente menor al grupo
control. Esto es similar alo que se observo en el presente
estudio, aunque las concentraciones menores parecen
no tener un efecto marcado e incluso pudiera pensarse
que concentraciones de 6.5 mg N-NO,/L estimulan la
reproduccion, quizas como un mecanismo de defensa
ante el estrés provocado por los nitratos.

Los resultados de desempefio de los RN en las
pruebas de locomociéon mostraron que 10s organismos
nacidos en la concentracion 6.5 y 20.7 mg N-NO,/L
presentaron desplazamientos significativamente
menores con respecto a los organismos provenientes
de las otras concentraciones (figura 3). Una situacion
similar se registré6 cuando se evalu¢ la velocidad de
desplazamiento de adultos de la misma especie, los
cuales disminuyeron su velocidad con respecto al grupo
control después de 25 y 38 dias de exposicion continua
a los nitratos (Alonso y Camargo 2013).

El desempefio de las hembras adultas, evaluado
como la capacidad de regresar a su posicion original
cuando se les colocd con el opérculo hacia arriba
mostré que en la concentracion de 20.7 mg N-NO,/L
fue mayor el tiempo para completar este proceso.
Por su parte, los organismos expuestos a menores
concentraciones y el grupo control mantuvieron tiempos
de respuesta similares (figura 4). En las observaciones
al microscopio estereoscopio durante esta prueba se
observé una evidente debilidad de las hembras para
enderezarse, la cual se manifesté como un esfuerzo
repetido por alcanzar la superficie de la caja de Petri.
En las hembras de la concentracion 20.7 mg N-NO,/L,
el pie no lograba alcanzar la superficie, lo cual difiri¢
comparativamente con las hembras del grupo control
0 expuestas a concentraciones bajas que estiraban
el pie, lo pegaban a la superficie y volteaban a su
posicion original en segundos. Respuestas similares
a esta fueron las observadas por Alonso y Camargo
(2013) en el que los organismos de la misma especie,
que disminuyeron la velocidad de desplazamiento por
efecto del estrés cronico de los nitratos. No obstante,
dados los escasos estudios realizados en moluscos
sobre el efecto los compuestos nitrogenados, son
limitadas las comparaciones que pueden hacerse. Sin
embargo, estudios realizados en peces han identificado
diferentes niveles de sensibilidad a los nitratos, si bien
la mayorfa de las pruebas fueron agudas. En el caso de
la trucha (Oncorhyncus mykiss), la exposicion crénica
a los nitratos (80 a 100 mg/L) durante tres meses,
modificd su patrén de nado y provocd mayor nimero
de peces que nadaron de lado conforme aumento el
tiempo de exposicion, aunque la velocidad no se vio
alterada (Davidson et al., 2014).
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Figura 2. Promedio de recién nacidos vivos y muertos por hembra
del de caracol (P. antipodarum) durante la exposiciéon crénica a
nitratos (mg NO,-N/L) (49 dias). Super indices indican diferencias
significativas (p<0.05).
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Figura 3. Distancia promedio (mm) recorrida por los recién nacidos
del caracol (P. antipodarurm) durante la exposicion cronica a NaNO,
(49 dias). Letras como super indices indican diferencias significativas
(p<0.05).
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Figura 4. Prueba de desempefio (tiempo en recuperar su posicion
normal al colocarlas con el opérculo hacia arriba) realizada a las
hembras adultas al final de periodo de exposicion (49 dias) a los
nitratos. Super indices indican diferencias significativas (p<0.05).
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P. antipodarum es un organismo sensible a los
nitratos que a partir de concentraciones de 20.7 mg
N-NO,/L presentan mortalidad y disminucion de la
capacidad reproductiva (medida como disminucion en
la produccion de crias). Cuando la exposicion es menor,
las hembras adultas sobreviven y se reproducen, sin
embargo, se observa que aun bajas concentraciones
afectan el desempefio de los adultos (tiempo en
recuperar su postura normal) y la locomocién de los
recién nacidos.

En su mayor parte, la informacion que existe sobre el
efecto toxico de los nitratos en diversos grupos, incluye
pruebas agudas (CL50), en las cuales se determina la
concentracion de un compuesto que mata al 50% de
los organismos de prueba. Sin embargo, las pruebas
croénicas representan mejor lo que ocurre en el ambiente,
donde concentraciones moderadas (compuestos
que disminuyen su concentracion por dilucion en los
cuerpos de agua) afectan por periodos prolongados a
los organismos. Los efectos cronicos, particularmente
aquellos que afectan el crecimiento, desarrollo vy
reproduccion impactan a las poblaciones de manera
sutil, pero no por ello menos contundente. Por lo anterior,
es relevante complementar la informacion existente de
los efectos agudos con las respuestas cronicas, para
de esta manera tener herramientas de decision mas
completas respecto a los niveles de tolerancia de los
nitratos y de cualquier otro compuesto.
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