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RESUMEN

La explosion demografica, el desarrollo industrial y agricola han incrementado la
demanda del recurso hidrico, esto ha repercutido en la calidad del mismo. La
modificacion de las condiciones naturales afecta también a la fauna silvestre que
depende deéste recurso. El presente estudio se realizé en el poblado de Bejucos
Municipio de Tejupilco, Estado de México, para determinar el grado de
contaminacion del rio Bejucos y el posible efecto de los contaminantes sobre la
ardilla Spermophilusadocetus(Mammalia: Sciuridae).Se realizaron dos colectas en
épocas contrastantes del afio. En el campo se medio la temperatura, pH, y
oxigeno disuelto del agua, mientras que en el laboratorio se cuantificlos niveles
de nutrientes (nitritos, nitratos, fosforo y amonio) y dioxido de carbono en el agua.
El andlisis de contaminantes incluyo: detergentes, la calidad sanitaria,presencia de
los herbicidas Paraquat y 2,4-D; y el metal: cadmio. Se colectaron 30 ejemplares
de Spermophilusadocetus, de los quese obtuvieron biopsias de: higado, testiculo y
ovario para efectuar un analisis histolégico por tincién de rutina hematoxilina-
eosina. Losbejemplares colectados en la zona de mayor contaminacién del rio se
encontro inflamacion aguda en higado a diferencia de la zona control; asi como
espermatidas, espermatozoides y oocitos que no estuvieron presentes en los
ejemplares de los demés sitios. Estas diferencias sugieren un desfase en el
desarrollo reproductivo, posiblemente a consecuencia de la contaminacion por

herbicidas.



ABSTRACT

Population explosion, industrial and agricultural development have increased the
demand of water resources and has affected their quality. The modification of
natural conditions also affects wildlife that depends on water resources. A study in
the town of Bejucos, Tejupilco Municipality, State of Mexico, was conducted to
determine the level of pollution in the River Bejucos and possible effects of
contaminants on the squirrel Spermophilusadocetus. Two samplings were carried
out in contrasting season of the year. Temperature, pH and dissolved oxygen were
measure in situ. Nutrients (nitrite, nitrate, phosphorus and ammonia), and carbon
dioxide in water were analyzed in the laboratory. Contaminants analysis included:
detergents, Streptococci, Coliform, also the presence of herbicides such as
paraquat and 2,4-D, and the metal: cadmium. 30 specimens of
Spermophilusadocetus were collected and biopsies from liver, testis, and ovary
were obtained for histological analyzes (hematoxylin-eosin staining). The
specimens collected in the area of highest contamination of the river showed acute
inflammation of the liver as opposed to the control zone, besides the presence of
spermatids, sperm and oocytes that were not present in the specimens from the
rest of the sampling localities, which did not show spermatogenesis. These results
suggest a gap in the reproductive development,possibly as a result of herbicides

pollution.
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1. INTRODUCCION



En las ultimas décadas se ha incrementado la demanda del recurso hidrico, debido a
la explosién demografica, al desarrollo industrial y agricola y estoha repercutido en la
calidad del mismo. La calidad del agua puede modificarse tanto por causas
naturales, como por factores externos; entonces se habla de contaminacion. Algunas
de las formas mas serias, pero frecuentemente menos obvias de contaminacion, son
las provenientes de fuentes “difusas”, que son aquellas en las que el contaminante
no entra al agua desde un solo punto; estas se observan en areas agricolas y de
pastoreo, asentamientos humanos, escurrimientos de aguas superficiales y la
infiltracion hacia el subsuelo (Schmitz, 1995).
Los contaminantes que logran llegar a los cuerpos de agua, incluyen toxicos que
pueden potencializar sus efectos e impacto en los ecosistemas en funcion de:

e Su origen.

e Su destino

e La magnitud y distribucion de la mancha del contaminante.

e Las formas de acceso de los contaminantes al sitio, lacercania de

poblaciones a los cuerpos de agua.
e Eltipo de vegetacion, clima y topografia del sitio.
e Las caracteristicas hidrogeoldgicas(Volke-Sepulveda y Velazco, 2002; Abel,

1996).



Lo anterior implica que puedan presentarse interacciones entre los contaminantes, y
unabioacumulaciondiferente que dependera de cada especie y del tiempo de
exposicion a los toxicos.

Ademas de los contaminantes, el ingreso de agua residual no tratada en ambientes
acuaticos implica la incorporacion excesiva de nutrientes, sobre todo fésforo, nitrogeno
y materia organica proveniente de los desechos domeésticos e industriales. Todo ello
genera efectos toxicos y modificalos procesos ecoldgicos, causandoel agotamiento
deoxigeno disuelto, alteraciones del pH, el arrastre y proliferacion de bacterias
coliformes y estreptococos, entre otros. En muchas ocasiones este tipo de agua suele
acomparfarsede metales toxicos y plaguicidas que tienden a depositarse y acumularse
en el sistema acudtico y en los seres vivos, que emplean este recurso. Esta
acumulacion en los organismos puede llegar a los méas altos niveles de la cadena
alimenticia, debido a la bioacumulacion que experimentan los depredadores. Esto
puede ocasionar malformaciones, disminucion del éxito reproductivo e incluso la
muerte (Valdez& Vazquez, 2003).

La agricultura es la mas frecuente responsablede una parte de la contaminacion del
aire, del agua y del subsuelo, eutrofizacion de los sistemas acuéticos, emanaciones de
gases invernadero y es la fuente antropogénica mas importante de amonio y la causa
principal de la lluvia acida. Los meétodos agricolas involucran el uso de diversos
guimicos como los plaguicidas, y la amplitud de su aplicacion ha conducido a la
pérdida extensiva y permanente de la biodiversidad en muchos lugares. Esto ha sido

evidenciado en diferentes comunidades. Como por ejemplo en los invertebrados en
3



general (Bentonet al., 2002; Heaneyet al., 2001; Schulz y Liess, 1999); las mariposas
en el Reino Unido (Longleyet al., 1997); y en vertebrados, comolas aves que viven en
terrenos agricolas en Europa (Donald et al., 2001; Krebs et al., 1999; Newton, 2004) y
los anfibios en Australia y América del Norte. Ademas de la pérdida biolégica se ha
documentado la erosion y pérdida de la permeabilidad de los suelos, aumento de la
vulnerabilidad a las plagas y enfermedades, todo lo cual conduce al desequilibrio y
agotamiento de los agrosistemas (Campbell, 1999; Davidsonet al., 2002).Por lo

anterior, se puede asumir que estos patrones se repiten en todo el mundo.

A partir del desarrollo de la industria de los plaguicidas quimicos sintéticosen la
década de los 40 del siglo pasado, el uso de estas sustancias aumenté de manera
continua en las actividades agropecuarias, el control de vectores de importancia
sanitaria, entre otros (Badii& Landeros, 2006). En 1995 se lleg6 a utilizar cerca de
cinco millones de toneladas de estas sustancias a nivel global, posteriormente se ha
observado una tendencia a la reduccion del uso de estos compuestos en los paises
industrializados; sin embargo, su aplicacion intensiva en los paises en desarrollo

continta (Torres y Capote, 2004).

La aplicacion de estas sustancias para controlar los organismos indeseables en los
habitat terrestres y acuaticos es mundial, de los cuales se ha calculado que se utilizan
hasta 2.5 millones de kilogramos de ingredientes activos al afio (Davidsonet al., 2001).
Se supone que estos plaguicidas estan disefiados para matar a un selecto grupo de

organismos, sin embargo, el impacto de estas sustancias sobre otros organismos es
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desconocido vy dificil de predecir. Esta situacion se debe a que durante el proceso de
registro de plaguicidas se ponen a prueba muy pocas especies no objetivo, de manera
gue los efectos en ellos se desconocen (Cooney, 1995). Es probable que exista una
gran cantidad de eventos de envenenamiento por plaguicidas en organismos no
objetivo, que quedan sin registrar. El impacto de estas sustancias a estos organismos
se debe a su transporte en el ambiente, ya que después de su aplicacion terrestre o
aérea, los plaguicida son detectados en el suelo y el agua, a donde llegaron a través
del escurrimiento, percolacién o por corrientes de aire, y son absorbidos por varios
constituyentes bibticos y abibticos del ecosistema. A medida que estas sustancias son
transportadas pueden ser modificadas quimicamente (de acuerdo a las condiciones de
pH, salinidad del medio, fotooxidacion) o biolégicamente, por descomposicion por

microorganismos o animales superiores (Duffus, 1983).

El factor mas importante que influye sobre la persistencia de un compuesto es la
naturaleza quimica del mismo. Algunas propiedades importantes son: solubilidad en
agua, volatilidad, estabilidad quimica y bioldgica. Los plaguicidas organoclorados,
debido a su estructura, resisten la degradacién quimica y bacteriana. Por lo tanto,
cuando son liberados permanecen inalterados por largo tiempo en el ambiente
(Anguiano, 2005). Se han observado cambios en las poblaciones de los organismos
gue estan expuestos a un toxico en parametros tales como las tasas de desarrollo,

fertilidad y fecundidad, modificaciones en la proporcion de sexos y el comportamiento;



este ultimo implica afectacion en la alimentacion, el forrajeo y la reproduccion (Stark y

Banks, 2003).

Entre los toxicos que afectan de manera importante a los organismos se encuentran
también algunos metales como el cadmio, el mercurio, plomo. Si bien la presencia de
estos metales en el ambiente ocurre de forma natural como producto de la actividad
volcanica, han incrementado su presencia debido a la actividad industrial. En México
una de las principales actividades que aporta estos contaminantes es la mineria.
Actualmente nuestro pais ocupa el tercer lugar a nivel mundial en la produccién de
plata, el quinto en plomo y el sexto en molibdeno y zinc. La obtencion de los metales
se realiza a partir de minerales o de sus concentrados, para lo cual se aplican
procesos pirumetallrgicos en los que se aplica calor, tales como la calcinacion, la
tostacion, la fusién, la volatilizacibn y la metalotermia; asi como procesos
hidrometallrgicos en los cuales se utilizan soluciones acuosas y organicas como la
lixiviacion, la concentracion y la precipitacion (INEGI, 2005; Volke-Sepulveda et al.,
2005). El empleo de estos procesos durante varios siglos de actividad minera en
nuestro pais, ha generado una gran cantidad de residuos quese descargan en los rios,
0 en su defecto,se depositan en grandes pilas en el suelo y a cielo abierto. Esto
genera contaminacién de cuerpos de agua superficiales y mantos acuiferos.

Entre los elementos mas frecuentes en los residuos mineros estanel Pb, Cd, Hg, As, y
Se. Estos metales tienen diferente grado de toxicidad para los organismos y pueden

producir graves dafios a los ecosistemas (Rodriguezet al.,, 2009), incluyendo



organismos silvestres (roedores) y al ser humano.El cadmio (Cd) por ejemplo, es un
elemento no esencial que afecta diferentes rutas metabdlicas y se acumula facilmente
provocando cancer, dafios en el higado, destruccion en la membrana mucosa
pulmonar y gastrointestinal, degeneracion 6sea, ademas de afectar la produccion de
progesterona y testosterona. Se ha estimado que 300,000 toneladas de cadmio son
liberadas al ambiente cada afio, de las cuales entre 4,000 y 13,000 son derivadas de
diversas actividades industriales, asi como durantela aplicacion de fertilizantes y agua
residual en sembradios.El caso de intoxicacion mas conocido por cadmio fue el de la
localidad japonesa de Toyama entre 1940 y 1960, el Cd proveniente de la actividad
minera, contamino el agua de riego de cultivos de arroz, provocando en los lugarefios
el sindrome de Itai-ltai. Este padecimiento afecta fundamentalmente a mujeres
posmenopausicas que habian transitado por etapas de carencia de calcio durante
sucesivos embarazos y lactancias, de este modo ellas se convirtieron en la poblacion
mas susceptible, ya que este metal tiene gran similitud fisicoquimica con al calcio, por
lo que interviene en mecanismos fisiolégicos que lo involucran, de manera que
compite por substratos el calcio, y lo desplaza (Lesmanaet al., 2009; Pérez-Caoll,
2008).

Debido al riesgo asociado a estos contaminantes, es necesario evaluar su presencia
en el ambiente, asi como sus efectos. Esto es importante en zonas rurales, donde el
uso de plaguicidas en cultivos es comun, asi como en areas donde los residuos
mineros son depositados o emitidos. La evaluacion de niveles de estos metales en el

ambiente y sus posibles efectos en los organismos que habitan estos lugares
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permitira establecer el riesgo para su desarrollo y supervivencia. Actualmente se
utilizan organismos llamados biomonitores para evaluar los impactos que tienen los
contaminantes hacia el ambiente de un determinado lugar. El uso de estos organismos
es imprescindible para efectuar estudios ecotoxicologicos en el presente y futuro en
los ecosistemas, debido a la alta sensibilidad de estos organismos, el ingreso de los
toxicos a un sitio tiende a reflejarse en sus estructuras y fisiologia. Esto puede
proporcionar informacion a los investigadores sobre lo que esta sucediendo en el

lugar.

1.1. MARCO TEORICO

El agua residual puede definirse como la que proviene del sistema de abastecimiento
de agua de una poblacién, después de haber sido modificada por diversos usos en
actividades domésticas, industriales y comunitarias. Segun su origen, este tipo de
agua resulta de la combinacion de liquidos y residuos solidos que provienen de
residencias, oficinas, edificios comerciales e instituciones, que se unen a los residuos
de las industrias y las actividades agricolas, asi como a las aguas subterraneas,
superficiales o de precipitacion que se agregan eventualmente. En este tipo de agua
se encuentra una gran variedad de materiales organicos e inorganicos, suspendidos o
disueltos. La mayor parte de los materialesorganicos son residuos alimenticios, heces,
material vegetal, sales minerales, plaguicidas domésticos, aceites, acidos organicos,
jabones y detergentes sintéticos. En cuanto a los materiales inorganicos podemos

encontrar cloroformo, alcoholes, pinturas, bencenos, metales toxicos, y sulfatos. La
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mezcla de estos materiales hace que el agua residual altere la calidad del agua de un
cuerpo receptor, lo que inhabilitaeste recurso para su consumo humano, uso
recreativo o agricola, e incluso para sostener la vida acuatica o terrestre. Usualmente
y en condiciones ideales, el agua residual suele ser tratada para volverla a reutilizaren
otra actividad humana. Sin embargo, debido a que no existen plantas de tratamiento
en todos los aportes, las descargas de agua residual son directas a los rios u otros
cuerpos de agua, ya que no requiere de intraestructura costosa y su manejo es
sencillo. Entre las sustancias que llevan las aguas residuales y que con frecuencia
ocasionan alteraciones negativas en el ambiente, estan los plaguicidas

organoclorados y organofosforados, ademas de los metales téxicos(Westing, 1971).

Plaguicidas

El hombre siempre ha luchado contra los organismos que afectan sus intereses de
alguna forma, ya sea por interferir en la produccion de alimentos, como por diseminar
enfermedades, o sencillamente, porque su presencia es una molestia para los
humanos. A las substancias que se utilizan para controlar a las especies indeseables
se les llama en conjunto plaguicidas. La diferencia entre los métodos de control que se
usaron en el pasado y los actuales, es la sustitucion del uso de substancias naturales,
como el azufre y extractos vegetales (Utiles para repeler los atagues de insectos,
acaros y otros organismos), por el empleo de compuestos organicos complejos, como
los nitrofenoles, clorofenoles, creosota, naftaleno y aceites derivados del petréleo

(Aspelin, 2003; Taylor et al., 2006;Ware, 2004). Los plaguicidas de mayor impacto

9



enlas poblaciones de organismos silvestres son los denominados organicos
persistentes, que suelen ser compuestos halogenados, y en su mayoria clorados. Los
enlaces carbono—cloro son muy estables frente a la hidrdlisis y a mayor niumero de
estos enlaces, es mayor la resistencia a la degradacion por accion fotolitica o
biologica. Estos compuestos se han utilizado ampliamente en la industria quimica para
la obtencion de diversos productos como: cloruro de polivinilo, disolventes y diversas
especies quimicas y farmacéuticas (Yartoet al., 2010; Ritteret al., 1995). Dos
plaguicidas de uso comun en México son el paraquat y el 2,4-D, ambos estan
prohibidos por las organizaciones gubernamentales en paises del primer mundo, pero
en México se aplican cotidianamente y de manera clandestina (Maier-Bode, 1972;

Waldermar, 2009).

Paraquat

Este es compuesto organofosforado que pertenece al grupo biperidilo y fue sintetizado
en 1882, pero sus propiedades para el control de plagas fueron descubiertas hasta
1959, y en la siguiente década se extendié su uso como herbicida de amplio espectro
(Hernandez y Martinez, 2000).Su composicién quimica es Dicloruro de 1,1-Dimetil-4,4
bipiridilo. Es un reactivo que promueve la generacién de radicales libres tales como el
anion superoxido y el hidroxilo, altamente reactivo con casi cualquier clase de
molécula organica. Estos radicales, junto con el perdxido de hidrogeno son formas
incompletamente reducidas del oxigeno que se conocen como especies de oxigeno

reactivas(ROS por sus siglas en inglés). Las ROS oxidan una gran variedad de

10



biomoléculas, inactivan enzimas, oxidan a los &cidos grasos insaturados de las
membranas, y causan mella en los acidos nucléicos con el riesgo de provocar
mutaciones. En altas concentraciones, las ROS inician la degradacion de las
proteinas, alteran fuertemente la permeabilidad de las membranas celulares einducen
la muerte celular programada o aguda, por lo cual el Paraquatse considera un

herbicida de alta toxicidad (Calderén y Serpa, 2003; Dietzet al., 1998).

2,4-D

Este es un plaguicida que pertenece al grupo de los organoclorados. La entrada del
2,4-D al mercado, fue posterior a la Segunda Guerra Mundial, y es considerado por
diversos autores como el inicio de la “historia moderna de los herbicidas”. Es decir, del
uso de sustancias quimicas sintetizadas en el laboratorio y que son producidas
industrialmente para ser usadas en el control de las llamadas “malezas” o plantas
indeseables (Renu y Snedeker, 2005). El acido 2,4-diclorofenoxiacético, conocido por
su nombre comun como 2,4-D se clasifica dentro del grupo de los herbicidas fenoxi o
fenoxiacéticos o clorofendlicos. Por su modo de accidén, se le incluye dentro de los
“herbicidas hormonales”, porque actia de modo parecido a la hormona natural auxina,
o &cido indol-3-acético. Las plantas producen estas hormonas de manera natural y en

cantidades muy pequefas, ya que su concentracion es regulada por la propia planta.

Las auxinasson substancias que regulan el crecimiento y desarrollo vegetal, pero en
su forma sintética y a una concentracion mucho mayor que la que produce la

plantapuede provocar la muerte ya que no existe un mecanismo de control interno. El
11



2,4-D es un herbicida sistémicodebido a que se absorbe por las hojas o la raiz y se
transporta por la savia a todo el cuerpo alcanzando los tejidos internos y partes no
rociadas. Por su similitud quimica con la auxina, éste herbicida se acumula en las
regiones de crecimiento donde incrementa el tejido de la hoja de manera desmedida e
induce malformaciones que matan a la planta. Es considerado uno de los primeros
herbicidas “selectivos” pues mata mas a las plantas de hoja ancha y causa poco dafo
a las de hoja angosta.El 2,4-D sigue siendo uno de los herbicidas de mayor venta en
el mundo, es recomendado en la agricultura, las plantaciones forestales, e incluso

para el cuidado de céspedes y jardines domésticos (Anén, 2005; Bejarano, 2007).

Metales

La corteza terrestre estd conformada por aproximadamente 75% de metales, y
algunos como el hierro y el cobre, han sido utilizados por los seres humanos durante
miles de afos, otros como el oro y la plata son bien conocidos por su valor econémico,
otros se usan en diversas actividades, lo que ha incrementado su presencia en
algunas partes del mundo donde estos eran escasos (Jarup, 2003). Los efectos de los
metales en los organismos deben ser considerados en un contexto de influencias
fisicas y quimicas que afectan su transporte y su destino, tanto en el ambiente como
en los individuos, por lo que especies, poblaciones y comunidades pueden tener
diferente vulnerabilidad (Peakall y Burger, 2003; Fairbrotheret al., 2007). Es sabido
gue algunos metales son esenciales para los seres vivos, como hierro, cobre, zinc,

entre otros. Ya que el exceso 0 una baja concentracion de ellos, pueden atraer
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problemas de salud. En cambio de otros como el cadmio, no cumplen una funcion
fisiologica conocida en los seres vivos, pero su su presencia dentro de los organismos
puede resultar toxica en dosis muy bajas. Ya que éstos pueden desplazar o sustituir a
los metales esenciales e interferiren el buen funcionamiento de las enzimas y
cofactores asociados (Fan, 1996; Hoffman et al., 2001; Repetto, 1995; Shibamoto y

Bjeldanes, 1993).

La forma del metal (especie quimica, tamafio de las particulas) y las condiciones
ambientales (pH, presencia de materia organica y capacidad de intercambio catiénico)
determinan en diferentes grados la toxicidad del metal ya que afectan la
biodisponibilidad, el destino y los efectos, lo que determina que éste pueda causar al
ambiente. Otros factores que pueden afectar la biodisponibilidad de los metales son
las funciones dentro los organismos receptores. Existen atributos de los individuos,
grupos de individuos o especies que influyen en el grado de exposicion a los metales,
la absorcién de los mismosy la biocinética al interior del organismo,lo que confiere
diferente susceptibilidad y por tanto toxicidad. Influyen también: la edad, el sexo, el
tamafio y el peso de los organismos, su estado nutricional, sus caracteristicas
genéticas como la presencia de polimorfismos, y algunos comportamientos (Lépez et
al., 2002; Burger et al., 2003; Fairbrotheret al., 2007).Si bien cada metal puede tener
sus propios mecanismos de accion, la generacion de ROS y los efectos resultantes en
la sefalizacion celular parecen ser el resultado de un mecanismo comun(Evans y

Halliwell, 2001). En presencia de ciertos iones de metales de transicion, el radical
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anién superéxido (O%*), puede ser dismutado para formar peréxido de hidrégeno
(H20,) y el radical hidroxilo (OH ¢).Esto puede llevarse a cabo por una reaccion tipo
Fenton. Tambiénlas reacciones de Haber-Weiss inducen la generacion de radicales.
En éstas, un ion de metal oxidado se reduce en un radical superéxido (O%*) y luego
reacciona con el H,O, para generar el radical OH « (Leonard et al., 2004; Stohs y
Bagchi, 1995).Ademas de los mecanismos Fenton y Haber-Weiss, ciertos iones
metalicos pueden reaccionar directamente con las moléculas celulares o generar
radicales libres y modificar las vias de sefalizacion celular. Las ROS pueden jugar un
doble papel, ya que pueden ser perjudiciales o beneficiosas para los organismos
vivos. Los efectos benéficos se producen en concentraciones bajas, concentraciones
moderadas de ROS implican efectos no benéficos a nivel celular en condiciones de
anoxia (Valkoet al.,, 2007).En estos casos se generan reacciones en cadena
(cascada). De esta manera,las ROS de los metales pueden dafiar los lipidos celulares
y por lo tanto la membrana, la estructura y funcion de las proteinas y el ADN creando
aductos, o pueden interferir en la division celular, fenomeno que puede contribuir a la

carcinogeénesis.

Entre los metales de mayor importancia se encuentra el cadmio, que se genera como

residuo de las actividades mineras y es muy toxico.
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Cadmio (Cd)

Su nombre deriva de la calamina (cadmia, carbonato de zinc), se consideraba una
impureza del Zinc. EI cadmio se ha utilizado para la creacion de baterias,
catalizadores, recubrimientos, como intermediario en procesos quimicos, en barras de
control de los reactores nucleares. Este metal tiene una carga +2 por lo que es un
elemento muy reactivo y tiende a sustituir al calcio y al hierro en los organismos, asi
como a otros metales de valencia similar. La solubilidad de las sales e hidréxidos de
cadmio permite que su movilidad ambiental sea alta. Cuando el pH aumenta (medios
alcalinos), el suelo o el sedimento lo absorben y retienen, ya que se forma sulfuro de
cadmio, que es insoluble y tiende a precipitarse. Por el contrario si el medio se torna
acido, aumenta su solubilidad en agua y tiende a lixiviarse a través del suelo. Las
principales vias de entrada de este metal son la ingestion, la inhalacion y por la piel.
La inhalacién es la forma mas eficiente para absorberlo y bioacumularlo. Ante un
déficit de calcio o hierro la absorcion del ion por sintesis de proteinas ligantes del
calcio, favorece la adquisicion por substitucion del calcio (Moreno, 2003). La
intoxicacion aguda por via digestiva deriva en un cuadro gastrointestinal que incluye
nauseas, vomito, diarrea y dolor abdominal. Este metal puede producir alteraciones
testiculares y ovéricas. La intoxicacion crénica puede tardar muchos afios en
desarrollar una enfermedad. Entre los sintomas mas caracteristicos de la intoxicacion
por via oral se observa la anorexia, la anemia y el desarrollo de nefropatia cadmica
con dafo tubular renal proximal, proteinura de origen tubular, aminoaciduria,

glucosuria, hiperglucemia y osteoporosis (Mencias, 2000).
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BIOMONITOR

La determinacion de los niveles de contaminantes es primordial en el analisis
ambiental, sobre todo en el caso de aquellos que estan regulados por una legislacion
tendiente a la proteccién de los ecosistemas. Sin embargo, es esencial conocer los
efectos de los contaminantes en los organismos propios del sistema, ya que estos
pueden actuar de biomonitores.Segun Cap6 (2002), los biomonitores son organismos
Vivos que por sus caracteristicas ecolégicas presentan una elevada sensibilidad a los
cambios ambientales y reaccionan ante ellos como si fueran estimulos especificos. La
acumulacion de contaminantes traza se manifiesta en este tipo de organismos mucho
antes que en muestras abiéticas (Spanh y Sherry, 1999).Una especie que sea elegida
como biomonitor debe permitir extender la interpretacion de los resultados
ecotoxicolégicos obtenidos a partir de ella, al mayor nUmero de especies posibles, e
incluso al conjunto del ecosistema. De acuerdo con Tataruch y Kierdorf(2003),
cualquier especie que sea empleada como biomonitor debe poseer las siguientes

caracteristicas:

» Representatividad espacial: las especies han de habitar una extensién
geografica lo suficientemente amplia, para que puedan realizarse
comparaciones a gran escala.

= Disponibilidad: accesibilidad para la recoleccién de especimenes e idoneidad
experimental. Tanto el tamafio, como el nimero de individuos, deben ser

suficientemente grandes para poder llevar a cabo la toma de muestras para el
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analisis en el laboratorio. Ademas debe ser posible manipular las especies con
facilidad para corroborar en el laboratorio las conclusiones que se hayan
tomado sobre el terreno.

Representatividad ecoldgica: debe existir una correlatividad entre el
contenido de contaminante en el animal y la concentracion efectiva de este
agente en la cadena tréfica y, por tanto, en el ecosistema.

Sensibilidad: la poblacion debe ser tolerante a los contaminantes estudiados
y, al mismo tiempo, sensible a los mismos. La especie debe acumular el
contaminante sin fallecer ni ver alterada su reproduccién (en el caso contrario,
su papel como bioindicador se vera seriamente comprometido).

Longevidad de la especie: las especies longevas permiten evidenciar
fendbmenos de toxicidad a largo plazo.

Reproducibilidad de la toma de individuos: los procedimientos de colecta
de los individuos deben ser estandarizados para que sea posible la
comparacién con estudios que utilizaran las mismas especies pero en
diferentes areas.

Semejanza a los humanos: dado el papel que van a realizar los
bioindicadores como centinelas de los riesgos para la salud humana, es
necesario que compartan cierto grado de semejanza fisiolégica con nuestra

especie.
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Los mamiferos como biomonitores
Al igual que el resto de los seres vivos, los mamiferos asimilan contaminantes a lo
largo del tiempo, pero a diferencia de otros grupos de animales, estos resultan
especialmente utiles como biomonitores, por poseer las siguientes caracteristicas
especificas (Tataruch y Kierdorf, 2003):
= De ellos se conocen mas parametros fisiologicos y mas preferencias
alimenticias que de otros seres Vivos.
= Las técnicas para la determinacion de la edad son fidedignas.
» Eltamafio de sus cuerpos es mayor que el de otras especies, proporcionando
suficiente muestra para los analisis quimicos.
* En muchos casos, son animales sometidos a la caza, por lo que no es
necesario sacrificarlos intencionadamente para los estudios ecotoxicolégicos.
= Acumulan metales traza, un hecho que no siempre es evidente en plantas.
» Debido a sus ciclos vitaleslargos, los efectos de una determinada exposicion
pueden ser estudiados durante mas tiempo.
= También los humanos son mamiferos, por lo que los resultados obtenidos son
Gtiles para evaluar y predecir riesgos a la salud humana.
Sin embargo, es necesario sefialar que ademas de estas caracteristicas, los
mamiferos también presentan una serie de inconvenientes:
* Los niveles de contaminantes en los tejidos dependen de factores enddgenos,

como la edad y el sexo.
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= Cuanto mayor es el numero de muestras, mayor es el costo de la
monitorizacion.
= En la gran mayoria de los casos el muestreo implica la muerte del animal, asi
gue solo es posible un muestreo por cada animal obtenido.
» Los mamiferos reaccionan mucho mas lentamente a los contaminantes
acidos que las plantas.
A pesar de estas desventajas podemos considerar que los mamiferos son en general
uno de los grupos biologicos candidatos como biomonitores, ya que reflejan fielmente
la contaminacion presente en su habitat, tanto la incorporada desde el alimento, como
la obtenida desde el suelo, el agua o el aire.
La mayor ventaja que presentan los mamiferos es su potencial de acumulacién de
residuos (Verschueren, 1983). Acumulan gran cantidad de sustancias quimicas,
debido a que estan situados cerca de la cumbre de la cadena tréfica, mostrando asi
los efectos toxicos de diferentes sustancias en variedad de ecosistemas. Asi, las
especies herbivoras acumulan metales, fltor y radionucléidos en mayor concentracion
que los carnivoros, asi mismo monitorizan mejor los compuestos
organohalogenadoslipofilicos (Tataruch y Kierdorf, 2003). De hecho, los mamiferos
silvestres son conocidos por ser estupendos indicadores de la contaminacion por
metales pesados (Chyla, 1998; Chylaet al., 2000). Muchos mamiferos presentan un
tamafio y un peso relativamente constante a lo largo de toda su vida,
independientemente de la estacion del afo, lo que refleja la acumulacion de los

contaminantes estudiados de forma mas homogénea. El tamafio puede ser un
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inconveniente y a la vez que una ventaja, pues mientras los muestreos resultan
costosos desde el punto de vista econémico y por la inversion del trabajo, y se
requiere la toma personal de las muestras, al igual que el transporte de las mismas y
su almacenamiento, sobre todo, cuando se trata de érganos internos (Tataruch y
Kierdorf, 2003); en contraste, estos animales suelen tener una vida relativamente
larga, lo que les permite asimilar los efectos del estrés ambiental a lo largo de periodos
de tiempo prolongados(Furness, 1993).
Organismo de estudio:Spermophilusadocetus(Merriam, 1903).

La especie seleccionada como biomonitor en el presente estudio es una ardilla cuyas
medidas morfometricas son longitud total= 383 a 470 mm, cola= 145 a 163 mm, pata=
41 a 50 mm, oreja= 14 a 20 mm y peso= 163 a 250 gramos. Presenta un rostro corto
y ancho, la cola no presenta anillos. El color del pelo es relativamente uniforme, en la
parte dorsal es canela morena con negro entremezclado y en la cola tiene mayor
proporcion de negro, la cabeza tiene una coloracidbn mas oscura. La parte ventral es
amarillento palido extendiéndose hacia la parte interior de las patas que llegan a ser
amarillo rojizo. Se distinguen lineas blanquecinas arriba y abajo del ojo (Alvarez y
Ramirez- Pulido,1968;Ceballos &Gisselle, 2005;Howell, 1938; Merriam, 1903).

La especie es endémica de México y se distribuye en Guerrero, Hidalgo, Jalisco,
Estado de México y Michoacan, donde ocupa el habitat tropical. Habita en la selva
baja caducifolia, el matorral xeroéfilo y se registra en areas de cultivo. Se le encuentra
desde 200 a 1,200 msnm (Best, 1995; Hoffman, 1993).Es una ardilla terrestre diurna,

gue ocasionalmente trepa hasta varios metros en arboles y arbustos en busca de
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alimento. Forma grupos de 2 a 4 individuos (Villa, 1942), habita frecuentemente en
oquedades, bajo piedras o arbustos, a lo largo de los cafiones, bordes de arroyos,
terrenos con cultivos de frutas o maiz adyacentes a areas con selva baja caducifolia
(Ceballos y Miranda, 1986 y 2000; Genoways y Jones, 1973; Villa, 1943). Es una
especie activa todo el afio y diurna, con mayor actividad entre las 9y 11 de la mafana.
Se alimenta de frutos, semillas y brotes de plantas como el cuastecomate
(Crescentiaalata), la cucharilla (Acacia cochlyacanta), el huizache (Acacia farnesiana),
el mezquite (Prosopisjugiflora) y el guamuchil (Pithecelobiumsp.). Puede causar dafios
a los cultivos ya que se alimenta de semillas de maiz, frijol y sorgo, por lo que en
algunas regiones es considerada como una plaga (Villa, 1943). Se desconoce su
periodo de reproduccién. Se sabe que las hembras frecuentemente son mas agresivas
y territoriales que los machos (Mclean, 1982).

Es simpétrica con otros roedores tipicos de las selvas bajas como Marmosa
canescens, Liomyspictus, Orthogeomysgrandis, Osgoodomysbanderanusy
Hodomysalleni (Genoways y Jones, 1973).Se sabe queel género Spermophilus
evolucioné durante el Mioceno medio y es comun en las faunas del Blanquensen

(Plioceno tardio), pero se desconocen fosiles de S.adocetus (Best, 1995).
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1.2. JUSTIFICACION

Muchas poblaciones humanas que se encuentran en el interior de la Republica
Mexicana mantienen una estrecha vinculacidn con los recursos naturales que se
encuentran a su alrededor, debido a que de ellos obtienen bienes y servicios. La
poblacién de Bejucos,Tejupilco, Estado de México, no es la excepcion. El rio funciona
como una fuente econémica debido a que, gracias a éste, se realizan actividades tales
como: recreacion, campamento y pesca, lo cual permite a los lugarefios proveer a los
visitantes de servicios de alimento y alojamiento; el rio también es utilizado por los
pobladores para el aseo personal y de vestimenta, aseo y consumo de agua para el
ganado, aseo de carros que logran ingresar a la parte baja del rio, y se utiliza como el
medio para desechar el agua residual y la basura producidos por algunos hogares, a
pesar de que ya cuentan con drenaje. Son evidentes: el aporte de detergentes, la
contaminacion ganadera y la presencia de desechos solidos en las partes bajas del
rio. Todas estas actividades y residuos que se viertenal rio deben alterar en cierto

grado la calidad del agua del mismo.

Alrededor del poblado se realizan practicas agricolas que involucran el uso de dos
herbicidas de mayor venta en los paises en desarrollo, el Paraquat (hombre comercial
Gramorxone) y el 2,4D (Hierbamina), ambos son extremadamente toxicos por su
composicion quimica. En el Gramorxone el principal ingrediente activo es el Paraquat

(Dicloruro de 1,1-dimetil, 4, 4-bipiridilo), mientras que el Hierbaminacontiene
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principalmente 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético). Es comun que durante la
aplicacidon de éstos, los lugarefios los combinen. Todos los desperdicios del poblado,
junto con los botes contenedores de los herbicidas sean depositados en un basurero
al aire libre que se encuentra cerca de la poblacién de Bejucos, en la parte baja de la

pendiente y a un costado del rio.

Ademas, se encuentra la mina “La Guitarra’que explota oro y plata, ubicada en el
poblado vecino de Temascaltepec. Debido a que es practica comun de la industria
minera verter los desperdicios a los rios, el rio Bejucos que pasa junto
aTemascaltepec, no es la excepcion. Por lo tanto, existe la posibilidad de que existan
niveles de metales toxicos asociados a descargas mineras. Si estos desperdicios se
aportan al rio, su arrastre podria llevarlos hasta el poblado de Bejucos que se

encuentra rio abajo.

Debido a que los herbicidas y metales pesados son contaminantes acumulables vy
suelen generar dafio a nivel de higado y gbnada y a que las ardillas (S. adocetus)que
habitan en las zonas cercanas al poblado de Bejucos, se encuentran en contacto con
el rio (o dependen de éste), suponemos que los contaminantes presentes en el rio
pueden afectar a este mamifero silvestre. Asimismo, las actividades descritas pueden
representar un riesgo a la poblacibn humana y al ecosistema del rio y a las
comunidades que dependen de él, por lo que esta investigacion se planted la

siguiente pregunta bioldgica.
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1.3 PREGUNTA BIOLOGICA

¢,Cual serd la influencia de las actividades antropogénicas sobre el rio Bejucos y a su
vez; esta alteracion afectara a las ardillas (Spermophilusadocetus) que dependen del

rio?
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1.4. OBJETIVOS.

1.4.1 OBJETIVO GENERAL.

Determinar el grado de contaminacion e influencia del rio Bejucos sobre

Spermophilusadocetus en el poblado de Bejucos.

1.4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Identificar las principales actividades antropogénicas que se realizan dentro,
alrededor y a lo largo del rio Bejucos en la zona del poblado de Bejucos.

2. Caracterizar las condiciones hidrologicas del rio Bejucos a la altura del
poblado de Bejucos.

3. ldentificar los agentes contaminantes presentes en las muestras hidroldgicas.

4. Analizar a nivel anatdbmico e histologico si existe bioacumulacion de algunos
contaminantes o0 alteracion en la organizacién tisular asociable a la
bioacumulacibn en higado y go6nadas de algunos ejemplares de

Spermophilusadocetus capturados en el sitio.
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1.5 HIPOTESIS

Si existe la presencia de contaminantes en el rio Bejucos, esto se reflejard en
bioacumulacion o alteracion en la organizacion tisular a nivel de higado y génadas de

ejemplares de Spermophilusadocetus obtenidos en la zona de Bejucos.
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2. MATERIALES Y METODOS
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2.1. AREA DE ESTUDIO

El poblado de Bejucos esta situado en el Municipio de Tejupilco, Estado de México
(Fig. 1); a 580 msnm y entre las coordenadas N 18°46" 33.64" yW 100° 25°38.88"
(Zepeda, 1999).

La vegetacion de los alrededores de Bejucos, corresponde a una Selva Baja
Caducifolia, la cual estd notablemente perturbada por la actividad agricola y sélo se
conservan algunos manchones discontinuos de la vegetacion primaria (Dirzo, 1974).
El clima dominante en la zona corresponde al tipo calido subhiumedo con lluvias en
verano, de poca oscilacion térmica, con temperatura media anual de 25°C; el
promedio de temperatura del mes mas caliente es de 30°C y el del mas frio de
18°C.Con isoterma media anual de 26°C. La precipitaciébn media anual es de 1,100
mm, marcandose dos estaciones: una temporada de secas, de noviembre a mayo, y
una de lluvias, de junio a octubre (SPP, 1981; Garcia, 1983; Olivera, 1988).La
geologia del lugar esta compuesta por rocas igneas, que consisten de dacitas
intercaladas con riolitas y tobas. El material sedimentario que se encuentra en la
superficie pertenece a la Formacion del Balsas y estd formado principalmente de
areniscas, conglomerados de rocas clasticas de caliza (Zepeda, 1999).

Los tipos de suelo mas comunes son las asociaciones acrisolortico-regosoléutrico y
feozemhaplico y litosol. Sin embargo, también se encuentran feozemlavico y la
asociacion litosol y regosoléutrico, todos de textura media (Detenal, 1978) y roca

volcanica (Detenal, 1977; Campa y Ramirez, 1979).
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Hidrologicamente, el area de trabajo esta ubicada en la region de la cuenca del rio
Las Balsas. El rio Tejupilco, llamado asi por que cruza todo el valle de Tejupilco,
toma el nombre de Bejucos cuando llega al Estado de México Es el rio mas
importante de la zona porque conserva su caudal todo el afio. Este nace en las
colinas de los cerros de Cacalotepec y La Cumbre, ambos dentro del mismo
municipio y lo llaman el rio de San Simon. Su direccién es hacia el sur y cruza “El
candn de Santa Rosa”, donde se forma la cascada denominada “El Salto (SSP,

1981; Zepeda, 1999).

La cascada “El Salto” es la mas importante de la zona por su caracter permanente,
aunque su caudal baja considerablemente durante la época seca, sigue fluyendo en
direccion al sur, y forma el rio San Felipe o Bejucos el cual cruza el poblado del

mismo nombre.

Ademas de “El Salto” se presentan arroyos de corriente intermitente, como los
Tinocos, los Salitrillos, los Mufiecos y Cacahuananche, en donde la mayoria de las
corrientes en la temporada de lluvias son caudalosas, llegandose a formar pequefas
pozas, las cuales sin embargo permanecen secas buena parte del afio. (SSP, 1981;

Garcia, 1983; Detenal, 1985.)

El rio Bejucos desemboca en el Cutzamala, afluente del Balsas y sirve de limite entre

los municipios de Tejupilco y Amatepec, ambos del Estado de México.
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2.2. Trabajo de Campo.

Se llevaron a cabo cuatro viajes al campo con duracién de 3 6 4 dias cada uno,
en el periodo comprendido entre octubre del 2010 y septiembre del 2011. El primer
viaje fue prospectivo y se efectud del 30 de octubre al 1 de noviembre del 2010;
los objetivos de este viaje fueron: 1) identificar los puntos de mayor contaminacion
visual y las actividades antropogénicas presentes alrededor y dentro del rio
Bejucos, 2) investigar los tipos de productos quimicos (plaguicidas) empleados en
los cultivos que se encuentran en las orillas del rio, 3) averiguar si existian
actividades de tipo minero que representaran una fuente de metales
contaminantes del rio, y 4) tomar muestras de ejemplares de
Spermophilusadocetus para analisis histologico.Todos los datos fueron anotados

en una bitadcora de campo para su posterior manejo.

El segundo viaje se llevé a cabo durante el periodo de secas del 1 al 4 de abril del
2011; el tercero se efectu6 durante el inicio de la época de lluvia del 21 al 24 Julio
de 2011 y finalmente el cuarto se realizo a finales de la época de lluvia del 22 al 25
de septiembre de 2011. En éstos la finalidad fue obtener muestras hidrolégicas y

ejemplares de S. adocetus.

Los sitios de colecta para las muestras de agua fueron establecidos en funcion de
las actividades antropogénicas y las descargas de aguas provenientes del poblado
Bejucos al rio.Mientras que los sitios de colecta de los ejemplares de S. adocetus

se ubicaron en funcibn de la proximidad de las actividades
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antropogénicas(cultivos, basureros, desagiies domiciliarios, potreros, lavado de

autos y posible actividad minera de tiempo atras) y cercanas a la orilla del rio.

2.2.1. Colecta de muestras hidrolégicas

Se obtuvieron muestras de 10 sitios a lo largo del rio Bejucos para cubrir una
distancia de 5 kilometros, la separacion entre cada punto fue aproximadamente de

500 metros (Fig. 2).

32



Los recipientes utilizados para la colecta fueron lavados de acuerdo con los
protocolos indicados en APHA (1992). Se hizo un lavado con Extran libre de

fosfatos, enjuague en agua corriente, posteriormente en agua destilada.

Para la toma de muestras hidrolégicas (CO2, dureza, nitratos, nitritos, amonio,
fosforo, DBO5, y detergentes) se utilizaron 10 botellasesterilizadas de un litro y 10
botellas de 100 mLquefueron también esterilizadas previamente. Las muestras
fueron tomadas a nivel superficial y se almacenaron en una hielera con hielo, para

posteriormente almacenarse en refrigeracién hasta su analisis.

Se determinaronin situ los siguientes parametros del agua: Temperatura y pHcon
un potenciémetro de campo de la marca Hanna modelo HI981. El oxigeno disuelto

con la ayuda de un oximetro marca YSI54A.

Las muestras para las pruebas bacteriologicas, se tomaron con frascos de 125 mL
previamente lavados con Extran y esterilizados. Se colecté agua superficial solo
en 5 puntos (sitios 1, 3, 5, 7 y 9).Una vez obtenidas estas muestras, se procedi6 a
su almacenamiento y transporte en frio (4 a 8 °C) para efectuar los analisis

bacteriologicos en el laboratorio antes de transcurrir 24 horas desde la colecta.

Para la toma de muestras de metales, adicional al proceso de lavado con extran,
los recipientes de vidrio (de capacidad de 20 mL) fueron sumergidospor cinco dias
en acido nitrico al 10% y después enjuagados con agua destilada; una vez

tomadas las muestras fueron sellados con Parafilm para evitar su contaminacion.
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Para el andlisis de plaguicidas, se utilizaron frascos de vidrio con tapa de metal,
los que fueron lavados y posteriormente secados durante 24 horas a 60°C en una

estufa. Una vez tomada la muestra fueron sellados con parafilm y tapados.

Para el andlisis de los parametros fisicoquimicos: CO;, dureza y nutrientes, y los
contaminantes: detergentes, DBOs, bacterias, plaguicidas y el metal cadmio, las
muestrasse conservaron en hielo para su andlisis en el laboratorio de

Ecotoxicologia de la UAM-Iztapalapa como se describe mas adelante.
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2.2.2. Colecta de ejemplares de Spermophilusadocetus

Los ejemplares de S. adocetus provienen de 12 estaciones de muestreo (Fig. 3)

Siete estaciones se ubicaron en las orillas del rio y abarcanun kilometro

cuatrocientos setenta metros de largo.

.

Fig. 3. Sitios de colecta de S. adocetus en Bejucos, Estado de México.

La estacion A se ubico en el interior de un Centro de Acopio Ganadero, que se
localizaba en las inmediaciones del poblado sobre la carretera federal 134. Esta
ultima sirvié de control debido a que se encontraba lejana al rio, cultivos, basurero,
lavado de autos y descarga de agua residual. En la entrada norte del poblado se

ubicé la estacion D en las inmediaciones de un monticulo de rocas llamado
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“pareddn” y la estacion E se coloco en la parte noreste del poblado, en una zona
de forrajeo para vacas y borregos, cercana a la presa del poblado. Al noroeste se
situaron 2 estaciones mas; la estacion F quedo en la entrada trasera al poblado y
a lo largo de otro paredon, la H en las orillas del basurero préximo al “puente viejo”

que cruza el rio Bejucos.

Para la colecta de ejemplares se utilizaron 180 trampas Sherman (28 x 8 x 9 cm),
cebadas con avena y avena con esencias de vainilla (Arévalo, 2001). Las trampas
se dispusieron en linea recta (técnica de captura en linea) siguiendo un camino o
linea imaginaria previamente trazada; la separacion entre cada trampa fue de 5
pasos (5 metros aproximadamente) para abarcar una distancia de 75 m entre
ellas. Se colocaron 15 trampas por estacion y se activaron a partir de las 7:00 h; el
monitoreo de las trampas se llevé a cabo a partir de las 9:00 h con intervalos de

revision cada hora en todas las estaciones y seterminé a las 18:00 h.

La determinacion especifica de los ejemplares se bas6é en la descripcion
bibliografica de Best (1995). Los individuos capturados se sacrificaron siguiendo
las recomendaciones de la Norma Oficial Mexicana (NOM-033- ZO0O-1995). Se
obtuvieron fragmentos de higado y goénadas, que se fijaron en formalina neutra
estabilizada con solucibn amortiguadora de fosfatos para realizar la técnica
histolégica (Fortoul & Castell, 2010). También se obtuvieron fragmentos de higado
y génadas para medir metales y plaguicidas. Las muestras fueron transportadas
en frascos de plastico de 150 mL con tapa de seguridad y selladas con parafilm

para su almacenamiento en frio hasta la llegada al laboratorio. Las muestras de
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higado y gonada para el analisis de metales se colocaron en frascos de vidrio de
20 mL y en recipientes contapa de metal para el andlisis de plaguicidas. Estas

muestras también se conservaron en frio hasta su anélisis.

2.3. Procesamiento de muestras en el laboratorio.

2.3.1. Andlisis de muestras hidroldgicas.

Se requiri6 de una fase de montaje de técnicas previo a las salidas de campo
definitivas para garantizar el manejo y procesamiento adecuado de las muestras.
Los pardametros: nitratos, nitritos, fosforo, amonio, dureza, didéxido de carbono y
detergentes se determinaron en el laboratorio con un espectrofotdmetro HACH

modelo DR/ 2500. A través de los procesos descritos a continuacion:

Di6xido de carbono

Este parametro se determiné por la técnica de titulacion con hidréxido de sodio
0.3620.002 N en 100 mLde agua de una muestra, se anoté la cantidad de
hidroxido de sodio que provoco viraje a color rosa del indicador (fenolftaleina) y se

multiplicé por el factor de correcciéon de 0.2 (APHA, 1992).

Dureza

Esta se midié por el método de titulacion con adicién de EDTA. Se determiné a
partir de 25 mL de una muestra en la cual se agregé 1 mL de solucion buffer de
dureza (Hardnessl) y una almohadilla indicadora de dureza (Man ver 2), mediante
agitacion se introdujo el titulador digital para liberar EDTA y se multiplicod la

cantidad que se requirid para ocasionar un viraje (Man ver 2) a color azul por el
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factor de correccion que esta en funcion del nimero de cartucho utilizado(factor de

correccion 0.4) (Contreras, 1984; Goetz& Smith, 1959)

Nutrientes

La determinacién de los nitratos, nitritos y fosforo requirié una longitud de onda de

490 nm.

Para medir la concentracion de los nitratos se utilizd el método de reduccion con
cadmio, para ello se utiliz6 una almohadilla de Nitriver 5 Nitrate en 25 mL. Se
depositdé una pequefia muestra (5 mL) en una celda y se coloc6é en el
espectrofotometro para su lectura con el programa 355 para su lectura (Contreras,

1984; Wood et al., 1967).

Para los nitritos se utilizd el método de diazotizacion, por lo que se utilizé 25 mL de
muestra, se agrego una almohadilla de Nitriver 2 Nitrite para colocar una pequefia
muestra representativa (5 mL) en una celdilla, la cual se introdujo en el
espectrofotometro y mediante el programa 371 se dio lectura (Bendschneider&

Robinson, 1952; Contreras, 1984).

El fosforo se determiné por el método de oxidacién con persulfato de sodio. Para
ello se agreg6 una almohadilla de persulfato de potasio en una muestra de 25 mL
y se adicionaron 2 mL de acido sulfurico 5.25 N, posteriormente se coloc6 en bafio
Maria por 30 minutos y se dejo enfriar para agregar 2 mL de 5.0 N hidroxido de
sodio, para finalmente dar lectura con el programa 215 (Contreras, 1984,
Menzel&Corwin, 1965).

38



Amonio

Este parametro se cuantificé por medio del método Nesslerpara lo cual se coloco
25 mL de la muestra en una probeta de 50 mL, seagregd 3 gotas de estabilizador
mineral, 3 gotas de alcohol polivinilico, y un mililitro de reactivoNessler y se dio

lectura con el programa 7 (APHA, 1992; Contreras, 1984).

Demanda Biologica del Oxigeno en 5 dias (DBOs)

Para la medicion de este parametro se utilizo la técnica descrita por la NMX-AA-
028-SCFI-2001.Para ellose utilizaron por muestra 10 botellas esmeriladas color
ambar de 150 mL. De cada muestra se llevaron a cabo las siguientes diluciones:
dos botellas al 50%, dos al 25 % y dos al 12.5%. Dos botellas se llenaron con
solucién glucosa-acido glutdmico como el control positivo de consumo de oxigeno
y otras dos con agua de dilucion como control negativo. El oxigeno disuelto inicial
se midié en cada botella con un oximetroYSI54A y se incub6 durante cinco dias en
oscuridad a 20°C; al final se midi6 nuevamente el oxigeno disuelto y se calculd la

demanda biolégica de oxigeno disuelto con la férmula:

DBOs (mg/L)= (D1 — D2) — (B1 — B2)f

P

D1 = Oxigeno disuelto inicial (mg/L), D2 = Oxigeno disuelto final (mg/L), P =
volumen usado de la muestra (L), B1 = Oxigeno disuelto inicial del control negativo
con agua de dilucién (mg/L), B2 = Oxigeno disuelto final del control negativo con
agua de dilucién (mg/L), f = relacién de la dilucién de la muestra respecto al control
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(% agua de dilucién en la muestra/ % agua de dilucion en el blanco) (Contreras,

1984).
Detergentes

Las sustancias activas al azul de metileno (NMX-AA-039-SCFI-2001), se
determinaron de la siguiente manera. Se colocé en un vaso 150 mL de la muestra,
se agregé 5 mL del buffer solucién sulfato, media almohadilla de detergentes
reagentpowdepillows y 15 mL de benceno; se coloco la muestra con los reactivos
en un embudo de separacion con la llave cerrada, posteriormente se abrid y agito
lentamente para dejar escapar los gases. Finalmente se procedié a decantar y
obtener los residuos en una celdilla de vidrio. Para dar lectura se calibroel
espectrofotometro marca HACH con un blanco; se coloco la celdilla con la muestra

y mediante el programa 321 se ley6 la concentracion de detergente.
Calidad Sanitaria

El analisis bacteriologico utilizé a los indicadores de calidad sanitaria coliformes y
estreptococos. Se determind el nUmero mas probable (NMP) de estos grupos
indicadores utilizando la técnica de tubos multiples de acuerdo a la NMX-AA-42-
1987. Para coliformes se hicieron 5 diluciones (10°, 10?, 102.10%, y 10¥). Las
muestras fueron colocadas en tubos de ensayo con campana Durham invertida
que contenian caldo lactosado, las diluciones se inocularon por triplicado y se
incubaron a 37°C. Los conteos se llevaron a cabo a las 24 y 48 horas y los tubos

gue presentaron turbidez y produccién de gas, fueron inoculados en dos medios
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de cultivo; el primero fue Caldo Bilis Verde Brillante para coliformes totales, que
fue incubado a 37°C por 24 horas; el segundo fue caldo EC (Escherichiacoli) para
coliformes fecales, incubado a 44°C por 48 horas. Finalmente se realizaron los

conteos y se calcul6é el NMP por tablas de Mc Cready.

Para estreptococos se hicieron 5 diluciones (de 10° a la 10™). Las muestras fueron
colocadas en tubos de ensayo sin campana Durham que contenian caldo azida-
glucosa, las diluciones se inocularon por triplicado y se incubaron a 37°C. Los
conteos se llevaron a cabo a las 24 y 48 horas y los tubos que presentaron
turbidez, fueron inoculados en Caldo Purpura de Bromocresol-azida e incubados a
37 °C por 48 horas. Finalmente se realizaron los conteos a partir del nimero de
tubos que presentaron un viraje de color purpura a amarillo o café y turbidez

(Merck, 1982).
Plaguicidas

En el caso de estos contaminantes la determinacién de su presencia fue indirecta,
ya que se detectaron a través de kits Abraxis de ELISAinmunoenzimaticos. Con
este método se establecieron las muestras que presentaron toxicidad asociada a

los plaguicidas bajo busqueda.
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Medicion de 2,4-D

Para la determinacion de 2,4-D por kitAbraxis de ELISA el procedimiento fue el
siguiente: 1) se afiadieron 50 puL del reactivo calibrador a los primeros 12 pocillos y
50 uL de muestra (agua del rio Bejucos) a los pocillos restantes, procurando
utilizar una punta de pipeta limpia por pocillo; 2) se adicionaron 50 uL de enzima
conjugada a los pocillos individuales sucesivamente utilizando una micropipeta de
20 a 200 ul; 3) se incorporé 50 uL de la solucion de anticuerpo a los pocillos
individuales y se cubrieron los pocillos con parafilm para mezclar el contenido
moviendo el soporte de tiras de pocillos en un rapido movimiento circular sobre la
mesa de trabajo. Se Incubaron las tiras durante 60 min a temperatura ambiente; 4)
después de la incubacién, se quité la cubierta y se agité el contenido de los
pocillos en un fregadero y se lavaron las tiras tres veces con una pipeta usando
una solucion tampon diluida de 1X utilizando al menos un volumen de 250 ulL de
solucién de lavado para cada pozo. El tampon que quedd en los pozos se retird
con pequefias palmaditas en la placa, la cual se dispuso sobre una pila de toallas
de papel; 5) se incorporaron 150 pL de solucion de sustrato / color a los pocillos
individuales, se cubrieron los pocillos con parafilm, y se mezcl6 el contenido
moviendo el soporte de tiras en un rapido movimiento circular sobre la mesa de
trabajo. Se incubaron las tiras durante 20 minutos a temperatura ambiente; 6) se
afiadio 100 uL de solucion de stop a los pocillos en la misma secuencia que para
la solucidn de sustrato; 7) se midieron con una absorbancia a 450 nm utilizando un

lector de ELISA de microplaca (Betancourt et al., 2006).

42



Medicién de organofosforados. Paraquat

Para la determinacion de organofosforados por kitAbraxis de ELISA se llevaron a
cabo los siguientes pasos: 1) se afadieron 50 yL de buffer a cada pocillo de
ensayo; 2) se adicionaron 25 pl del control negativo a los primeros dos pocillos,
254l del control positivo a los siguientes dos pocillos, y 25ul de muestra (agua del
rio Bejucos) a los pocillos restantes de la placa para mezclarlos a través de
movimientos suaves durante 15 segundos; 3) se incorporaron 25 uL de solucion
oxidante diluida en cada uno de los pozos, la placa se agité para mezclar durante
15 segundos e incubd durante 5 minutos a — 21 °C; 4) se colocaron 25 yL de
solucién neutralizadora en cada pocillo, para posteriormente agitar la placa
durante 15 segundos; 5) se agregaron 25 uL de la ACh-E en cada pocillo y se
agito la placa durante otros 15 segundos y se incubaron durante 15 minutos a - 21
°C ; 6) se colocaron 25 pL de sustrato-ATC en cada pocillo y se volvio agitar para
mezclar durante otros15 segundos; 7) se adicionaron 25 uL de cromégeno - DTNB
en cada pocillo de ensayo para mezclar durante otros15 segundos; 8) Finalmente
se incorporaron 25 pyL de solucién de stop de la reacciéon en cada pocillo de
ensayo, y se volvié a agitar por otrosl5 segundos. Los pocillos preparados se

leyeron con un lector de ELISA a 450 nm (Betancourt et al., 2006).
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2.3.2. Andlisis de 6rganos de Spermophilusadocetus
2.3.2.1. Plaguicidas

La determinacion de los herbicidas 2,4-D y organofosforados (Paraquat) sebaso
en el principio de digestion de tejidos de acuerdo a la NOM-028-Z00-1995. Se
tomaron 2 g de tejido de cada higado y se colocaron en tubos de ensaye de vidrio
de 5 mL, y se les adicioné 1.5 mL de agua destilada para molerlos con un
homogenizadorde tejidosOmni TH 115. Posteriormente con micropipeta de 1000 pl
se transfirio un 1 mL de tejido homogeneizado (para medicion de 2,4-D) y 0.5 mL
(para medicion de organofosforados) a tubos Ependorf de 1.5 mL; a los tubos que
contenian 0.5 mLde tejido homogenizado se les adicion6 0.5 mL de metanol al 10
%. Después se agitaron por 10 minutos con un agitador Vortex a 400 rpm y se
colocaron en una centrifuga refrigerada a 3000 rpm por 10 minutos a 8°C, el
sobrenadante obtenido se pas6 a otros tubos Ependorf de 1.5 mL y se
centrifugaron de nuevo. Las muestras resultantes en caso de ser almacenadas
para su posterior lectura, se guardaron a una temperatura de 6 a 7 °C.
Finalmente se dio paso a la deteccion de los plaguicidas por medio de los kits de
ELISA, uno especifico para 2,4-D y otro para organofosforados, con este ultimo se

infirid la concentracion de Paraquat
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2.3.2.2 Metales
La digestion de los tejidos se bas6 en Narvaez et al., 2010 y el principio de la
técnica de la NOM-010-ZO0-1994 para la determinacién de Cd en frio. Se utilizo
1.25 g de tejido, el cual se colocé en tubos de ensaye de 20 mL de capacidad. Se
les adicionaron 2 mL de acido nitrico(99% de pureza), 2 mL de &cido clorhidrico
grado reactivo y se dejaron durante 24 horas en campana de extraccion.
Posteriormente de agregé un mililitro de peréxido de hidrogeno para degradar
posibles remanentes de materia organica. Las muestras digeridas se colocaron en
cuarto oscuro y a temperatura ambiente hasta su analisis. El andlisis se llevo a
cabo en los laboratorios ABC en 12 muestras de tejido hepatico, a través del
método NMX-F-026-SCFI-2008, para alimentos-grasas vegetales o animales
determinacion de contenido demetales (cromo, cobre, fierro, niqguel ymanganeso),
en donde se utilizd un espectrofotometro de absorcion atomica de flama para dar
lectura a las concentraciones de este metal en el tejido.
2.3.2.3. Histologia

Se procesaron los 6rganos de 36 ardillas (Spermophilusadocetus) de las cuales 18
fueron machos y 18 hembras. Se procedié a la remocién de cada higado con una
biopsia insicional representativa, en tanto que, del aparato reproductor femenino y
masculino se hicieron biopsias escionales de las génadas; los tejidos obtenidos en
el campo a través de las biopsias se fijaron en formalina neutra estabilizada por
inmersion. Para el procesamiento de los tejidos en el laboratorio, se disecaron
fragmentos de aproximadamente 1 cm?, fueron lavados, dos veces, con solucién

amortiguadora de fosfatos para eliminar el exceso del fijador. Posteriormente se
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deshidrataron con etanol de 50°, 60° y 70° GL (dos en cada uno), antes del
procesamiento e inclusion en el procesador de tejidos.

Los fragmentos se procesaron e incluyeron con ayuda del programa 4 del
procesador automatico de tejidos “Histoquinet” marca Leica y cuyos pasos fueron
deshidratacion (etanol de 80°, 96° y 100° GL), aclaracién (etanol-xileno -1:1-,
xileno 1y xileno 2) e infiltracién de las muestras en ParaplastTissue extra. Marca
McCormickScientific en 2 pasos, el paso uno de 2 horas y el paso dos de 8 horas.
Para la inclusién de los fragmentos se colocaron en escuadras de Leukart, en las
que se orientaron para definir el &rea de corte del tejido, con ParaplastTissue extra
Marca McCormickScientific que solidific6 por un periodo de 24 horas (Garcia-
Lorenzana, 2007).

Se realizaron cortes con la ayuda de un micrétomo rotatorio de la marca Leica, a
un espesor de 7 umy fueron montados en portaobjetos con pantalla para poder ser
rotulados. Posteriormente fueron desparafinados con Neoclear; se tifieron con la
técnica de Hematoxilina- Eosina (H&E) (Fortoul & Castell, 2010, Garcia-
Lorenzana, 2007), con el objetivo de analizar la estructura del tejido y detectar
posibles cambios que se originaron por accion de los contaminantes (herbicidas y
metales). Se conservaron de manera permanente utilizando resina artificial
“Entellan” sobre el tejido y colocando su cubreobjetos respectivo; a partir de estas
muestras y por medio de un microscopio 6ptico marca Carl Zeiss, se analizaron y
diagnosticaron histologicamente las alteraciones encontradas en los o6rganos de
estudio. Los cortes fueron digitalizados con la camara axioCamMRc5 y el

programa axiovision 4.8 de Carl Zeiss.
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2.4. Estadistica aplicada al analisis de datos.

Se llevé a cabo la inferencia estadistica de los datos. Para la comparacion de
medias entre temporadas de colecta se aplico un andlisis de varianza (ANOVA o
Kruskal Wallis). Para obtener la tendencia de los datos y establecer si hubo
variaciones en las temporadas de colecta, se llevo a cabo el siguiente analisis. En
las poblaciones de datos que cumplieron con los supuestos de normalidad y
homocedasticidad a través de las pruebas de Omnibus (K?) y Levene, se aplicé un
andlisis de varianza (ANOVA, F) de una via. En las poblaciones que no cumplieron
con estos supuestos se realizé un analisis de Kruskal Wallis (H). Cuando los datos
no presentaron diferencias significativas, se obtuvo su promedio para visualizar la
tendencia en las concentraciones a lo largo del rio. También se utilizd un andlisis
de correlacion canonica para establecer si existian relacion entre las variables de

estudio (Sokal&Rohlf, 2012).
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3. RESULTADOS
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3.1. Identificacion de las actividades antropogénicas en el rio Bejucos y sus

alrededores.

De acuerdo al ultimo censo poblacional efectuado por INEGI en el afio de 2010, el
poblado de Bejucos cuenta con una poblacion aproximada de 2,528 personas de
la cuales 1,192 son hombres y 1,336 son mujeres. La edad en la cual se
encuentra la mayor cantidad de los lugarefios es de 0 a 14 afios con un total de
840 personas, que representan el 33.2% de la poblacion. La cantidad de
individuos que no poseen servicios de salud oficiales son 1,810 habitantes (71.6%)
y la cantidad de viviendas que no poseen drenajes disponibles son 53 (9.2%) y 46

(8%) no disponen de agua entubada de la red publica.

Las actividades econOmicas mas importantes de la zona son la agricultura,
transporte colectivo, turismo, pequefio comercio como tiendas de abarrotes,
ventas de artesanias, venta de comida y verdura. Pero el mayor aporte econémico
proviene del envio de dinero por parte de familiares que viven en los Estados

Unidos.

Las principales actividades que realizan los pobladores en el rio Bejucos son: 1)
pescar, 2) nadar, 3) aseo personal, 4) aseo de ganado como vacas, borregos,
caballos y cabras, 5) ingreso del ganado para que beban el agua, 6) lavado de

vestimenta y 7) lavado de automoviles.
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Cabe destacar que durante el bafio del ganado, el hato defeca y orina
directamente en el interior del rio. Aunado a ello, se lleva a cabo la limpieza de
vehiculos en las partes menos profundas del rio, donde se usan detergentes, de
igual manera las personas mas pobres del poblado llevan a cabo en el rio su

limpieza personal y de ropa.

En los alrededores existen zonas rusticas de campamento; existen también areas
de confinamiento para el ganado, las cuales se encuentran a escasos 3 metros del
rio. En las orillas del rio se puede encontrar una gran cantidad de basura derivada
de las actividades turisticas y domeésticas. Estas ultimas tienen mayor presencia
del lado del rio en que se encuentra la poblacion de Bejucos. Los hogares que no
cuentan con drenaje al interior de sus casas, vierten sus desechos directamente al
rio. Animales como perros, gallinas y cerdos, que provienen de estas mismas
viviendas, también suelen encontrarse en las orillas del rio y se logra apreciar una

gran cantidad de heces y alimento de estos animales.

Durante los recorridos se pudieron observar tres grandes zonas que destacan por
su deterioro visual y olor. La primera de ellas es el basurero a cielo abierto, el cual
se encuentra en un costado del rio sobre un terreno inclinado y enfrente al
poblado de Bejucos.Aunque éste ya ha sido clausurado por las autoridades, los
lugarefos siguen descargando su basura, ya que el basurero actual se encuentra
mas lejano y ubicado en la cima de un cerro, que se encuentra frente a la entrada
del poblado. La segunda zona se ubica en el punto de ingreso de agua residual

proveniente de los pobladores que no cuentan con el sistema de drenaje. Aunque
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actualmente, ya existe un sistema de drenaje que fue construido por las
autoridades del municipio a peticién de los pobladores, no todas las casas cuentan
con este sistema, por lo que todavia existe la practica de desechar la basura y el
agua en un pequefio canal que va a dar al rio. La tercera y Ultima zona en malas
condiciones, son los huertos de frutas que se ubican a escasos metros del punto
de aporte de basura e ingreso del agua residual. Entre los materiales desechados
en este sitio se encuentran: botes de herbicidas, botellas, ropa, fruta en
descomposicion y desperdicios de comida. Cabe destacar que se cultiva cafa,
sorgo, frijol, alfalfa, papa y chile en la cercania de este sitio; estos cultivos
destacan por encontrarse en pendientes pronunciadas y a escasos dos metros del
rio. Los agricultores utilizan una gran cantidad de agua extraida del mismo para
regar sus cultivos y también para mezclar los herbicidas. No menos importante, es
la presencia esporadica de animales domésticos muertos en las orillas y en el
interior del rio Bejucos. También se pueden observar en las orillas del rio y fuera
del basurero principal, articulos como botellas, platos, zapatos, jabon, pantalones

y restos de comida.

Finalmente ante la falta de empleo que se registra en el lugar, los lugarefios mas
pobres cazan a las ardillas (Spermophilusadocetus) como fuente de alimento,
debido a que estos organismos se han vuelto una plaga y al no tener ingresos

econdémicos, se convierten en un recurso importante para ellos.
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3.2. Condiciones hidrolégicas del rio Bejucos.

3.2.1. Comportamiento temporal de las variables.

Parametros fisicoquimicos.

Los valores promedio obtenidos para las variables se muestran en la Tabla 1. En
la época de seca se observaron temperaturas de 29.2 °C, pH de 8.1, CO, de 80.6
mg/L y dureza de 310.6CaCO3/mg/L; eestos valores fueron los mal altos respectoa
a las demas temporadas de colecta. El oxigeno disuelto mostré el valor mas

elevado en el incio de lluvias y fue de 13.9 mg/L.

De acuerdo con la NOM-001- ECOL-1996, la cual establece los limites méaximos
permisibles de contaminantes en descargas de aguas residuales en aguas y
bienes nacionales; la temperatura no rebasé los limites aceptables para uso
urbano y proteccion de la vida acuatica en ninguna temporada de colecta. De la
misma manera el pH y la dureza, no rebasaron los limitesmaximos permisibles
para uso urbano y proteccion a la vida acuatica, indicados por CONAGUA en la
Ley Federal de Derechos del 2009 (Disposiciones aplicables en materia de aguas
nacionales).Los niveles de oxigeno disuelto se consideraron aceptables ya que se
encuentran por encima de los limites minimos requeridos para uso urbano y

proteccion a la vida acuatica, de acuerdo ala ley referida anteriormente (Tabla 1).
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Tabla 1. Promedios y desviaciones estandar de los parametros fisicoquimicos y
limites aceptables de acuerdo a la legislacion mexicana.

Variables Temporada | Inicio de Final de Limite Legislacion
de seca |temporada |temporada| méximo vigente
de lluvia de lluvia | permitido
Temperatura 29.2+1.7 23.4+4.9 24.4+0.5 40.0 NOM-001-
[°C] ECOL-1996
pH 8.1+0.2 8.0+0.2 8.0+0.2 6.0-9.0° Ley Federal
6.5-8.5* | de Derechos,
2009
Oxigeno 10.0+1.9 13.9+0.6 | 12.0£3.1 4.0y Ley Federal
disuelto 5.0° de Derechos,
[mg/L] 2009
Dioxido de 80.616.7 42.2+12.1 9.0£2.6 10° Bascufan,
carbono 2010
[mg/L]
Dureza[mg/L] 310.6 137.025.4 | 19.2+7.9 400.0" Ley Federal
+116.1 de Derechos,
2009

1.- Limite maximo permitido para uso urbano., 2.- Limite maximo permitido para la
proteccion de la vida acuatica de agua dulce.3.- Valor tipico de lagos y rios.

El pH mostrépoca variacion entre las colectas, el valor minimo registrado fue de
8.0 y el maximo de 8.1. Estos valores no representan riesgo para el desarrollo de
los seres vivos segun Masters &Wendell, (2008).Las diferencias de temperatura
entre épocas no fueron significativas (H= 0.90, P=0.634).Las diferencias por época
en los niveles de oxigeno disuelto fue significativa (H= 12.68, P<0.01),
apreciandose niveles elevados en la época de lluvias (>12 mg/L) El diéxido de
carbono y la dureza mostraron valores muy contrastantes entre épocas, fueron
altos en la época de seca y bajos en la de lluvias. De acuerdo a Bascuian (2010),
las concentraciones de dioxido de carbono registradas en seca e inicio de lluvia se

encuentran por arriba de los valores tipicos para rios y lagos (Fig. 4 y tabla 2).
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Tabla 2. Resultados de pruebas de inferencia estadistica para los parametros
fisicoquimicos.

Variables Resultado
Temperatura H=0.90, P=0.634
pH F=2.04, P=0.149
Oxigeno disuelto H=12.68, P<0.01
Dioxido de carbono H=25.82, P<0.01
Dureza H=25.82, P<0.01

Nutrientes

Todos los parametros analizados mostraron diferencias significativas entre las

colectas, con excepcion del amonio (tabla 3).

Tabla 3. Resultados de pruebas de inferencia estadistica para los nutrientes.

Variables Resultado
Nitritos H=14.13, P<0.01
Nitratos H=20.68, P< 0.01
Amonio F=2.48, P=0.28

Fdésforo total H=21.13, P<0.01

El nitrito mostr6 concentraciones promedio de 0.12 mg/L en la época de secas,
niveles que fueron significativamente superiores a los de otras colectas y se
encontraron por arriba del limite aceptable para uso y consumo humano. Los
nitratos rebasaron los niveles aceptables al inicio de la temporada de lluvias
conconcentraciones significativamente superiores a las de las demas colectas
(13.62 mg/L promedio). Los limites base para la interpretacion de los resultados
establecen la salud ambiental, indican si el agua es adecuada para uso y consumo
humano, e indican los limites permisibles de calidad y tratamientos a que debe
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someterse el agua para su potabilizacion.El amonio se encontré siempre por arriba

de lo permitido para la proteccion de la vida acuatica de agua dulce, 0.06 mg/L, el

promedio registrado para la temporada de secas fue de 0.20 mg/L, para inicio de

lluvias 0.32 mg/L y finalmente para término de la temporada de lluvias0.22 mg/L.

Los niveles del fosforo, norebasaron los limites aceptables para riego agricola en

ninguna temporada de colecta, sin embargo, considerando que el agua en Bejucos

también tiene uso publico urbano, se observo que el agua tuvo calidad inadecuada

para el inicio de las lluvias, colecta en la cual el valor promedio fue de 6.8 mg/L,.

Esta colecta tuvo valores superiores a los de las colectas restantes. (Tablas 3 vy 4,

Fig. 5).

Tabla 4. Promedios, desviaciones estandar de los nutrientes y limites maximos
permitidos de acuerdo a la legislacion mexicana.

Variables | Temporada Inicio de Final de Limite | Norma oficial
de seca temporada | temporada | maximo Mexicana
de lluvia de lluvia | permitido
Nitritos 0.12,+0.58 0.02,+0.14 0.024,+0.04 0.05 NOM-127-
[mg/L] SSA-1994
Nitratos 0.92,+0.22 13.62,+8.41 1.17,+0.30 10 NOM-127-
[mg/L] SSA-1994
Amonio 0.20,+0.63 0.32,£0.17 0.22,+£0.92 0.06° Ley Federal
[mg/L] de Derechos
2009
Fosforo 0.90,+0.65 6.82,+2.21 1.82,40.94 | 20'y5? NOM-001-
[mg/L] ECOL-1996

1.- Uso en riego agricola. 2.-

acuatica de agua dulce.

Uso publicourbano. 3.- Proteccion de la vida
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Fig. 5. Comportamiento de los nutrientes por colecta. 1- secas, 2- inicio de lluvias,
3- término de lluvias, 4- limite maximo permitido.

Comportamiento temporal de los contaminantes presentes en el rio Bejucos.

La Demanda Biol6gica de Oxigeno (DBOs) no rebasé el limite maximo permitido
que establece las concentraciones aceptables de contaminantes en descargas de
aguas residuales en aguas y bienes nacionales. Estos limites son de 75 mg/L para
uso en riego agricola y 30 mg/L para uso publico urbano. Asimismo, no mostré

diferencias importantes entre las colectas.
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Los niveles de detergentes, registrados como sustancias activas al azul de
metileno no rebasaron los limites estipulados para uso y consumo humano y para
el tratamiento a que debe someterse el agua para su potabilizacién, ya que los
valores promedio obtenidos en las colectas fueron inferiores: 0.044 mg/L para

secas, 0.08mg/L en inicio de lluvias, y 0.11 mg/L para finales de lluvias.

Las concentraciones de los grupos de bacterias analizados fueron muy elevadas.
La interpretacion de la calidad sanitaria del agua es compleja ya que algunas
normas oficiales tienen mucha tolerancia en las concentraciones que son
aceptables, mientras que otras, son muy exigentes en funcion del uso de que se le
da al agua. No todos los grupos de bacterias se encuentran dentro de la
legislacion ambiental mexicana, lo que imposibilita frecuentemente ponderar su
importancia con un enfoque oficial. Por lo tanto la interpretacion dependera del
criterio del investigador y/o de las normas, lineamientos u publicaciéon de algun
organismo oficial que marque un limite. Cabe destacar que a veces se tiene que
hacer extrapolaciones en los limites para un grupo determinado de bacterias, para
poder hacer su descripcién ejemplo de ello son los estreptococos, los cuales se

describirdn mas adelante

Las coliformes fecales rebasaron todos los niveles permisibles en las tres
temporadas de colecta de acuerdo a la NOM-003-ECOL-1997 y la Ley de
Derechos; a su vez las coliformes totales, no tipificados en las normas
mencionadas, también rebasaron las concentraciones limite estipuladas para

todas las temporadas de colecta en la NOM-127-SSA-1994, que establece los
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limites maximos permisibles de contaminantes para las aguas residuales que se
redsen en servicios al publico. El grupo de estreptococos rebaso, el limite de 100
NMP/100mL mencionado en los requisitos y especificaciones de sustentabilidad
de calidad de playas, NMX-AA-120-SCFI-2006 en las tres temporadas de colecta
(tabla 4).

Los coliformes totales y fecales presentaron diferencias significativas entre
temporadas de colecta, los estreptococos no, debido a que en la Ultima colecta de
lluvias hubo un amplio intervalo de concentraciones registradas entre los

diferentes sitios de colecta.

En cuanto a los plaguicidas, el herbicida organoclorado 2,4-diclofenoxiacetico (2,4-
D), se encontrd por encima de lo establecido en la Ley Federal de Derechos en la
primera temporada de secas en la que se determiné una concentraciéon de 0.11
mg/L y al término de las lluvias con 0.10 mg/L. La concentracion de compuestos
organofosforados (Paraquat),presenté diferencias significativas entre las colectas.
A nivel internacional existe un limite de 0.10 mg/L para Paraquat (Hamilton et al.,
2008). Por lo tanto, en las tres temporadas de colecta los niveles se encontraron

por encima de la concentracion limite aceptable (Tablas 5y 6, Fig. 6).
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Tabla 5. Promedios, desviaciones estandar temporales y limites méximos
permitidosde contaminantes.

Variables Temporada | Inicio de Final de Limite Norma
de seca temporada | temporada | maximo Oficial
de lluvia de lluvia permitido | Mexicana
DBO5 [mg/L] 42+6.1 6.7+4.5 54+5.2 75.0° NOM-001-
30.0° ECOL-
1996
Detergentes 0.044 0.08+0.50 0.11 0.50 NOM-127-
[mg/L] +0.20 +0.98 SSA-1994
Coliformes 5,322 5,554 199,150 NOM-127-
totales 13,634 9,730 186,118 2 SSA-1994
[NMP/100 mL]
NOM-003-
Coliformes 1,068 3,082 192,310 | 1000%*** | ECOL-
fecales 1415 +7,373 +100,540 1997
[NMP/100 ml] Y
Ley
Federal
Derechos,
2009
Estreptococos 285 132 1,716 100 NMX-AA-
[NMP/100ml] +189 +134 +2,186 120-SCFI-
2006
2,4-D 0.11+0.53 0.08+0.24 0.10+0.18 0.10° Ley
mg/L Federal de
Derechos,
2009
Organofosforado | 0.15+0.26 0.17+0.21 0.15+0.02 0.10 Hamilton
mg/L et al., 2008

1.- Servicios al publico con contacto indirecto u ocasional.

2.-Fuente de

abastecimiento para uso publico urbano. 3.-Riego agricola. 4.-Proteccion a la vida
acuatica agua dulce. 5.- Uso en riego agricola. NOM-001-ECOL-1996. 6- Uso
publico urbano. NOM-001-ECOL-1996.
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Fig. 6. Distribucion de los datos de contaminantes por colecta. 1- secas, 2- inicio
de lluvias, 3- término de lluvias.

Tabla. 6.Inferencia estadistica de los datos de contaminantes.

Variables Resultado
DBO5 F=0.22, P=0.80
Detergentes H=1.35, P=0.51
Coliformes fecales H=10.06, P<0.01
Coliformes totales H=10.58, P<0.01
Estreptococos H=0.37, P=0.83
2,4-D H=2.69, P=0.08
Organofosforados (Paraquat) F=3.26, P=0.06

3.2.2. Comportamiento espacial de las variables.

Para este analisis, se utilizd el promedio de las tres colectas en las variables que
no presentaron diferencias significativas entre las temporadas del afio. La finalidad
de realizar dicho andlisis fue integrar los datos y visualizar su comportamiento por

estacion.
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Parametros fisicoquimicos

Temperatura

La temperatura del agua del rio, no rebaso los limites aceptables para uso publico
urbano y proteccion de vida acuatica de acuerdo a la NOM-001-ECOL-1996que es
40 °C. Sin embargo la estacion namero siete que se ubica a mas de 800 m del
inicio del muestreo presentd los niveles mas altos para las tres temporadas de
colecta, la temperatura promedio en este punto fue 26.2 °C. Las estaciones
subsecuentes:8, 9 y 10, presentaron 25.1°C, 25.4 °C y 25 °C, respectivamente, es
decir, disminuyeron, pero se mantuvieron altas en relacion a las primeras

estaciones (Fig. 7).
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Fig. 7. Promedio de latemperatura en las estaciones de colecta a lo largo del rio
Bejucos. La linea representa el limite maximo para la NOM-001-ECOL-1996.
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pH

Los niveles de pH fueron homogéneos, y se encontraron dentro de los limites
aceptables. La estacion numero siete presenté un valorun poco menor respecto a
todas las primeras estaciones, 7.8. Las subsecuentes presentaron los niveles un

poco mas altos y fluctuaron alrededor de 8 (Fig. 8.)
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Fig. 8. Promedio delpH a lo largo del rio Bejucos. Las lineas representan el
intervalo del limite maximo permitido por la Ley Federal de Derecho (CONAGUA).

Oxigeno disuelto

El oxigeno disuelto siempre se encontr6 en concentraciones aceptables para el
uso publico urbano el cual establece como limite minimo 4 mg/L y para riego
agricola, 5mg/L. Pero, como se menciond anteriormente, el comportamiento de
cada época del afio fue diferente. Para las temporadas de secas y término de
lluvias, se pudo apreciar un descenso en las concentraciones de oxigeno disuelto
en las estaciones ubicadas mas adelante de la estacion siete, (ubicada cerca del

poblado de Bejucos). En el término de lluvias, las primeras seis estaciones de
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colectamostraron concentraciones masaltas (que pasaron de 16 mg/L, a 12 mg/L)
que el resto. Al inicio de las lluvias se midieron concentraciones elevadas de

oxigeno disuelto que fluctuaron entre 13.8 y 14.8 mg/L (Fig. 9).
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Fig. 9. Concentraciones de oxigeno disuelto por estacion y por temporada de
colecta a lo largo del rio Bejucos.La linea representa el limite méximo permitido
para la Ley Federal de Derechos (CONAGUA).

Di6éxido de carbono

El comportamiento de este parametro fue diferente en cada colecta. La temporada
de secas fue la que presentd los niveles mas altos de diéxido de carbono, y las
concentraciones fueron uniformes, la mayoria de las estaciones presentaron
concentraciones cercanas a los 80 mg/L. En el inicio de lluvias los valores también
fueron elevados, con un maximo en la estacién 8 con 60 mg/L. Dos estaciones
presentaron niveles algo mas bajos, la primera de ellas fue la estacién dos cuya
concentracion fue 22.4 mg/L, y la sexta con 28.8 mg/L. Finalmente, en la

temporada término de lluvias, los niveles fueron mucho méas bajos y se acercaron
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a los valores tipicos que se registran en rios (10 mg/L) (Bascuian, 2010). Las
concentraciones fluctuaron entre 9 y 10 mg/L, y hubo un valor bajo en la estacion

nueve con 2.8 mg/L (Fig. 10).

Dioxido de carbono
100
80 e e e e e O e
S~ P d -
2 a0 A N S B--g
\ B
20 d A
A A A A A A A
0 aya g~ Ay LY LN N = ""0-....[_\..-'
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Distancia en m
=== Secas =<~ =Inicio lluvias <<+ Termino de lluvias Valor tipico

Fig. 10. Concentraciones de diéxido de carbono por estacién y por temporada de
colecta a lo largo del rio Bejucos. La linea representa el valor tipico para rios y
lagos.

Dureza

La dureza también mostr6 un comportamiento diferente en cada colecta. En un
30% de las estaciones el agua rebasé la concentracién de 400.0 mg/L establecida
por la Ley de Derechoscomo limite para uso urbano. Tres sitios de colecta
mostraron valores por arriba de este limite en la temporada de secas, dos de ellos
se encuentran ubicados antes de la poblaciéon de Bejucos y uno cerca del poblado,
por lo que puede considerarse que éstas son las condiciones naturales del cuerpo
acuatico en ausencia de lluvias. Para el inicio de lluvias, las concentraciones a lo

largo del rio fluctuaron entre 130 y 146 mg/L. Para el término de las lluvias la
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dureza se mantuvo casi constante hasta la estacién cinco (= 26.0 mg/L),hubo un
descenso en la estacion seis hasta 7 mg/L, para volver a incrementarse

ligeramente en las siguientes estaciones de colecta. Los valores de esta colecta

fueron bajos (Fig. 11).
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Fig. 11. Concentraciones de dioxido de carbono por estacién y por temporada de
colecta a lo largo del rio Bejucos. La linea representa el valor maximo permitido
para la Ley Federal de Derechos (CONAGUA)
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Nutrientes

Nitritos

En la temporada de secas la mayoria de las estaciones rebasaron la
concentracion de 0.05 mg/L, estipulada para uso y consumo humano (NOM-127-
SSA1-1994), solo la estacidn nueve se encontrd por debajo de los limites. En
contraste, para el inicio de lluvias sélo la estacion siete rebaso la norma con 0.063
mg/L. Los niveles de nitritos fueron aceptables al término de la temporada de

lluvias, los valores fluctuaron entre 0.017 mg/L y 0.031 mg/L (Fig. 12).
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Fig. 12. Concentraciones de nitratos por estacion y por temporada de colecta a lo
largo del rio Bejucos. La linea representa el limite maximo permitido por NOM-

127-SSA1-1994.
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Nitratos

Como se mencion6 anteriormente solo se rebasaron los limites aceptables de
nitratos (10mg/L) en la temporada de inicio de lluvias(NOM-127-SSA1-1994). En
esa colecta, tres de las estaciones rebasaron los niveles maximos estipulados, dos
estuvieron muy cercanas al limite y cinco estuvieron por debajo. Aparentemente la
cercania de la poblacion de Bejucos no tuvo relevancia en el comportamiento de
este parametro. Las concentraciones de nitratos fueron aceptables en las otras
dos colectas. En la temporada de secas las concentraciones a lo largo del rio
fluctuaron entre 0.6 y 1.2 mg/L y en la colecta del término de lluvias entre 1y 1.3

mg/L(Fig. 13).
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Fig. 13. Concentraciones de nitratos por estacién y por temporada de colecta a lo
largo del rio Bejucos. La linea representa el limite maximo permitido por NOM-
127-SSA1-1994.
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Amonio

Los niveles de amonio fueron malos en el rio Bejucos. Todas las estaciones
rebasaron la concentraciéon de 0.06 mg/L establecida como limite para proteccién
de la vida acudtica de agua dulce, segin CONAGUA en la Ley Federal de
Derechos de 2009. Los niveles menores se registraron en las estaciones seis
(0.21 mg/L) y ocho (0.20 mg/L), que difirieron de la estacion siete, la cual tuvo la

mayor concentracion, 0.41 mg/L (Fig. 14).
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Fig. 14. Promedio de las concentraciones de amonio a lo largo del rio Bejucos. La
linea representa el limite maximo aceptable para la proteccién de la vida acuatica,
Ley Federal de Derechos (CONAGUA).
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Fosforo

El fosforo mostrd niveles por encima de las normas Unicamente en la temporada
de inicio de lluvias en que se rebasé la concentracién de 5.0 mg/L establecida
como limite maximo permisible parauso publico urbano (NOM-001-ECOL-1996).
Solo dos estaciones mostraron valores inferiores al limite, ambas ubicadas al inicio
del trayecto analizado. Ocho estaciones rebasaron los valores aceptables. Los
valores mas altos se registraron en las estaciones siete (8.9 mg/L), ocho (9.7
mg/L) y nueve (9.4 mg/L).En las temporadas de secas e inicio de lluvias, las

condiciones fueron aceptables (Fig. 15).
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Fig. 15. Concentraciones de fosforo a lo largo del rio Bejucos. La linea representa
el limite maximo permitido por la NOM-001-ECOL-1996.
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Comportamiento espacial de los contaminantes en el rio Bejucos.

DBOs

Los niveles de DBOs indicaron que el contenido de materia organica del agua era
aceptable para los usos que se da al agua del rio. El nivel mas alto se registro en
la estacion siete con un promedio de 12.6 mg/L (Fig. 16). Los valores registrados
se consideraron aceptables, ya que no rebasaron los 30 mg/L, concentracion que

muestra indicios de contaminacion (NOM-001-ECOL-1996)
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Fig. 16. Promedio de las concentraciones de detergentes a lo largo del rio
Bejucos. La linea representa el limite méximo permitido establecido por la NOM-
001-ECOL-1996.
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Detergentes

Para este pardmetro no rebaso la concentracion limite de 0.50 mg/L para el uso y

consumo humano(NOM-127-SSA1-1994) en ninguna estacion. Sin embargo, los

méaximos niveles obtenidos a lo largo del cauce del rio mostraron variaciones. Las

estaciones siete y ocho tuvieron en promedio 0.16 mg/L, las nueve y diez tuvieron

0.09 mg/L. Los valores minimos se registraron en las estaciones uno, dos y seis,

con valores de 0.03 mg/L o inferiores (Fig. 17).
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Fig. 17. Promedio de las concentraciones de detergentes a lo largo del rio
Bejucos.La linea representa el limite maximo permitido establecido por la NOM-

127-SSA1994.



Coliformes totales

Todas las muestras rebasaron el limite maximo permisible para el uso y consumo
humano (NOM-127-SSA1-1994), la cual es 2 NMP/100 mL. Para la temporada de
secas, las maximas concentraciones (entre 8,656 y 8,883 NMP/100 mL) se
obtuvieron entre las estaciones cinco a nueve; mientras que las minimas fueron
1,549 NMP/100mL. En el inicio de lluvias las estaciones siete y ocho, registraron
hasta 24,000 NMP/ 100 mL, mientras que el resto de las estaciones tuvo valores
inferiores a 1,550 NMP/ 100 mL.En la colecta del término de lluvias se registraron
valores que superaron el limite de deteccion de la prueba, mostrando
concentraciones superiores a 240,000 NMP/100mL en las primeras siete

estaciones,con un decremento abrupto hasta 35,752 NMP/100mL (Fig. 18).
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Fig. 18. NMP de coliformes totales por estacion y por temporada de colecta a lo
largo del rio Bejucos.La linea representa el limite maximo permitido para la NOM-
127-SSA-1994
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Coliformes fecales.

Siendo 1,000 CF el limite para uso publico urbano, riego agricola, y proteccion a la
vida acuéticade acuerdo a la NOM-003-ECOL-1997 y por CONAGUA en la Ley
Federal de Derechos (fuente de abastecimiento), el rio Bejucos mostr6 una mala
calidad sanitaria. En la temporada de secas estos limites se rebasaron en el 40%
de las muestras, hubo un incremento evidente a partir de las estaciones cinco y
seis que tuvieron 803 NMP/100 mL, a la siete con 1,549 NMP/100 mL. Desde esta
Ultima estacion hasta la diez se rebaso el limite. En el inicio de las lluvias la
estacion siete registré el valor méas alto, el cual fue 24,000 NMP/100mL, por lo que
su concentracion se encontré muy arriba de lo aceptable; lo mismo sucedié para
las estaciones cinco, seis, y nueve cuyas concentraciones fueron 1,549
NMP/100mL. En la colecta del término de lluvias las estaciones uno a la ocho se
mantuvieron constantes con 240,000 NMP/100mL, en contraste la estacion nueve
y dieztuvieron 1,549 NMP/100 mL. En esta colecta, todas las estaciones

rebasaron el limite aceptable (Fig. 19).
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Coliformes fecales
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Fig. 19. NMP de concentraciones de coliformes totales por estacion y por
temporada de colecta a lo largo del rio Bejucos. La linea representa el limite
méaximo permitido para la NOM-003-ECOL-1997 y Ley Federal de Derechos
(CONAGUA)

Estreptococos

Considerando los valores promedio de estreptococos fecales, todas las estaciones
presentaron concentraciones por arriba dellimite aceptable de acuerdo a los
requisitos y especificaciones de sustentabilidad de calidad de playas NMX-AA-
120-SCFI-2006, cuyo limite es 100 NMP/100mL (Fig. 20). Siendo las estaciones

uno, tres y cinco las que presentaron los niveles mas elevados.
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Fig. 20. NMP de estreptococos a lo largo del rio Bejucos. La linea representa el
limite de NMX-AA-120-SCFI-2006.

2.4-Diclorofenoxiacetico

Los valores promedio del 60% de las estaciones rebasaron los limites maximos
permitidos para fuente de abastecimiento para uso publico urbanolLey Federal de
Derechos (2009), la cual establece 0.1 mg/L como valor maximo. Las

concentraciones de estas estaciones fluctuaron entre 0.106a 0.136 mg/L (Fig. 21).
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Fig. 21. Promedio de las concentraciones de 2,4-D a lo largo del rio Bejucos. La
linea representa el limite maximo permitido por la Ley de Federal de Derecho de
2009

Organofosforado (Paraquat)

Este analisis se realiz6 como un método indirecto para evaluar la presencia de
plaguicidas organofosforados, entre los cuales se incluye el Paraquat, plaguicida
de amplio uso en la zona de colecta. Por este motivo se considera una medida
indirecta de los posibles niveles de este plaguicida. Las concentraciones se
mantuvieron uniformes, con valores promedio de 0.15, 0.17 y 0.15 mg/L en cada
colecta, respectivamente. El nivel mas bajo se registré en la estacion numero uno
con 0.14 mg/L, las demas estaciones fluctuaron entre 0.15 y 0.18 mg/L. En todas
las estaciones se detectaron niveles elevados de acuerdo al limite establecido por

Hamilton et al., 2008(Fig. 22).
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Fig. 22. Promedio de los datos de organofosforados a lo largo del rio Bejucos. La
linea representa el valor limite establecido por Hamilton et al., 2008 para agua.
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3.3. Histopatologia

De los 36 ejemplares diseccionados, se analizaron un total de 540 cortes
histolégicos en microscopio de campo claro; 270 fueron de goénada y 270 de
higado. Para fines practicos, solo se presentan las fotomicrografias de los cortes
obtenidos en los érganos de estudio de ejemplares capturados en cuatro
estaciones de muestreo: A (zona control), C (sitio 6 para toma de muestras
hidrologicas), G (sitio 7) y B (sitio9). Se determiné que la estacién A seria el
control para ejemplificar las condiciones normales en la organizacion tisular en
gbnada e higado, por estar en una zona lejana al rio y a las actividades
antropogénicas. Los ejemplares de esta localidadno mostraron lesiones y
sirvieroncomo referencia para identificar alteraciones en los tejidos; el sitio
Cmostr6 el panorama tisular mas comun observado en los cortes de los
especimenes de las estaciones | aK, ubicadas antes del poblado de Bejucos; en el
sitio Gse registraron alteraciones histologicas que no se observaron en los demas
sitios de colecta; el sitio Bmostro la tendencia general en la organizacién tisular de

las estaciones F, H, D, y F, ubicadas rio abajo de la poblacion.
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3.3.1. Génada

Los érganos reproductores, no mostraron ninguna alteracion en la organizacion
tisular del aparato reproductor masculino en la zona control (Figura 23); a
diferencia de los ejemplares colectados en la zona de mayor alteracion (sitio 7),
los cuales presentaron una anatomia caracteristica de época reproductiva (Figura

25) y que difirié del resto de los sitios de colecta (Figuras24 y 26).

Figura 23.0rgano: testiculo dezona control. Se observan células de Sertoli (s) y
espermatogonia (eg) en tabulos seminiferos con organizacién normal (A. Tincion H-
E. Barra = 700 ym), (Al.Tincion H-E. Barra= 100 ym y A2. Tincion H-E. Barra
=25um).
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FiguraA 24.C)rgano: testiculo desitio seis. Se
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tubulos seminiferos (TS) con organizacion normal (B. Tincion H-E. Barra = 700 um,
B1.Tincion H-E. Barra= 100 ym, y B2. Tincién H-E. Barra =25um)

Figura 25. Organo: testiculo desitio siete. Se observan los ttbulos seminiferos (TS),
tunica albuginea (TA) en espermatogenésis. Anatomia caracteristica en etapa de
reproduccion (C. Tincién H-E. Barra = 700 ym y,C1.Tincion H-E. Barra= 100 uym).
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Figura 26.0rgano: testiculo desitionueve. Se observan espermatogonia (eg) en
tubulos seminiferos (TS) con organizacion normal (D.Tincion H-E. Barra= 100 um, y
D1. Tincion H-E. Barra =25um).

3.3.2. Higado

Los estudios histologicos, indicaron que en la zona control no se presentd
alteracién en la organizacion tisular hepética (Figura 27); mientras que en la zona
ubicada en las cercanias del drenaje y cultivos (sitio 7) se observé presencia de
depositos leucocitarios en el higado, representados por neutréfilos (Figura 29).
Esto difiere de lo observado del resto de las estaciones de colecta (Figura 28 y

30), en las cuales no se observaron estas alteraciones.
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Figura 27.0rgano de estudio: higado de la zona control. Se observan hepatocitos
(H) bien definidos con organizacion tisular normal (A. Tincién H-E. Barra = 100um
y Al. Tincién H-E. Barra= 25um).

. By %N SR + S5 S % o e Y bk, 2
Figura 28.0rgano de estudio: higado sitio seis. Se observan hepatocitos (H) y la
vena central (VC). Anatomia de organizacion tisular normal, es decir, sin presencia

de leucocitos (B. Tincion H-E. Barra = 100um), (B1. Tincion H-E. Barra= 25um).
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Figura 29.0rgano de estudio: higado de sitio siete. Se observa deposito
leucocitario representado por neutrofilos(N) alrededor de los hepatocitos (H), (C.
Tinciéon H-E. Barra = 100um), (C1. Tincién H-E. Barra= 25um).

Figura 30. Organo de estudio: higado de sitio nueve. Se observan hepatocitos
(H) y la vena central (VC). Organizacion tisular normal (D. Tincién H-E. Barra =
100pm), (D1. Tincion H-E. Barra= 25um).

El 16% de las muestras revisadas mostraron depositos leucocitarios en higados y
gonadas con anatomia caracteristica de reproducciéon. Estos ejemplares fueron

colectados en la estacion G o sitio 7 del rio Bejucos.
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Contaminantes en tejido de S.adocetus.

Se midié la concentracion de organofosforados, 2,4-D y de cadmio sélo en higado,
debido a que este fue el 6rgano que presentd alteraciones histolégicas evidentes

gue involucran una afectaciondel sistema inmune (leucocitos).

En cuanto al Paraquat (organofosforado), los especimenes capturados en los sitios
C, G y B rebasaron el limite de 0.005 mg/Kg establecido por FAO/OMS para
residuos de Paraquat para carne (de mamiferos distintos a los mamiferos marinos).
Los valores mas elevados registrados en higado se encontraron en organismos
colectados en las estaciones C y G durante el inicio de la temporada de lluvia 0.484
mg/Kg y 0.692 mg/Kg, respectivamente (Tabla 7). Esto representa valores 100
veces por arriba del limite aceptable. En contraste, los organismos colectados en la
zona control (estacion A) no mostraron un nivel de organofosforados detectable con

la técnica de andlisis aplicada.

En el caso del herbicida 2,4-D, todos los ejemplares presentaron niveles superiores
al limite de 0.2 mg/Kg establecido por la FAO/OMS para residuos de 2,4-D para
carne (de mamiferos distintos a los mamiferos marinos). Nuevamente, los
ejemplares que llegaron a presentar valores mas altos fueron los capturados en el
sitio 6 (0.329 mg/Kg) y 7(0.475 mg/Kg) durante la el inicio de la temporada de lluvia.

Los organismos de la zona control no mostraron niveles detectables de 2,4D.

El analisis de contenido de cadmio en higado indico que los ejemplares del sitio 7

(estacion G) del rio tuvieron 0.152 mg/Kg y 0.134 mg/Kg de cadmio, niveles
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superiores a los aceptables en carne para consumo humano, que es 0.1 mg/Kg. Los
ejemplares restantes mostraron niveles inferiores a los aceptables, en promedio
tuvieron 0.01 a 0.09 mg/Kg. En los organismos de la zona control se detectaron

0.008 mg/Kg en promedio.

Los limites utilizados para la comparacion, son los establecidos para cumplir con los
requisitos del comercio entre paises NOM-004-ZO0O-1994, que estan estipulados
para el control de residuos toxicos en carne, grasa, higado y rifiones de bovino,
equinos, porcinos y ovinos. Estos limites se utilizaron porque la ardilla es

consumida como alimento en la zona.

Tabla 7. Concentraciones de 2,4-D, organofosforados y cadmio registrados
en higado S. adocetusy limites establecidos en la legislacion mexicana.

Sitio-temporada Organofosforados 2,4-D Cadmio
mg/Kg mg/Kg mg/Kg
Control-secas 0.000 0.000 0.009
Control-ini.lluvia 0.000 0.000 0.010
Control-term.lluvia 0.000 0.000 0.006
6-secas 0.053* 0.200* 0.019
6-ini.lluvias 0.484* 0.321* 0.023
6-term.lluvias 0.142* 0.235* 0.022
7-secas 0.203* 0.207* 0.094
7-ini.lluvias 0.692* 0.475* 0.152*
7-term.lluvias 0.235* 0.339* 0.134*
9-secas 0.042* 0.282* 0.037
9-ini.lluvias 0.246* 0.260* 0.076
9-term.lluvias 0.203* 0.264* 0.051
Limites aceptables 0.005! 0.200° 0.100°
(mg/Kg)
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1. Limite maximo de residuo de Paraquat para carne (de mamiferos distintos a
los mamiferos marinos) FAO/OMS 2010.

2. Limite maximo de residuo de 2,4-D para carne (de mamiferos distintos a los
mamiferos marinos) FAO/OMS 2010.

3. NOM-004-Z00-1994, productos y servicios. Productos carnicos procesados.
Especificaciones sanitarias.

Los contenidos de los herbicidas y el cadmio no se analizaron en génada, porque
no se observaron alteraciones importantes a nivel tisular. Solo en los ejemplares
colectados en las estacion G se evidencio espermatozoides que indica un desfase

del desarrollo gonadico

89



4. DISCUSION
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4.1. Actividades antropogénicas en el rio Bejucos.

Durante las tres colectas llevadas a cabo en el periodo 2010-2011, se registraron
diversas actividades en el rio Bejucos. En la temporada de seca se pudo observar
una gran cantidad de espuma en el rio, producto de la utilizacion de este cuerpo
de agua para el aseo personal y el lavado de vestimenta y de automdviles, sin
embargo el detergente no mostré niveles elevados en el agua. El sitio donde se
concentra la mayoria de la gente para poder ejecutar su limpieza y la de sus
articulos fue la estacibn 5. Este sitio se caracteriza por ser la parte menos
profunda y la mas accesible al poblado, existen varios caminos bien despejados

para llegar al rio y hay mayor concentracion de casas sobre dicho y trayecto.

A patrtir del sitio 5 y hasta el 10, fue frecuente la presencia de ganado en las orillas
e interior del rio, debido a que los ganaderos guian a su hato para que puedan
beber agua y bafarlos. Esta situacién ocasiona que en este trayecto se pueda
percibir el olor caracteristico de las excretas y a simple vista se puede detectar
excremento tanto en las orillas como en la propia agua. Aunado a ello, los propios
lugarefios suelen nadar durante las tardes para aliviarse el calor, a pesar de las
condiciones visibles en las que se encuentra el rio. Ademas de la situacion
provocada por el ganado y el aseo personal, a unos cuantos metros de la estacion
5, se encuentra el ingreso de agua residual proveniente del poblado a través de un
pequeiio canal construido por los lugarefios. Este se utliza para verter los
desperdicios domésticos y asi eliminarlos lo mas pronto posible, ya que parte de la

poblacién no cuenta con drenaje, en especial la que se encuentra en las cercanias
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del rio. Asi, el aporte de este tipo de agua se adiciona al problema que ocasiona el
ganado. También se observo en las orillas una gran cantidad de comida que es
arrojada en este sitio para que las gallinas y cerdos puedan alimentarse, por lo
qgue de igual manera se logra apreciar una buena cantidad de heces derivada de
estos animales y que en buena parte se encuentran depositadas en los margenes
del rio, lo que contribuye ain més a la contaminacién organica del rio. Por otro
lado, aparentemente el rio tiene suficiente movimiento como para impedir que la
contaminacion por materia organica represente un problema, ya que DBOs, no

mostroé niveles elevados.

Cabe destacar que antes de que termine la temporada de secas, los lugarefos
empiezan a preparar las tierras para la siembra de cafa, sorgo, frijol, alfalfa, papa
y chile, entre otros cultivos. Por lo que desvian y acarrean agua del rio Bejucos
para regar las semillas que ya fueron previamente sembradas, también para poder

combinar los plaguicidas y hacer las respectivas fumigaciones a los cultivos.

Durante la temporada de lluvia, se apreciaron actividades diferentes, llevadas a
cabo tanto por los pobladores, como por los turistas. Por parte de los pobladores
se observo el constante uso y riego con productos quimicos (herbicidas) para
combatir la maleza de los cultivos. EI manejo de estos productos es llevado a cabo
por la gente adulta del pueblo, estas personas no cuentan con equipo
especializado para la palicacién de los plaguicidas y tampoco con el equipo de
proteccion personal. Solo en ocasiones utilizan un paliacate y un sombrero para

cubrir el rostro. Los propios agricultores mencionan que para tener una mayor
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efectividad con los herbicidas en poco tiempo, ellos combinan los productos de
Hierbamina (2,4-D) y el Gramorxone (Paraquat). La mayoria de los agricultores no
cuentan con estudios y en caso de tenerlos solo es la primaria o secundaria.
Aunado al desconocimiento de los productos quimicos, los vendedores solo les
indican para qué sirven los productos y las cantidades que deben aplicarse, pero
no los requerimientos de seguridad que deben tomar en cuenta al aplicarlos. Es
frecuente que los envases donde contenian estos herbicidas sean tirados: en los
margenes del rio(lugar donde posteriormente acampan los turistas), en el interior
de los huertos de frutas, o en el basurero que fue clausurado, pero que se sigue
utilizando. Esto se debe a que el basurero autorizado se encuentra sobre el cerro
ubicado a la entrada del pueblo, es decir, a una distancia mayor. Los botes
depositados en dicho basurero suelen encontrarse sobre el rio gracias a que las
lluvias ocasionan escorrentias que transportan dichos contenedores. Cabe
destacar que en las cercanias del basurero, los pobladores suelen pescar para

autoconsumo o venta al publico.

Los pobladores que cuentan con pocos recursos econdmicos, utilizan como
alimento al cuinique (Spermophilusadocetus), y suelen cazarlos en los margenes
del rio donde estos habitan o en los huertos y cultivos. Segun ellos la ardilla tiene
beneficios medicinales, como evitar la diabetes y controlar la presion arterial. Por

ello la gente que tiene estos padecimientos también la consume.

La influencia de las actividades humanasen el rio fue evaluada a través de la

caracterizacion de la calidad del agua, la cual se describe a continuacion.
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4.2. Condiciones hidroldgicas del rio Bejucos.

Parametros fisicoquimicos.

Los resultados obtenidos indican que la temperatura, el pH, el oxigeno disuelto y
la dureza no rebasaron los limites maximos permisibles de acuerdo con la ley

federal de derechos del 2009 (uso urbano y proteccion para la vida acuatica).

La temperatura y el pH no presentaron diferencias significativas entre las épocas
del afio analizadas Se observé un incremento de la temperatura entre las
estaciones 6 y 7, que puede relacionarse con el ingreso de agua residual que
existe en esa zona. Incrementos de la temperatura hansido observadoscuando se
incorporan aguas residuales a cuerpos de agua, ya sea por infiltracion directa o
por aportes subterraneos (Rodriguez, 2009). En cambio la disminucién del pH
entre las estaciones 6 y 7 puede relacionarse con el aumento de la temperatura en
esa zona. Ya que la temperatura afecta la constante de disociacion del agua, que
a su vez influye en las concentraciones relativas de los iones hidronio e hidroxilo.
Aunque también puede asociarse con los aportes de agua provenientes de los
domicilios o escorrentias de drenajes; los cuales pueden contener materia

organica que acidifica el agua (Fuentes y Massol, 2002; Soliset al., 2011).

El didxido de carbono presentd niveles superiores al valor de referencia de 10
mg/L, durante las temporadas de seca e inicio de las lluvias. Este parametro no
mostroé una variacion especifica en cuanto a las localidades. Los elevados valores

de diéxido de carbono durante la época de seca pueden tener varios origenes: la
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difusiéon del diéxido de carbono atmosférico, la disminucion de los niveles de agua

y la corriente(Fuentes&Massol, 2002; Obregén, 2006; Roldan, 2008)

El oxigeno disuelto y la dureza presentaron un decremento en las estaciones 6y 7
en la temporada de seca e inicio de lluvia, que puede atribuirse al ingreso del agua

residual.

El oxigeno nunca fue limitante para la vida acuatica, aunque el valor minimo
registrado en la estacion 10 fue de 6.8 mg/L en la época seca y se considera
aceptable para el desarrollo de los organismos (Bain& Stevenson, 1999; EPA,
1997). El valor promedio de este parametro en ésta época también fue menor
comparado con las demas temporadas (10.0 mg/L), esto puede deberse a la falta
de movimiento de la masa de agua del rio, cuyo volumen disminuye
considerablemente; y cuando esto sucede los peces quedan confinados en un
nivel del agua menor y por lo tanto existe un mayor consumo de oxigeno. Esto es
caracteristico en los cuerpos de agua durante el periodo de secas; aunado a ello,
el incremento de la temperatura en el agua favorece la disminucion del oxigeno
disueltoe incrementa el diéxido de carbono. En el rio Bejucos se observé una
correlacién negativa entre la temperatura y el oxigeno disuelto en el agua (R*=-
0.74, P<0.01), como es de esperar por el comportamiento que existe entre estas
variables. Ademas, otros factores como la presencia de materia organica y el
menor volumen de agua pueden contribuir al menor nivel detectado de Oyy los

valores elevados de CO, durante la temporada de seca.
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El aumento en el volumen de agua y la mayor corriente durante la época de lluvia
modificé los parametros como el oxigeno disuelto, cuyos valores aumentaron, y
puede ser la causa de la disminucion del COshasta niveles tipicos de rios, y la
disminucién de la dureza (Arocena& Conde, 1999; Goyenola, 2007). Cabe
destacar que las concentraciones de oxigeno registradas durante la temporada de
lluvias (>12 mg/L) indican que el sistema estaba sobresaturado. Mientras que los
valores registrados en la temporada de secas fueron menores al nivel de
saturacion (10 mg/L), a pesar de lo cual, se consideraron aceptables para la vida
de la gran mayoria de especies de peces y otros organismos acuaticos (Bain&

Stevenson, 1999).

Existen cuerpos acuaticos con diferentes niveles de dureza, propiedad que
depende de la cantidad de carbonatos contenidos en el agua. El agua del rio
Bejucos corresponde a un agua muy dura (> 180 CaCO3 /mg/L) durante la
temporada de seca, dura (121 — 180 CaCOs/mg/L) en el inicio de las lluvias, y
blanda (0 — 60 CaCO3s/mg/L) al termino de las lluvias (Catalan, 1969; Mora, 1999).
Las variaciones de este parametro en funcién de época del afio estan ligadas a la
cantidad de agua que ingresa al rio de forma natural y a la fuerza de las corrientes
que arrastran los minerales (Rodriguez, 2009). En Bejucos podemos observar que
las corrientes y nivel del agua del rio disminuyen en la época seca, lo que favorece
el depdsito de minerales, incluyendo el CaCO3; y aumentan, conforme hay mayor
ingreso de agua durante la temporada de lluvias. El pH afecta las especies idnicas

de CO; en el agua, los valores de pH registrados en el rio Bejucos fueron entre 8.0
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y 8.1, que indican predominancia del HCOj3". Este parametro no represento peligro
a la fauna acuatica o a la salud (Solis-Garza, et al., 1996 y 2000;
Strocker&Seager, 1981).

Nutrientes

Los nitritos rebasaron el limite permisible para uso y consumo humano en la
temporada seca, mientras que los nitratos y el fosforo lo hicieron en el inicio de
lluvia. ElI amonio rebas6é los limites aceptables siempre. Respecto a la
espacialidad, los nitritos, los nitratos, el amonio y el fosforo, presentaron valores

elevados entre las estaciones 6 y 7 durante el periodo de estudio.

Las variaciones temporales de los nitratos y nitritos pueden relacionarse con la
deposicion atmosférica, escorrentia superficial y subterranea, la disoluciéon de
depdsitos geoldgicos ricos en nitrdgeno, la descomposicion biologica de la materia
organica y la fijacion del nitrégeno por algunos organismos procariontes, asi como
a fuentes antropogénicasentre las que identificamos a la deposicion de excretas,
desechos municipales y desechos alimentarios y desde luego el uso de
fertilizantes (Camargo, 2007; Fuentes&Massol, 2002). Particularmente en la zona
de Bejucos esto puede ser la causa principal del comportamiento de los nutrientes,
ya gue no tuvieron un comportamiento asociable a los aportes de agua residual,

debido a que se registro poca presencia de materia organica.

Un factor que afecta las concentraciones de nitrogeno en los ecosistemas
acuaticos, es el oxigeno disuelto. Los ecosistemas ricos en oxigeno (> 0.3 mg/L)

pueden fijar bien el nitrdogeno, mientras que a concentraciones menores no se
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pueden sostener el proceso de nitrificacion. A pesar de los elevados niveles de
oxigeno, los aportes de fertilizantes pueden impedir un reciclado adecuado de
nutrientes, ya que las concentraciones en el rio se consideraron altas por rebasar
los valores considerados por las normas oficiales mexicanas. La presencia de
altas concentraciones de materia organica disuelta puede inhibir de forma indirecta
a las bacterias nitrificantes. Aunque en Bejucos este no fue el caso, ya que la
DBOs fue baja. En condiciones limitantes de oxigeno, los heterotrofos aerobios y
anaerobios facultativos compiten con las bacterias nitrificantes por el oxigeno
disuelto disponible. Esto hace que el proceso de descomposicién de materia
organica se realice con mas facilidad. Un pardmetro relevante en la nitrificacion es
el pH. En un pH bajo, la nitrificacion también disminuye, el pH Optimo para este
proceso oscila entre 8 y 9. Las condiciones de Bejucos por lo tanto eran
apropiadas para un proceso de nitrificacion adecuado. Finalmente, la temperatura
también estd asociada positivamente con la nitrificacion, ya que al disminuir la
temperatura (< 15°C) la nitrificacion disminuye y cuando aumenta la temperatura
(15°C a 35 °C) la nitrificacion se eleva (Fuentes &Massol, 2002; Masters
&Wendell, 2008). En Bejucos los niveles de temperatura fueron siempre mayores

a 15 °C.

Niveles elevados de amonio aparecen como resultado de los procesos de
descomposicion de la materia organica y como resultado del metabolismo de
organismos acuaticos, ya que algunos de estos, son amoniotélicos, es decir sus

desechos nitrogenados consisten principalmente de amonio. Sin embargo, en la
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zona de estudio hay un factor mas que estaria contribuyendo a estos elevados
niveles, la actividad agricola de la zona, ya que al aumentar las lluvias,se
incrementa el uso de abonos nitrogenados. Por lo anterior, los niveles de amonio
se consideran tanto un indice de la actividad bioldgica, como un indice de
contaminacion (Fernandez-Alba et al., 2010; Russo, 1985).

Las concentraciones relativas de NH; y NH; también dependen del pH y la
temperatura del agua (Russo, 1985); a medida que los valores de pH y
temperatura aumentan, la concentracion de NHj; también aumenta pero la
concentracion de NH,4 disminuye (Camargo, 2007).El amoniaco se encuentra en
cantidades notables cuando el medio es fuertemente reductor pero en Bejucos no
fue el caso. En un medio oxidante, el ion amonio se transforma en nitrito. Se le
considera un constituyente normal de las aguas superficiales y esta intimamente
relacionado con descargas recientes de desagies. Cuando su concentracion es
mayor de 0.1 mg/L (como N), como en el caso de Bejucos, podria constituirse en
un indicador de contaminacion por aguas residuales domeésticas o industriales.
Esta sustancia se encuentra presente en aguas residuales y es producido, en su
mayor parte, por la eliminacién de compuestos que tienen nitrégeno organico y por

la hidrélisis de la urea (Marbello, 1997; Ramirez, 1998; Roldan, 2008).

Finalmente, los niveles de fosforo, podrian asociarse a dos factores. En el primer
caso los detergentes domeésticos y en el segundo los fertilizantes. Los detergentes
son considerados como contaminantes de naturaleza organica; se disuelven bien

en el agua, contaminando sus rios, lagos y manto freéatico, lo que provoca, junto
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con otros nutrientes, la eutrofizacion de estos cuerpos. Muchos de los detergentes
contienen fosfatos o nitrdgeno y su proporcion puede llegar a ser hasta el 40% en
relacion al peso. El fésforo en los detergentes secuestra iones de calcio o
magnesio, que en aguas duras impiden la accién limpiadora del jabon (Alfonso &
Pérez, 2010; Castiglioni, 2010). Sin embargo, el analisis de correlacion candnica
de la concentracion del fosforo con los detergentes, no mostrd correlaciéon en
ningin momento en Bejucos. El segundo factor responsable de los niveles
relativamente elevados de fosforo, pueden ser los fertilizantes que se utilizan en la
zona. El agua del rio Bejucos present6 diferentes niveles de dureza pasando de
ser muy dura, a dura y a blanda entre temporadas, de acuerdo al andlisis candnico
hubo una relaciénentre la cantidad de fésforo y la dureza (R*= 0.725, P<0.01) en
la época de termino de lluvias. Considerando lo anterior, la fuente del fésforo
pueden ser los fertilizantes y los detergentes; si el fosforo estuviera asociado a los
detergentes, la disminucion de la dureza durante lluvias, deberia asociarse al
incremento del fésforo; sin embargo, al existir niveles bajos de detergentes se

atribuye mas al incremento de los fertilizantes en los plantios.
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Contaminantes

DBO5S

La DBOs no tuvo diferencias entre las temporadas y los niveles no indicaron
contaminacion organica importante. Sin embargo se registraron 12.6 y 13.3 mg/L
promedio en la estacion siete, lo cual puede deberse al ingreso de agua residual
proveniente del poblado de Bejucos. El agua residual suele estar cargada de
microrganismos de origen fecal. La descomposicion de materia organica
nitrogenada (ej. proteinas, bases nitrogenadas, urea, etc.)llevada a cabo por
microorganismos, asi como por plantas y animales acuaticos, ocasionan la
disminucién de las concentraciones de oxigeno y el aumento de CO,. Aunado a
esto, las temperaturas altas aceleran el proceso de descomposicién (Diazet al.,
2003). La aireacion por el movimiento del agua favorecié la oxigenacion en la
época de lluvia, sin embargo, los altos niveles de COparecen indicar que en la
época de secas, cuando no hay suficiente aporte de agua, existe descomposicion
de materia organica. De manera que, a pesar de que la DBO5 no sea elevada, las
altas concentraciones de bacterias parecen corroborar que si existe aporte de
materia organica.

Los resultados de DBOs indican que la contaminacion por materia organica no es
un problema en el rio, sin embargo los detergentes pueden tener influencia en el

comportamiento de la DBOs(Marshe&Polkowski, 1972; Masters &Wendell, 2008).
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Detergentes

Los detergentes no representaron un contaminante importante en el rio Bejucos y
las concentraciones mostraron cierta uniformidad, con un ligero incremento

asociado a la estacion 7.

Los detergentes son considerados contaminantes por los problemas que
ocasionan en el ambiente acuatico, entre estos se pueden citar la disminucién del
oxigeno disuelto en el agua, la inhibicion del proceso de fotosintesis, y en casos
extremos impiden la respiracion de los peces, ademas inhiben los procesos
funcionales de las bacterias, que degradan la materia organica.Entre los agentes
espumantes se agrupan todos los compuestos tensoactivos que, por Su
naturaleza, en mayor o en menor grado, producen espuma cuando el agua es
agitada. La causa principal reside en la presencia de residuos de los detergentes
domésticos, como el alquil-sulfonato lineal (LAS) y el alquil-sulfonato bencénico
ramificado (ABS) (Alfonso & Pérez, 2010).Su accién mas importante en las aguas
superficiales esta relacionada con la interferencia en el poder autodepurador de
los recursos hidricos, debido a la inhibicion de la oxidacién quimica y bioldgica.
Como consecuencia de esto, aun en aguas fuertemente contaminadas, la
determinacién de la carga organica biodegradable (DBOs) suele presentar valores
bajos. Esto se debe, entre otras causas, a que las bacterias en presencia de
detergentes, se rodean de una pelicula que las aisla del medio e impide su accion.
Lo anterior puede estar sucediendo en Bejucos debido a que existe una gran

cantidad de bacterias y bajos valores de DBOs; ademas, al correlacionar los
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detergentes con la DBOsse observaron correlaciones directas en las temporadas
de inicio de lluvia (R?=0.84, P=0.04) y al término de estas ( R?>= 0.80, P=0.03).

Por otro lado, la solubilidad del oxigeno en aguas que contienen detergentes es
menor que en aguas libres de ellos. En niveles elevados de detergentes disminuye
la difusion del oxigeno desde aire a través de la superficie del agua (Alfonso &
Pérez, 2010). Los altos niveles de oxigeno disuelto del rio Bejucos corroboran de
alguna manera que los detergentes no se aportan en grandes cantidades.

Coliformes totales, fecales y estreptococos

Con base en los resultados microbiolégicos obtenidos, la calidad sanitaria del rio
Bejucos fue inaceptable e implica un riesgo a la poblacion que tiene contacto con
ella. La estacién del afio que presentd las concentraciones mas elevadas para
estos parametros fue el término de la temporada de lluvias, ya que los coliformes
totales presentaron un promedio de 199,150 NMP/100 mL, los fecales 192
NMP/100 mL, y los estreptococos 1,716 NMP/ 100 mL, si bien no hubo diferencias
significativas entre las épocas. Las condiciones fueron particularmente malas en
las estaciones 6 y 7. El incremento de estos organismos durante la temporada de
lluvias puede deberse a dos factores: el primero es el incremento de turistas en el
rio, y el segundo, el incremento en los niveles de agua que proviene de
escorrentias y el incremento del nivel del agua que invade los corrales de ganado
ubicados a orillas del rio, los cuales se encuentran al descubierto en la época de
secas. Esto corroboraria lo estipulado por Conway&Pretty, 1991; quienes

mencionan que en las zonas rurales, este tipo de contaminacion se origina por
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defecacion a campo abierto y a la presencia de animales domésticos y silvestres
gue actian como reservorios de agentes patégenos. Al existir fecalismo se liberan
estos microorganismos en el agua, encontrando en ésta un medio para distribuirse
y reproducirse, ya que al considerarse termotolerantes pueden permanecer en el
medio con rangos de temperatura de 10°C a 45 °C y pH 9.6 (Suarez, 2002). Las
corrientes de los rios se encargan de transportar y conducir estos
microorganismos a los cuerpos de agua (Galarraga, 1984; OMS, 1995 y 1996;
Vargas &Joseli, 1996). Ademas, el incremento que se presenta entre las
estaciones 6 y 7 puede deberse al ingreso de agua residual sin ningun

tratamiento.

2,4-D

Los niveles de 2,4-D en el rio no tuvieron diferencias temporales y su distribucion
espacial no tuvo tendencias claras. Sin embargo, los niveles en el agua rebasaron
las normas en algunos sitios. Como se menciond anteriormente, se utilizan
grandes cantidades de Hierbamina que se diluye con el agua proveniente de este
cuerpo de agua, para regar los cultivos y estos al encontrarse en terrenos con
pendiente, favorecen escorrentias que pueden estar cargadas de dicha sustancia,

de manera que es movilizada por las corrientes del rio.
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Organofosforados (Paraquat)

Del mismo modo, los compuestos organofosforados detectados no mostraron
tendencias temporales ni espaciales, sin embargo, las concentraciones rebasaron

el limite establecido por Hamilton et al., 2008 para agua.

Los herbicidas organofosforados elaborados a base de Paraquat, como el
Gramoxone, se utilizan en la zona para erradicar la maleza en las orillas del rio y
asi poder cultivar. Este herbicida se biodegrada lentamente en el agua y en el
suelo, tiene un tiempo de vida estimado en el subsuelo de 1,000 dias. No
experimenta hidrdlisis, fotolisis ni volatilizacién desde el medio acuético (Moreno,

2003).

4.3. Efectos biolégicos del 2,4-D y Paraquat

El andlisis histopatolégico del higado de S. adocetus, revel6 dafios en los
ejemplares colectados en el sitio 7. Estos consistieron en la presencia de
depodsitos leucocitarios representados por neutrofilos, lo que indica una
inflamacion aguda. Dicha inflamacion puede relacionarse con la presencia de los

herbicidas 2,4-D y Paraquat detectados en el tejido mediante los kits de Elisa.

La via oral es posiblemente de entrada de los herbicidas a la ardilla S. adocetus y
responsable de una respuesta inmunolégica hepatica. La absorcion de estos
plaguicidas via dérmica es deficiente debido a que la piel funciona como una
barrera que imposibilita su penetracion. Por via aérea o inhalatoria estos
compuestos suelen afectar preferentemente a los pulmones, los cuales tienden
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biocumularlos hasta en un 97%, eliminado la fraccion restante por via renal. Los
herbicidas clorofenoxiacéticos, como el 2,4-D, se absorben bien por la via oral y
respiratoria, mientras que lo hacen de forma escasa por la piel. Un 75% de lo
absorbido se elimina inalterado por la orina en 4 dias o por las heces (Moreno,

2003; Mencias, 2000).

El mecanismo de absorcién de los herbicidas por via oral, hacia el intestino
delgado seria el transporte activo, este permite que los agentes xenobidticos
pasen el epitelio del intestino y se dirijan hacia el higado a través de los vasos
sanguineos de la circulacion enterohepética, para penetrarlo a través de los vasos
sinusoides. Los vasos sinusoides se caracterizan por carecer de una membrana
basal. Esto permite que los agentes xenobi6ticos (herbicidas) tengan contacto
directo con los hepatocitos. En el higado se encuentran las células de Kupffer
unidas a las células endoteliales de los espacios sinusoides; al ingresar el agente
xenobiobtico estas células son activadas, promoviendo su funcion de macréfagos,
la sintesis y la liberacion de mediadores proinflamatorios como reactivos de ROS,
especies reactivas de nitrégeno y citoquinas. También en el higado se encuentran
presentes neutrofilos, que son células inmunitarias circundantes que juegan un
papel importante en el proceso inflamatorio, mediante la fagocitosis, cuando hay
liberacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y enzimas proteoliticas. Los
neutrofilos son producidos en medula 6sea y dirigidos al higado como una de las
primeras respuestas inmunes, lo que caracterizala inflamacién aguda (Repetto,

2009).
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Toxicocinética del 2,4-diclofenoxiacético.

Estos compuestos son inhibidores débiles de la fosforilacion oxidativa y se
comportan como téxicos musculares y nerviosos (nervios periféricos) directos
(Mencias, 2000).Los herbicidas pueden tener diferentes efectos biol6gicos
dependiendo de las concentraciones, tiempo de exposicion, via de entrada,
mecanismo de absorcion y efecto tdxico. En el caso de exposicion aguda al 2,4-D
por via oral, se presentan hemorragias de la mucosa del tracto intestinal,
congestion, necrosis y edema del intestino, infiltracion grasa, inflamacion y
necrosis hepética y degeneracion de los tubulos renales. Se han reportado efectos
teratdgenos, cancerigenos (préstata) y reproductivos como atrofia de génada y

malformacion espermética (Moreno, 2003; Albert, 2011).

La DLsode 2,4-D via oral para rata es de 300-700 mg/kg. La exposicion diaria
durante un afio de 0 — 0.01 mg/kg de peso corporal en perros, y de 2 afios en
ratas, favorece el desarrollo de cancer (Mencias, 2000). Las concentraciones
detectadas de este herbicida en el tejido hepatico de S. adocetus son superiores a
la concentracion asociada al desarrollo de cancer. Sin embargo, el desarrollo de
cancer no pudo ser evidenciado mediante el analisis histopatolégico en higado.
Los ejemplares colectados en la estacion 6 en el inicio de lluvia y 7 en inicio y
término de lluvia acumularon 2,4-D en concentraciones que se encuentran dentro

del rango de la DLspen rata.

107



Toxicocinética y toxicodinamica del Paraquat.

La absorcién de Paraquat es minima a través de la piel ya que no se trata de una
sustancia liposoluble. Por via oral es del 5-10% de la dosis, y aun menor en
presencia de comida en el tracto gastrointestinal. El compuesto presenta baja
union a proteinas plasméticas yse distribuye practicamente por los tejidos
vascularizados (rifién, higado, corazén y muasculo estriado). La eliminacién se
produce por la via renal con una metabolizacion insignificante, excretandose
alrededor del 70% de la dosis al cabo de 48 horas. Entre el 20 y el 30%
permanece en los tejidos (en musculo entre 15 y 20 dias), para finalmente,
excretarse por la orina, aunque en ese momento ya suele haber producido lesion
renal. Una pequefa fraccion del producto se elimina por la via biliar (Mencias,

2000).

El mecanismo de toxicidad del Paraquat inicia con la formacion de radicales libres
(superdxido, peroxido de hidrogeno) debido a reducciones y oxidaciones
sucesivas de la molécula del herbicida por la NADPH y el oxigeno,
respectivamente. Esto origina una disminucion de NADPH vy la saturacion de la
capacidad delsuperéxidodismutasa, con lo que se generan aun mas radicales
libres. Todo ello produce dafio tisular por peroxidacién de los lipidos de las
membranas celulares, lo que forma mas radicales libres, perpetuando el proceso
(Mencias, 2000). Se establecid una concentracion de 0-0.002 mg/kg de peso
corporal por dia para poder ocasionar efectos biol6gicos en los organismos. Tras

la exposicion oral se presentaron quemaduras en la cavidad oral y faringe, dolor
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retroesternal, disfagia y gastroenteritis con nauseas, vOmito, diarrea, necrosis
hepatica (desde dafio transitorio a necrosis) y renal (proteinuria y hematuria que
puede evolucionar a necrosis tubular aguda) (Albert, 2011; Mencias, 2000). Al
igual que el herbicida 2,4-D, se detectaron en el rio y en las ardillas,
concentraciones de compuestos organoclorados superiores a los limites
establecidos por la FAO/OMS para residuos de plaguicidas en carne de mamiferos
distintos a los mamiferos marinos y para agua (Hamilton et al.,, 2008). Las
concentraciones registradas en los organismos rebasan el 0.002 mg/kg
mencionado por OMS. Sin embargo, no pudimos evidenciar necrosis hepatica

asociada a la bioacumulacion de este compuesto.

Disrupcion endocrina por herbicidas

La exposicion de organismos silvestres a compuestos xenobidticos incluyendo los
herbicidas, en la actualidad esta siendo estudiada a profundidad (Ronddn-
Barraganet al., 2010). Cada vez se reportan mas casos de disfunciones del
aparato reproductivo derivadas de la exposicién de plaguicidas, como disminucién
del recuento y funcionalidad espermatica, pubertad precoz, cancer testicular y
malformaciones asociadas con problemas hormonales. Como respuesta a ello, se
ha promovido una intensa actividad de investigacion para caracterizar a estos
compuestos, en funcion de su capacidad para alterar la homeostasis del sistema
endocrino-reproductivo (Ankley&Giesy, 1998; Kendall et al., 1998). Entre los
compuestos disruptores que apenas se han reconocido estan compuestos

organoclorados y organofosforados presentes en la vida diaria. En la actualidad se
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conocen unos 45 compuestos con propiedades disruptoras confirmadas, y unos
600 considerados potenciales disruptores endocrinos (Blundell, 2003). En general
se tratan de sustancias lipofilicas, persistentes y bioacumulables. De acuerdo al
listado de plaguicidas en el censo Europeo de disruptores endocrinos, el 2,4-D se
encuentra ubicado en la categoria A, nivel 2, lo que significa, que se tiene
sospecha de disrupcién endocrina. El paraquat también se encuentra en la
categoria A, pero en el nivel 3, que significa que no se tienen evidencias precisas
de disrupcion por lo que se encuentra en estudio (ISLAS, 2002; Olea et al., 2002).
Los dos herbicidas bajo estudio se detectaron en el higado de las ardillas en
concentraciones altas, y solo se hizo el estudio en este érgano por ser el primer
organo filtrador y por mostrar evidencias de inflamacion hepética, sin embargo no
se midieron los niveles en la gonada. De acuerdo con la literatura, la atrofia,
malformacion de espermatozoides o disminucion en la cantidad de los mismos son
resultados esperados. Sin embargo, hubo evidencia de tales, en cambio lo que se
detecto fue la presencia de génada masculina madura en espermatogénesis, con
una anatomia caracteristica de etapa de reproduccion en 6 ejemplares de S.
adocetus del sitio 7, por lo que surgié la hipétesis de que alguno de estos dos
herbicidas puede estar funcionando como disruptor enddécrino. Serd necesario
estudiar el sistema endocrino de la especie para poder relacionar la presencia de
los espermatozoides en gonada con los plaguicidas. Sin embargo, considerando la
clasificacion de plaguicidas en el censo Europeo de disruptores endocrinos, cabe
la posibilidad de que el 2,4-D este influyendo en el desfase del ciclo reproductivo

de las ardillas en el sitio 7, ya que en ese sitio se detectaron los niveles mas altos
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de 2,4D en aguay en tejido. No hay que perder de vista también, que se detecto el
Paraquat en altas concentraciones en los ejemplares del mismo sitio 7, y, aunque
no hay sospecha de disrupcion endocrina en este compuesto organoclorado, aun
no se sabe que efectos sinérgicos puede generar la combinacién que hacen los

agricultores del 2,4-D y el Paraquat.

En caso de que tal tipo de efectos fuera generado por los herbicidas, se han
podido evidenciar cuatro vias de accion: 1. Union y activacidbn de receptores
estrogénicos —androgénicos (xenoestrégenos y xenoandrégenos). 2. Unidn sin
activacion del receptor estrogénico (actian como antiestrogenos o
antiandrégenos). 3. Modificacion del metabolismo hormonal. 4. Modificacion del

namero de receptores hormonales en la célula (Argemiet al.,2005).

4.4. Efectos bioldgicos de Cadmio

Este metal se registré en altas concentraciones en el higado (entre 0.134 y 0.152
mg/Kg) de ejemplares colectados en el sitio 7 (0 estacién G) con respecto al limite
(0.1 mg/kg) de la NOM-004-ZO0-1994, aceptable para control de residuos toxicos
en carne, grasa, higado y rifidn de bdévidos, equinos, porcinos y ovino. Se sabe
que en animales jévenes este elemento se absorbe rapidamente respecto a los
animales viejos (Moreno, 2003). Casi el 50% se retiene en el higado y en rifiones.
Algunas fuentes que contribuyen a la contaminacion por cadmio en el ambiente
acuatico son los cigarros, las baterias de niquel-cadmio y los pigmentos hechos
con base de este metal, aunque también suele aparecer como impureza de minas

de cobre y plomo. Esto puede estar sucediendo en Bejucos, ya que, de acuerdo a
111



los pobladores existen minas de cobre. El basurero también puede estar
contribuyendo con dicho metal al medio acuéatico, ya que en el rio se depositan los
desperdicios del pueblo, entre los que se pueden encontrar pilas, baterias de
carros, botellas diversas, colillas de cigarros, etc. Ademas de que en la temporada
de lluvias la basura suele caer en las corrientes del rio como resultado del arrastre
y escorrentias en la época de lluvias pudiendo, lo que contribuira a la presencia y

deposicion de este metal.

Toxicocinética y toxicodinamica del cadmio.

Solo se absorbe el 6% por ingestion y esta proporcion puede variar en funcién de
varios factores como las proteinas, calcio y hierro. Dentro de los organismos, se
transporta unido a la hemoglobina, metalotioneina y albumina. Se deposita en la
corteza renal, higado y testiculos. Se elimina por via gastrointestinal y renal, pero

muy lentamente, teniendo una vida media larga de 10 a 30 afios (Mencias, 2000).

El cadmio inhibe las enzimas con grupos sulfhidrilo (tioles). Estimula la glucdlisis e
inhibe la respiracion celular, la sintesis de proteinas, la absorcion del hierro, etc.
Interfiere en el metabolismo del zinc y del calcio. Al alterarse la funcién renal se
pierden por la orina aminoécidos, glucosa, minerales, calcio y fésforo. Como
mecanismo defensivo el organismo estimula la sintesis de metalotioneina,
especialmente en el higado (Mencias, 2000). La intoxicacion aguda por via oral
produce un cuadro gastrointestinal tipificado por nauseas, vomitos, diarreas y
dolores abdominales (Albert, 2011). La intoxicacion crénica puede desarrollar

nefropatia cadmica con dafio tubular renal proximal, proteinuria de origen tubular,
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aminoaciduria, glucosuria, osteoporosis, dolores 0seos, dolor lumbar (Albert, 2011,
Mencias, 2000). El dafio observado en ejemplares colectados en la localidad 7
podria no estar asociado a este metal, ya que si bien suele depositarse en higado,

sus efectos se observan mas a nivel gastrointestinal, riidn y sistema 6seo.

Al ser organismos silvestres, las ardillas S. adocetus estan expuestas a multiples
factores ambientales que también contribuyen a las modificaciones histologicas
observadas. Existe aun la necesidad de corroborar que la entrada de los
plaguicidas a los organismos haya sido a través del alimento o del agua. A pesar
de la incertidumbre en varios campos, S. adocetus funcioné adecuadamente como
indicador biolégico en el rio Bejucos, sus hébitos territoriales implican poco
desplazamiento de los ejemplares a otras zonas y por ello se puede tener cierta
seguridad en la relacion de las modificaciones histolégicas por la acumulacion de

los plaguicidas.
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5. CONCLUSION
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Actividades antropogénicas sobre el rio Bejucos

La zona que comprende los sitios 6 y 7, fue donde hubo mayor actividad humana
en las tres temporadas de colecta, actividad pesquera y turistica, esto sitios se
ubican en las cercanias del ingreso de agua residual, los cultivos y el basurero, y
presentaron alteraciones en los nutrientes, parametros fisicoquimicos, y altos
niveles de contaminacion.El oxigeno disuelto, el CO, y la dureza presentaron una
disminucién entre las estaciones 6 y 7 durante la temporada de seca e inicio de

lluvia, que podrian asociarse al ingreso de agua residual.

Parametros fisicoquimicos

La temperatura, el pH, el oxigeno disuelto y la dureza se encontraron en
condiciones aceptables en el rio, mientras que el didxido de carbono presentd
valores altos respecto a las concentraciones usualmente registradas en este tipo
de cuerpos acuaticos, en la temporada de seca e inicio de lluvia.

Los parametros fisicoquimicos que presentaron diferencias significativas
temporales fueron el oxigeno disuelto, el dioxido de carbono y la dureza. El
oxigeno disuelto mostré valores elevados en el inicio de las lluvias, mientras que el
CO., y la dureza tuvieron valores altos en secas.

A pesar de la disminucién en la temporada de seca los niveles de oxigeno disuelto
fueron favorables para la vida acuatica.Los valores elevados del CO,durante seca
se pueden deber a la descomposicién de la materia organica, disminucion de la

corriente del rio y el nivel bajo de agua.
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e El rio Bejucos presentd diferente dureza en funcién de la temporada de colecta,
ocasionado posiblemente por la cantidad de agua que ingresa al rio de forma

natural en la época de lluvias.

Nutrientes

e Los nitritos, nitratos y fosforo totalpresentaron diferencias significativas entre las
épocas analizadas. Los nitritos rebasaron el limite en la temporada de seca.
Mientras que los nitratos y fosforo lo hicieron durante el inicio de lluvia.El amonio
presentovalores superiores al limite permisible en las tres temporadas de colecta.

e Los nitritos, nitratos, amonio y fésforo registraron concentraciones elevadas entre
las estaciones 6 y 7, si bien estos niveles podrian asociarse con el ingreso de
agua residual, también es posible que se originen en los fertilizantes que se
utilizan en la zona. Ademas las variaciones en la concentracién de los nitratos y
nitritos pueden deberse a depositacion atmosférica y geoldgica, escorrentia
superficial y subterranea, la descomposicion de materia organica, excretas,
desechos alimentarios ya la fijacién del nitrégeno por microorganismos.

e La utilizacion de fertilizantes ricos en nitrégeno y fésforo en las cercanias del rio
puede estar impidiendo un reciclado adecuado de los nutrientes, ocasionando que
las concentraciones se mantengan altas. Los niveles elevados del amonio pueden
ser resultado de la descomposicion de la materia organica, metabolismo de los
organismos acuaticos y el uso de abonos a base de nitroégeno.

e El aumento del fésforo puede ser originado por los fertilizantes que se utilizan en

el lugar. Los fertilizantes ricos en fosforo contribuyen a la eutrofizacion y los
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detergentes al secuestro de iones de calcio o magnesio en aguas duras,

impidiendo la accion limpiadora del jabon.

Contaminantes

Los niveles de la DBOs fueron bajos, indicaron un bajo aporte de materia organica,
pero los niveles elevados de bacterias registrados indican lo contrario. La
influencia de los detergentes en la actividad bacteriana puede ser la razon del
registro de niveles bajos de DBOs.

Los detergentes no representaron un contaminante importante en el rio Bejucos y
las concentraciones mostraron cierta uniformidad, con un ligero incremento
asociado a la estacion 7. No hubo correlacién entre el fosforo y los detergentes.

La calidad sanitaria del agua del rio Bejucos fue mala, e implica un riesgo para la
poblacién considerando las actividades a las que se destina el rio que incluyen el
turismo, del aporte de desperdicios de comida y las actividades ganaderas. El
incremento de las bacterias en la estacion siete puede deberse al ingreso de agua
residual o los escurrientos de drenaje.

Los niveles de 2,4-D y organofosforados (Paraquat) no tuvieron diferencias
temporales y su distribucién espacial no tuvo una tendencia clara, pero los niveles
indicaron que en el rio el 2,4-D, tiene niveles elevados en tres segmentos; el
primero de ellos abarca una extension de 48 m y son los sitios 1 y 2; el segundo
comprende los sitios 5, 6, y 7, los cuales cubren una extension de 145 m; mientras
que el tercero fue el sitio 10 que se ubica a los 1468 m. En tanto el Paraquat

present0 altas concentraciones lo largo de los 1468 m, que representan toda el
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area de estudio del rio Bejucos. El origen de la presencia de estos herbicidas en el
rio se asocio al abundate uso de estos productos para poder combatir la maleza,
asi como a la utilizacion de grandes volumenes de agua para regar los cultivos

ubicados a orillas del rio y que regresa al rio por escorrentia en la época de lluvia.

Histologia

Los niveles detectados de 2,4-D y compuestos organofostorados en los
ejemplares, rebasaron los limites aceptables en las estaciones C, G y B. Los
niveles mas altos de herbicidas y cadmio se registraron en la estacion G.

La estacion G fue el tnico lugar donde se detecto inflamacion hepatica y presencia
de espermatozoides en gonada, este sitio se encuentra ubicado cerca de la
poblacion de Bejucos.

La inflamacion hepatica podria asociarse al herbicida 2,4-D, debido a que suele
bioacumularse preferentemente en higado y afectarlo. Esta conclusion también se
apoya en el hecho de que el Paraquat, se considera un herbicida de contacto,
agresivo, que ocasiona la muerte en la mayoria de los organismos y suele
ocasionar cancer 0 nhecrosis hepatica, parametros histolégicos que no se
observaron en S. adocetus.

La presencia de 2,4D en ejemplares con presencia de espermatozoides en
gonada, permite plantear la hipétesis de una posible asociacion de este plaguicida

con disrupcion endocrina,
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e La via de ingreso probable de estos herbicidas hacia S. adocetus es la oral a
través del agua, aunque no puede descartase la posibilidad de que la via de
entrada sea el alimento.

Conclusion General

Las actividades humanas han ocasionado alteracién en el rio Bejucos, con una
disminucién de la calidad del agua, al contribuir con aguas negras y residuos que
favorecen al incremento de los nutrientes, dioxido de carbono, coliformes totales y
fecales, estreptococos, 2,4-D y compuestos organofosforados hasta niveles por

arriba de los aceptables.

La forma en que se utiliza el agua proveniente del rio puede ser al mismo tiempoel
vehiculo para movilizar los herbicidas emitidos en los cultivos y la corriente del

mismo contribuye a su dispersion.

Los niveles microbiolégicos representan un riesgo para la salud de las personas
que utilizan al rio como fuente de recreacion. La presencia de los corrales de
ganado y animales domésticos en las orillas del rio Bejucos, ademas de los
desperdicios de comida dejados por los turistas, podrian estar contribuyendo a la
proliferacion de las bacterias; por o que se deben tomar acciones de mitigacion

para tratar de disminuir la concentracion de bacterias en dicho cuerpo de agua.

Los organismos colectados en la estacion G, la de mayor alteracion, podrian estar
reflejando la contaminacion. En dicha estacion se detectaron los niveles mas altos

deherbicidas y cadmio en higado. Los niveles de plaguicidas y cadmio detectados
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en los organismos que mostraron dafio histologico, implican riesgo para la salud
humana por dos motivos: el primero es el consumo de esta ardilla como fuente de
alimento, que involucra la acumulacion directa; y el segundo, que la ardilla, como
indicador biologico esta demostrando el efecto de los niveles de contaminantes en

la fauna silvestre que vive en la ribera del rio Bejucos.

Finalmente, la presente investigacion y resultados, representan un esfuerzo y
contribucion cientifica y social para Bejucos, ya que no existe informacién
ecolégica actualizada de los niveles de contaminacién. Solo hay escasa
informacion botanica que se realizé en los alrededores del poblado de Bejucos
tiempo atrds. Tampoco existe informacion publicada sobre mamiferos, reptiles,
anfibios y aves de este sitio; tampoco sobre la calidad del agua del rio Bejucos.
Por lo que la informacién que aqui se presenta puede ser la base para la toma de
decisiones de manejo del rio. En cuanto a la parte social, los resultados que aqui
se reportan pueden servir para que los pobladores se informen sobre las
condiciones y riesgos que representa el rio, ya que para algunos pobladores dicho
cuerpo de agua figura como su fuente de empleo y esparcimiento; mientras que

para todo el poblado el rio Bejucos es su simbolo de atraccion turistica.

La presente informacidbn se incorporara a la pagina Web del poblado

(www.bejucos.net), que es el medio de comunicacion mas importante de Bejucos,

también se difundird a la comunidad cientifica mediante publicaciones.
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