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Resumen:
							                           
La contaminación ambiental es un problema global, siendo los metales pesados los de mayor importancia; como, por ejemplo, arsénico, cadmio, mercurio y plomo. El objetivo del estudio fue evaluar la toxicidad estos cuatro metales sobre el pez Paracheirodon innesi. Para esto se realizaron bioensayos estáticos en laboratorio empleando individuos juveniles y como agentes tóxicos: arseniato de sodio, cloruro de cadmio, cloruro de mercurio y nitrato de plomo. Se determinó la concentración letal media (CL50) y la concentración efectiva media (CE50) para dos efectos subletales (nado extraño y movimiento opercular acelerado) con los programas TRAP y Excel Probit; así como la Concentración sin Efecto Pronosticada (PNEC). Los valores de CL50 y CE50 disminuyeron de manera casi continua de 24 h a 96 h para los distintos metales. El grado de toxicidad, en orden descendente, fue: mercurio > cadmio > arsénico > plomo. Los valores de CE/L50 de TRAP fueron ligeramente mayores a los de Excel Probit. La CL50-96h de estos metales fue 0,129; 23,1; 60,3 y 278 mg.L-1 para Excel Probit y 0,137; 29,4; 65,5 y 282 mg.L-1 para TRAP; respectivamente. Al comparar los valores de PNEC estimados para los cuatro metales de interés con el Estándar de Calidad Ambiental Peruano de la Categoría 4 para ríos de selva (ECA Cat 4 - E2 ríos selva), se puede indicar que la concentración límite del ECA para arsénico no es apropiada y su cumplimiento no aseguraría la conservación del medio acuático.



Palabras clave: bioensayo, concentración efectiva media, concentración letal media, toxicidad, Parachaeirodon innesi.
		                         


Abstract:
						                           
 Envinronmental pollution is a global issue, being heavy metals the most important; such as, arsenic, cadmium, mercury and lead. The study object was to evaluate these four metals on fish Paracheirodon innesi. To meet the goal static bioassays were carried out at laboratory, using juveniles and as toxic agents: sodium arsenate, cadmium chloride, mercury chloride and lead nitrate, with high purity. There were determined the median lethal concentration (LC50) and the median effective concentration (EC50) for two sublethal effects (strange swimming and accelerated opercula movement); as well as the Predicted No Effect Concentration (PNEC). LC50 and EC50 values decreased continuously from 24 to 96 h for all metals. The four evaluated metals showed the next toxicity ranking: mercury > cadmium > arsenic > lead.  TRAP’s L/EC50 values were slightly higher than Excel Probit’s values. LC50‑96h for these metals were 0.129; 23.1; 60.3 and 278 mg.L-1 for Excel Probit and 0.137; 29.4; 65.5 y 282 mg.L-1 for TRAP, respectively. When comparing PNEC’s estimated values for the four metals of interest with Peruvian Environmental Quality Standard of Category 4 for jungle rivers (EQS Cat 4 – E2 jungle rivers), it can be indicated that ECA’s limit concentration to arsenic is inappropriate and its compliance would not ensure aquatic environment conservation.
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Introducción

La contaminación ambiental es un problema mundial, donde la mayoría de los contaminantes de mayor relevancia en los sistemas acuáticos son los metales pesados, debido a su toxicidad y acumulación en los organismos y a la biomagnificación a través de la cadena trófica (Shafaqat et al., 2014). Los metales pesados, como por ejemplo, arsénico, cadmio, mercurio y plomo, son considerados los más tóxicos a las especies animales y ambiente (Pandey y Madhuri, 2014).  Estos producen efectos biológicos adversos en los organismos, siendo estos letales o subletales (Pandey y Madhuri, 2014). Los efectos tóxicos de los metales pesados se manifiestan afectando la tasa de crecimiento, funciones fisiológicas, reproducción y mortalidad en peces.  Los metales pueden ingresar a los peces mediante tres vías: branquias, tracto digestivo y superficie de la piel.  Las agallas son la vía a través de la cual se produce la mayor tasa de ingreso de los metales desde el agua y la superficie de la piel representa el menor porcentaje (Shafaqat et al., 2014).

El arsénico afecta los parámetros hematológicos, bioquímicos e ionoregulatorios de los organismos (Kumari et al., 2016).  Exposiciones continuas de organismos acuáticos, incluyendo peces, a bajas concentraciones de este metal ha dado como resultado la bioacumulación, estando focalizada en hígado y riñón en los peces.  Las actividades antrópicas han contribuido a que se incremente su presencia en el ambiente. El cadmio produce efectos similares en los peces y en los humanos, los cuales incluyen deformaciones del sistema esquelético y daño en el funcionamiento del riñón en peces.  Este metal es más tóxico en agua dulce, ya que en agua salada forma compuestos que son menos biodisponibles para los organismos (Bradl, 2005). El mercurio en los peces, cuando existe una toxicidad aguda se manifiesta en el deterioro del recubrimiento de las branquias, incremento del movimiento respiratorio, pérdida de equilibrio e inactividad seguida finalmente por la muerte. Exposiciones prolongadas (toxicidad crónica) se manifiestan en detrimento de la reproducción, crecimiento, comportamiento, metabolismo e intercambio de oxígeno (Zakaria et al., 2016). El plomo, a través de una toxicidad aguda, genera en los peces efectos hematológicos y neurológicos.  En el primer caso, involucran una mortalidad temprana de células rojas maduras de la sangre.  En el segundo caso, estos incluyen un deterioro del comportamiento del aprendizaje, oscurecimiento de la región caudal y eventualmente curvaturas espinales (Martínez et al., 2004).

Paracheirodon innesi (Myers 1936), pertenece a la familia Characidae y al orden Characiformes, conocida comúnmente como neón tetra, es una de las especies más valiosas en el comercio de peces ornamentales (Sanaye et al., 2012), por su carácter pacífico, su color llamativo y su desplazamiento en cardúmenes que resaltan la vida dentro de los acuarios (Palacios et al., 2015). La mayoría de los peces de esta especie, disponibles para la venta son importados del sudeste asiático, donde son criados en granja de peces, o de Sudamérica, donde son capturados del medio natural (Kucharczyk et al., 2010).

De acuerdo a la revisión de literatura disponible, ha sido empleada para estudios ecotoxicológicos únicamente en Perú hasta la fecha, con algunas sustancias tales como: el plaguicida carbofurano (Iannacone et al., 2011); el insecticida carbámico cartap, (Iannacone et al., 2007a); y del insecticida metamidofos (Iannacone et al., 2007b).  También ha sido evaluada frente al insecticida botánico Hura crepitans (Iannacone et al., 2014), y para evaluar la toxicidad de una laguna impactada por hidrocarburos (Iannacone et al., 2009). No obstante, no se cuenta con estudios donde esta especie haya sido expuesta previamente a metales pesados.

La finalidad del estudio fue evaluar la toxicidad letal y subletal del arsénico, cadmio, mercurio y plomo sobre el pez neón tetra P. innesi, y su posible uso como indicador biológico.




Material y métodos

Para las distintas actividades, tanto de laboratorio como de gabinete, se tomaron en cuenta los lineamientos y recomendaciones de United States Environmental Protection Agency (USEPA, 2016), The Organization for Economic Coperation and Development (OECD, 2014) y Iannacone et al. (2007a), entre otros.


Preparación de ensayos

El estudio fue realizado en el Laboratorio de Ecología y Biodiversidad Animal (LEBA) de la Universidad Nacional Federico Villarreal (UNFV) en la ciudad de Lima, Perú.




Químicos

Los cuatro metales de interés fueron evaluados a través de sales comerciales. De esta manera, se usó el arseniato de sodio/Na2HAsO4.7H2O (312,01 g) (98%, MallinckrodtE®) para evaluar el arsénico, el cloruro de cadmio/CdCl2-21/2H2O (80%, MallinckrodtE®) para el cadmio, el cloruro de mercurio/HgCl2 (99%, Merck®) para el mercurio y el nitrato de plomo/ Pb(NO3)2 (99%, Erba®) para el plomo.




Peces

Los peces fueron capturados de su medio natural, y almacenados en peceras con agua de sus quebradas en Iquitos, Perú, por al menos dos semanas, para luego ser transportados vía aérea a la ciudad de Lima, proceso que toma entre 8 y 12 h. En Lima, los neones pasan por un periodo de aislamiento de al menos otras dos semanas, para evitar la propagación de alguna enfermedad contraída en su medio natural. En este tiempo, los peces fueron almacenados en peceras cicladas, con filtros cascada y calentadores (22-25° C). Además, durante este periodo, con una frecuencia de tres días, se realizan cambios parciales del 30% del volumen de las peceras empleando agua de osmosis inversa (baja en sales/iones), para que los peces se aclimaten de manera gradual a condiciones distintas a las de su medio natural.

Luego de adquirirse los neones tetra, fueron transportados en grupos de 300 individuos dentro de bolsas plásticas gruesas de 10 L de capacidad, con agua de osmosis inversa oxigenada, hasta el laboratorio.  El tiempo de transporte no fue mayor a una hora en cada evento. En el laboratorio, a las bolsas plásticas con peces, se les agregó 500 mL del agua de la pecera ciclada de manera gradual cada 15 min durante dos horas, con el objetivo de preparar a los peces a las condiciones de la pecera del laboratorio. Se depositó un número máximo de 450 peces por pecera (~150 L). Estos se mantuvieron en el laboratorio por un periodo mínimo de dos semanas antes de ser usados en los ensayos, a una temperatura promedio del agua de 22° C, expuestos a un fotoperiodo de 12h de luz y 12h de oscuridad, y alimentados cada día con  Nutrafin Max ®.




Ensayos

Se realizaron ensayos preliminares. Las concentraciones variaron de 0,98 a 500 mg.L-1 para arsénico, de 0,004 a 2 mg.L-1 para mercurio, de 1,95 a 1000 mg.L-1 para cadmio y de 3,91 a 2000 mg.L-1 para plomo. Las condiciones fueron: número de soluciones (10) y repeticiones (3) por metal, volumen (500 mL) y número de peces (5) por solución, duración (96 h) y evaluación (cada 24 h) del efecto letal (muerte). Siendo similares a los ensayos definitivos, los cuales son descritos en mayor detalle a continuación.

Para los ensayos definitivos se consideraron cinco concentraciones diferentes por metal, que disminuyeron progresivamente aplicando un factor de dilución. Se incluyó una solución control por metal.  Se consideraron cuatro repeticiones por concentración y metal.  La solución de cada concentración fue de 1 L, donde se colocaron aleatoriamente 10 peces por solución. El rango de concentraciones y el factor de dilución (FD) para cada metal varió de acuerdo a los datos obtenidos en los ensayos exploratorios. Para el arsénico se usó un FD de 0,6 con concentraciones entre y 16,2 y 125 mg.L-1, para el cadmio se empleó un FD de 0,35 con valores de 1,9 a 125 mg.L-1, para el mercurio el FD fue de 0,4 con valores de 0,013 a 0,5 mg.L-1, y para el plomo se usó un FD de 0,7 con valores de 120 a 500 mg.L-1. Al finalizar los ensayos, se esperaba que, de las cinco concentraciones contempladas por metal, una afectara la totalidad de los peces, tres tuvieran afecciones parciales y otra no afectara ningún pez expuesto. Sin embargo, esto se cumplió solo para el cadmio, por lo que, se evaluaron soluciones de concentraciones complementarias para los otros tres metales, con valores entre las establecidas inicialmente.  En el caso del arsénico se añadió 100 mg.L-1, para mercurio 0,16 mg.L-1 y para el plomo se adicionaron 315 mg.L-1 y 280 mg.L-1.

La duración de los ensayos fue de 96 h.  Con la ayuda de un estilete y con una frecuencia de 24 h, se evaluaron tres efectos: uno letal y dos subletales.  Se consideró efecto letal (muerte) si al tocar el pez por 10 segundos no se observaba movimiento alguno.  Los efectos subletales fueron: i) nado extraño, si el pez realizaba movimientos anómalos como desplazarse lentamente solo en la superficie o de manera diagonal; y ii) movimiento opercular, si el pez presentaba movimiento escaso del cuerpo y con una marca aceleración al respirar. Los individuos muertos fueron retirados al finalizar la lectura diaria para que su descomposición no genere efectos adversos sobre el resto. Adicionalmente a las lecturas de los efectos de los metales, se tomó nota de la conductividad y potencial de hidrógeno al iniciar y finalizar los ensayos, y se midieron y pesaron los peces.






Procesamiento y Análisis de datos


Métodos para evaluar la relación dosis respuesta


 Concentración letal y efectiva media (CL/CE50)


La CL/CE50 fue calculada mediante el uso del programa Toxicity Relationship Analysis Program (TRAP) versión 1.30a de la United State Environmental Protection Agency (USEPA, 2015) y a través de la función Probit contenida en una plantilla del programa Excel 2016 provista por Alpha (2017) para uso libre y disponible en la web.




Métodos para evaluar la diferencia entre las respuestas a distintas concentraciones


 Concentración de efecto no observado (NOEC) y concentración mínima de efecto observado (LOEC)

La NOEC y LOEC fueron determinadas a través del análisis de varianza (ANDEVA), seguido de la prueba de Tukey, con el empleo del programa de uso Info Stat versión 2008.

Inicialmente se aplica el ANDEVA de una vía, ya que solo se evalúa la variable concentración, para verificar si existen diferencias significativas entre las mortalidades medias de las distintas empleadas, incluyendo la muestra control. Si los resultados confirman lo planteado, se prosigue con la prueba de Tukey para identificar las concentraciones con mortalidades medias que no fueron significativamente distintas a las de la muestra control.  Finalmente, en base a esos resultados, se identifican el NOEC y LOEC.


 Concentración sin efecto pronosticada (PNEC)


Se evaluó el riesgo ambiental de los metales sobre la biota del medio acuático continental, usando a la especie P. innesi, a través de la estimación del PNEC para cada uno de ellos, mediante la siguiente fórmula: PNEC = CL50‑96h/factor de seguridad. Se consideró un factor de seguridad de 1000, como lo recomienda la OECD (2011) cuando se cuenta con información de un solo nivel trófico del medio acuático. Los PNEC obtenidos para el efecto letal a las 96 h fueron comparados con los valores del Estándar de Calidad Ambiental (ECA) para Agua de la Categoría 4: Conservación del Ambiente Acuático, Subcategoría E2: Ríos de Selva; para arsénico (0,15 mg.L-1), cadmio (0,00025 mg.L-1), mercurio (0,0001 mg.L-1) y plomo (0,0025 mg.L-1); aprobados mediante el Decreto Supremo (D.S.) N° 004 2017 MINAM, el 7 de junio del 2017.


 Biometría de Peces


Se evaluó la diferencia de las longitudes totales (mm) y pesos húmedos (mg) promedio, de los individuos empleados entre las concentraciones evaluadas para cada metal, a través del ANDEVA con el uso del programa Info Stat. También se analizó la diferencia de los promedios de ambos parámetros biométricos, entre los distintos metales.  Esto con la finalidad de identificar alguna posible influencia de la variación de las longitudes y pesos sobre los resultados obtenidos.


 Parámetros Fisicoquímicos


Fueron evaluados los valores de pH y conductividad registrados al inicio (0 h) y al final de los ensayos (96 h), para cada concentración de los distintos metales; así como la relación entre los valores de cada uno de los dos parámetros con las concentraciones de cada metal, mediante la determinación del coeficiente de correlación de Pearson (r). Luego se evaluó la significancia del coeficiente mediante la prueba de t student.  El coeficiente de Pearson y la prueba de t student fueron calculados con el uso del programa Info Stat.






Resultados

Las longitudes y pesos de los peces empleados para los ensayos no presentaron diferencias significativas entre las concentraciones evaluadas para cada metal, así como tampoco entre los metales, ya que los valores de p fueron mayores a 0,05 en todos los casos (Tabla 1). Respecto a los parámetros fisicoquímicos, al iniciar y finalizar el ensayo; los valores de pH mostraron distintas correlaciones con las concentraciones de los metales: positiva con las de arsénico, negativa con las de cadmio y plomo, y ninguna correlación con las de mercurio; mientras que para la conductividad hubo una correlación positiva con los cuatro metales (Tabla 2).




Tabla 1




Datos de longitud (mm) y peso (mg) de los individuos de Paracheirodon innesi empleados en los ensayos definitivos con arsénico, cadmio, mercurio y plomo.
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Tabla 2




Valores de pH y conductividad registrados en los ensayos definitivos con Paracheirodon innesi con arsénico, cadmio, mercurio y plomo.




[image: 91960137004_gt5.png]















Ensayos

En los ensayos preliminares se observó una tendencia de mortalidad similar para los cuatro metales a las 96 h, siendo nula en las concentraciones más bajas, parcial en las intermedias y total en las más altas; a excepción del plomo, donde solo se obtuvieron mortalidades nulas y totales (Tabla 3).




Tabla 3




Mortalidad de Paracheirodon innesi por arsénico, cadmio, mercurio y plomo en ensayos preliminares. Factor de dilución de 0,5.
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La información obtenida en los ensayos definitivos es descrita por metal a continuación.




Arsénico

Las dos concentraciones más bajas no generaron ningún tipo de efecto en los peces.  Las otras cuatro concentraciones (45 a 125 mg.L-1) originaron un incremento progresivo a lo largo del tiempo en el registro de peces muertos, así como con nado extraño y movimiento opercular.  Además, estas cuatro concentraciones presentaron una relación directa con el número de peces afectados, es decir, que a mayor concentración se evidenció un mayor número de peces afectados de manera letal (muerte) y subletal (nado extraño y movimiento opercular).  Solo la concentración más alta provocó una afectación del total de peces expuestos, primero de manera subletal y luego de forma letal (Tabla 4). Los valores de p obtenidos a través del ANDEVA para cada tiempo y efecto evaluado fue < 0,001, lo cual indica que los resultados obtenidos para al menos una de las concentraciones fueron distintos del resto dentro de cada momento de evaluación y efecto esperado (Tabla 4). En base a los resultados generados mediante la prueba de Tukey se identificaron los valores de NOEC y LOEC, los cuales se redujeron de las 24 h a las 48 h de evaluación para los tres efectos, para luego seguir disminuyendo o mantenerse similares a través del tiempo.  Para el nado extraño y movimiento opercular los valores de NOEC y LOEC fueron iguales entre las 48 h y 72 h, y luego descendieron a las 96 h.  En el caso del efecto letal, ambos valores fueron los mismos desde las 48 h hasta las 96 h (Tabla 4). Los valores de CL50 para el efecto letal y CE50 para los dos efectos subletales obtenidos con el TRAP y Excel Probit mostraron una tendencia a disminuir con el tiempo.  Las CL50 fueron mayores a las CE50 del movimiento opercular en la mayoría de tiempos de evaluación, y estos últimos a su vez estuvieron por encima de las CE50 del nado extraño generalmente.  Las CL50 y CE50 generados por TRAP fueron ligeramente más altas que las del Excel Probit (Tabla 4). Debido a que el PNEC es la división del CL o CE con un factor de seguridad, los valores obtenidos siempre muestran la misma distribución que estos, variando de 0,057 a 0,113 mg.L-1 para nado extraño, de 0,060 a 0,121 mg.L-1 para movimiento opercular y de 0,060 a 0,123 mg.L-1 para mortalidad, en todos los casos los registros más altos estuvieron a 24 h y los más bajos a 96 h, considerando lo obtenido con TRAP y Excel Probit (Tabla 2). El PNEC obtenido para mortalidad a las 96 h con TRAP (0,060 mg.L-1) y Excel Probit (0,065 mg.L-1) fue alrededor de 2,5 veces menor que el ECA Cat 4 / E2 para este arsénico (0,15 mg.L-1).




Tabla 4




Individuos (%) afectados de Paracheirodon innesi y análisis de los efectos letal (EL) y subletal (ES) en los ensayos definitivos con arsénico.
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Cadmio

Los peces del control y de la concentración más baja no mostraron ningún tipo de alteración.  En las otras cuatro concentraciones, la cantidad de peces afectados se incrementó con la concentración y con el transcurrir del tiempo, tanto para el efecto letal y los subletales.  La concentración más alta generó una afectación de todos los peces a las 24 h de exposición. Los resultados de p (< 0,001) revelan que al menos una de las concentraciones difiere del resto dentro de cada tiempo de evaluación para cada efecto esperado (Tabla 5). Los valores de NOEC y LOEC para el nado extraño se redujeron de las 24 h a las 48 h y se mantuvieron constantes hasta las 96 h; mientras que los de movimiento opercular y efecto letal fueron iguales, con valores similares entre las 24 h y 48 h, luego se redujeron a las 72 h y se mantuvieron hasta las 96 h (Tabla 5). Las CE50 para nado extraño e incremento de movimiento opercular se redujeron de manera gradual de 24 h hasta 72 h y se mantuvieron iguales hasta las 96 h; mientras que para el efecto letal la reducción del CL50 fue progresiva hasta las 96 h. Los valores obtenidos con TRAP fueron mayores a los del Excel Probit en todos los casos, a excepción de los registros de 24 h donde la tendencia fue inversa, con los valores de Excel Probit por encima de los de TRAP (Tabla 5). Los resultados de PNEC fluctuaron entre 0,021 y 0,1 mg.L-1 para nado extraño, entre 0,023 y 0,089 mg.L-1 para incremento de movimiento opercular y mortalidad, en los tres casos con los registros más bajos a las 96 h y los más altos a las 24 h, considerando lo obtenido con TRAP y Excel Probit (Tabla 5). Para mortalidad a las 96 h de evaluación, los valores de PNEC calculados para TRAP (0,023 mg.L-1) y Excel Probit (0,029 mg.L-1) estuvieron alrededor de dos órdenes de magnitud (100 veces) por encima del valor del el ECA Cat 4 / E2 para este metal (0,00025 mg.L-1).




Tabla 5




Individuos (%) afectados de Paracheirodon innesi y análisis de los efectos letal (EL) y subletal (ES) en los ensayos definitivos con cadmio.
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Mercurio

En el control, así como en las dos concentraciones más bajas no se observaron peces con algún tipo de afección.  En las cuatro concentraciones restantes, los peces mostraron una respuesta letal o subletal, la cual aumentó casi de manera progresiva con los días de evaluación y concentración del metal.  En la concentración más alta, todos los peces mostraron una afección letal a las 24 h.  Al final del ensayo (96 h), en la concentración 0,080 mg.L-1, el porcentaje de peces que mostraron algún tipo de respuesta fue mucho menor al de las concentraciones 0,16 mg.L-1 y 0,20 mg.L-1. Los resultados de p fueron menores a 0,001, indicando que los resultados de por lo menos una de las concentraciones fueron diferentes a las otras, para cada momento de evaluación y efecto esperado (Tabla 6). El valor de NOEC para todos los efectos y tiempos de evaluación fue el mismo, con 0,08 mg.L-1.  De manera similar, el valor de LOEC no varió y fue 0,16 mg.L-1, para todos los casos (Tabla 6). Los registros de CE50 para nado extraño y movimiento opercular y CL50 para mortalidad se incrementaron gradualmente con el tiempo  de  evaluación,  siendo  la CL50 mayor a la CE50 de movimiento opercular y este a su vez mayor a la CE50 de nado extraño, para cada momento de evaluación. Esta tendencia se mantuvo tanto para los resultados obtenidos con TRAP como Excel Probit, siendo los valores muy similares; aunque los valores resultantes con TRAP a las 24 h y 48 8 fueron menores a los de Excel Probit y a las 72 h y 96 h fueron mayores (Tabla 6). Referente a los PNEC, fluctuaron de 0,00013 a 0,00040 mg.L-1 para mortalidad, de 0,00013 a 0,00026 mg.L-1 para movimiento opercular y de 0,00011 a 0,00025 mg.L-1 para nado extraño, con los valores más bajos a las 96 h y los más altos a las 24 h en todos los casos, considerando lo obtenido con TRAP y Excel Probit (Tabla 6). El PNEC obtenido para mortalidad a las 96 h con TRAP (0,00013 mg.L-1) y Excel Probit (0,00014 mg.L-1) fue ligeramente mayor al ECA Cat 4 / E2 para mercurio (0,00010 mg.L-1).




Tabla 6




Individuos (%) afectados de Paracheirodon innesi y análisis de los efectos letal (EL) y subletal (ES) en los ensayos definitivos con mercurio.
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Plomo

En las dos concentraciones más bajas y en el control, los peces no mostraron ninguna afectación.  Por su parte, la concentración más alta generó la mortalidad del total de peces expuestos a las 24 h de iniciado  el ensayo.  Las restantes cuatro concentraciones provocaron efectos adversos en los peces expuestos, letal y subletal, que se incrementaron de manera continua con la concentración y el tiempo transcurrido, en la mayoría de los casos. Los resultados de p (< 0,001) reflejaron que al menos una de las concentraciones se distingue de las otras dentro de cada tiempo de evaluación para cada efecto esperado (Tabla 7). Los valores de NOEC y LOEC presentaron la misma tendencia de variación y fueron los mismos para los tres efectos evaluados, disminuyendo de 280 mg.L-1 (de 24 a 72 h) a 245 mg.L-1 (96 h) para NOEC y de 315 mg.L-1 (de 24 a 72 h) a 280 mg.L-1 (96 h) para LOEC (Tabla 7). Los registros de CL50 para mortalidad y CE50 para nado extraño y movimiento opercular disminuyeron gradualmente con el tiempo de evaluación.  Los valores de CL50 para mortalidad y CE50 para movimiento opercular fueron casi iguales, a excepción del valor para las 72 h, donde la CL50 fue ligeramente mayor a la CE50.  Las CE50 para nado extraño fueron menores a las CE50 de movimiento opercular en todos los tiempos de evaluación.  Todos los valores obtenidos con TRAP fueron mayores a los de Excel Probit (Tabla 7). Respecto al PNEC, los valores oscilaron entre 0,273 mg.L-1 y 0,316 mg.L-1 para nado extraño, entre 0,278 mg.L-1 y 0,318 mg.L-1 para movimiento opercular, y entre 0,278 mg.L-1 y 0,318 mg.L-1 para mortalidad, con los registros más altos a las 24 h y los más bajos a las 96 h en los tres casos, considerando lo obtenido con TRAP y Excel Probit (Tabla 7). Para mortalidad a las 96 h de evaluación, los valores de PNEC calculados para TRAP (0,282 mg.L-1) y Excel Probit (0,278 mg.L-1) fueron mucho más altos, ligeramente mayores a dos órdenes de magnitud (100 veces), que el valor del ECA Cat 4 / E2 para este metal (0,0025 mg.L-1).




Tabla 7




Individuos (%) afectados de Paracheirodon innesi y análisis de los efectos letal (E.L.) y subletal (E.S.) en los ensayos definitivos con plomo.
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Discusión

El efecto letal de los metales (cobre, mercurio, plomo, y zinc), ha sido adscrito a la coagulación del moco de la superficie de las agallas, daño al tejido de las agallas y consecuentemente falla en la respiración (Authman et al., 2015). Incremento de movimiento opercular ha sido observado en peces expuestos a algunos metales pesados (Wang et al., 2013). Los síntomas por intoxicación aguda de metales pesados en peces comprenden, rigidez del cuerpo, disminución de la motilidad y suspensión en la zona superficial con la parte posterior del cuerpo dirigida hacia el fondo; estos síntomas son seguidos por la pérdida de balance y finalmente por el hundimiento del individuo en el fondo antes de la muerte (Sehgal y Saxena, 1987). Todos estos síntomas fueron observados durante los ensayos de los cuatro metales.

El orden de toxicidad del estudio fue: mercurio > cadmio > arsénico (forma arseniato) > plomo, lo cual es comparable, en cierta medida, a los hallazgos de otras investigaciones. Buhl y Hamilton (1991) identificaron la siguiente clasificación de toxicidad, cadmio > mercurio > arsénico (arsenito), con el empleo de individuos alevines (20 mm) y juveniles (43 mm) de trucha arcoíris (O. mykiss) en ensayos de toxicidad aguda empleando agua suave reconstituida (dureza de 41 mg.L-1 CaCO3).  Por otro lado, Hamilton y Buhl (1990) determinaron la toxicidad aguda para varios tóxicos con el uso de agua de quebrada (dureza de 211 mg.L-1 CaCO3), teniendo como resultado el siguiente orden de toxicidad, cadmio > mercurio > arsénico (arsenito).  Para pruebas con carpa cabezona Pimephales promelas (Rafinesque, 1820) en agua blanda (dureza de 44 mg.L-1 CaCO3), Spehar y Fiandt (1986) reportaron este orden de toxicidad, cadmio > mercurio > arsénico (arsenito). La diferencia del orden de toxicidad entre mercurio y cadmio, del presente estudio y otras investigaciones, podrían estar relacionadas con ciertos factores, tales como, características del agua  de dilución (dureza, pH, temperatura, etc), especies y estadíos (larva, alevín, juvenil, adulto) de los organismos de  prueba,  y  a climatación, entre otros, los cuales pueden modificar la toxicidad de los metales (Sprague, 1985). En los diversos estudios, se ha registrado que a mayor tiempo de exposición la CL50 disminuye, es decir que, el contaminante se vuelve más tóxico, y la tasa de individuos afectados, de manera letal y subletal, se incrementa para mercurio (Zakaria et al., 2016), arsénico (Liu et al., 2008), cadmio (Shuhaimi-Othman et al., 2013) y plomo (Martinez et al., 2004).

Para arsénico el valor de CL50‑96h en el presente estudio fue 60,3 y 65,5 mg.L-1.  Para larvas y juveniles del pez cebra, Liu et al. (2005,  2008), obtuvieron una CL50‑96h de 272 y 56 mg.L-1, respectivamente, mostrando que los juveniles de esta especie presentan una sensibilidad similar a los alevines de neón tetra para el arsénico en forma de arseniato de sodio.  Tisler y Zagorc-Koncan (2002), identificaron una CL50-96h mucha más baja para el pez cebra (15,3 mg.L-1) y juveniles de trucha arco iris (28,1 mg.L-1), al emplear trióxido de arsénico en agua dura (dureza 250 mg.L-1 CaCO3).  Para juveniles de trucha arco iris, Buhl y Hamilton (1990), registraron una CL50-96h (67,5 mg.L-1) similar a la identificada para neón tetra al usar agua blanda (dureza 41 mg.L-1 CaCO3); sin embargo, la CL50-96h se incrementó alrededor de seis veces (> 360 mg.L-1) empleando alevines de entre 7 y 10 semanas de vida.

Respecto a cadmio, la CL50-96h fue de 23,1 y 29,4 mg.L-1; siendo mucho mayor al valor registrado por Wang et al. (2013) y Chouikhi (1979) para el pez cebra, 6,5 mg.L-1 (individuos de 23 mm promedio) y 3,3 mg.L-1, utilizando nitrato de cadmio en agua semidura (dureza 120 mg.L-1 CaCO3) y cloruro de cadmio, respectivamente.  Asimismo, fue mayor a lo obtenido por Canton y Slooff (1982) con guppys  (3-4 semanas), 3,8 mg.L‑1 en agua blanda y 11,1 mg.L-1 en agua dura; y fue 138 veces (0,17 mg.L-1) lo reportado por Shuhaimi-Othman et al. (2013), al usar guppys adultos en agua blanda (dureza 18,7 mg.L‑1 CaCO3); en ambos casos empleando cloruro de cadmio como tóxico.  Sin embargo, lo registrado en el estudio fue menor a la CL50‑96h de  30,4 mg.L-1 reportada por Yilmaz et al. (2004), que obtuvo usando Poecilia reticulata Peters, 1859 y cloruro de cadmio. Es importante resaltar que, lo obtenido para ejemplares de trucha arco iris (200‑400 mg) por Mebane et al. (2008), CL50‑96h de 0,00084 y 0,00089 mg.L-1, usando agua blanda (dureza 7-22 mg.L-1 CaCO3) y cloruro de cadmio, fue cinco órdenes de magnitud menor al presente estudio.

Con el mercurio se obtuvo una CL50‑96h de 0,129 y 0,137 mg.L-1 para los neones, que no difiere en gran medida de lo reportado en otras investigaciones, como por ejemplo: por Wang et al. (2013) para peces cebra (23 mm promedio), CL50‑96h 0,14 mg.L-1 (dureza 120 mg.L-1 CaCO3); por Zakaria et al. (2016) y Morgan (1982) para P. reticulata (de 25‑35 mm y 2 semanas), CL50‑96h de 0,0958 mg.L-1 (dureza 29,8 mg.L-1 CaCO3) y 0,2 mg.L-1, respectivamente; empleando cloruro de mercurio.  De igual manera, la CL50‑96h registrada para trucha arcoíris  (expuesta a cloruro de mercurio) fue similar; Calamari y Marchetti (1973) obtuvieron 0,016 mg.L-1 (dureza 290‑310 mg.L-1 CaCO3) para ejemplares de 120‑160 mm de longitud; Buhl y Hamilton (1991) reportaron 0,193 y 0,217 mg.L-1 (dureza de ambos 41 mg.L-1 CaCO3) con juveniles (43 mm promedio) y alevines (20 mm promedio), respectivamente.

En relación al plomo, para el neón tetra se determinó una CL50-96 h de 278 y 282 mg.L-1; valores que están muy por encima de lo obtenido en las otras investigaciones (entre 1 y 5 órdenes de magnitud) con pez cebra (Alsop y Wood, 2011), P. reticulata  (Gadkary y Marathe, 1983) y trucha arcoíris (Buhl y Hamilton, 1990) empleando nitrato de plomo como tóxico; a excepción de lo reportado por Sehgal y Saxena (1987) para P. reticulata, 1 632 y 1 625 mg.L-1 (dureza 71 mg.L-1 CaCO3, ambos), para hembra (promedio de 19 mm) y machos (promedio de 17 mm), respectivamente.

Como se mencionó anteriormente, existen muchos factores que pueden afectar en distinta medida la toxicidad de los metales. La dureza, alcalinidad y contenido orgánico del agua disminuyen la biodisponibilidad y por ende la toxicidad de los metales en el medio acuático (Spehar y Fiandt, 1986). Así, por ejemplo, la dureza del agua afecta en mayor medida a la toxicidad ejercida por cadmio, cobre y plomo en comparación con la manifestada por el arsénico, mercurio y plomo (Spehar y Fiandt, 1986).  En agua blanda, el cadmio puede llegar a ser de 5 a 30 veces más potente que en agua dura  (Canton y Slooff, 1982).

Las especies presentan distintas sensibilidades a la toxicidad de los diversos metales, las cuales se deben a las variaciones biológicas naturales de la composición genética de las poblaciones y condiciones individuales de los peces. Es usual que la variación sea menor dentro de una especie, considerando los estadíos, la condición de salud, condiciones del medio natural de origen; y mayor entre especies (Zakaria et al., 2016). Asimismo, los resultados obtenidos en los ensayos de toxicidad podrían estar influenciados por la historia de vida de los peces empleados, de donde provienen (OECD, 2014).

Algunos indican que las larvas generalmente son el estadío más sensible de los peces para contaminantes, tales como los metales (Alsop   y  Wood ,  2011).    Sin   embargo,   muchos  estudios,  han demostrado tener resultados opuestos. Buhl y Hamilton (1991) identificaron que los juveniles fueron más sensibles a los tóxicos (entre ellos arsénico, cadmio y mercurio) que los alevines.

Al contrastar los valores de PNEC para mortalidad a 96h de exposición con los  ECA Cat 4 /E2 Río Selva, se identificó que, de los cuatro metales evaluados, el ECA para arsénico no brindaría protección alguna para la vida acuática, al estar muy por encima de los PNEC estimados. Por su parte el ECA para mercurio, ofrecería un cierto grado de protección por ser ligeramente menor de los PNEC calculados. Por otro lado, los ECA para cadmio y plomo si serían apropiados y asegurarían la conservación del ambiente acuático, por estar muy por debajo que los PNEC inferidos. Es importante mencionar que, en el D.S. N° 004-2017 se indica que los valores de los distintos parámetros, entre ellos los cuatro metales de estudio, se encuentran en concentraciones totales, a excepción del cadmio, donde se precisa como disuelto para el ECA Cat 4 /E2 Río Selva.




Conclusiones

Los valores de CL50‑96h indicaron que el grado de toxicidad de los metales evaluados con neón tetra, en orden descendente, fue: mercurio > cadmio > arsénico > plomo. Las CL50‑96h identificadas para arsénico, cadmio, mercurio y plomo mediante los métodos Excel Probit y TRAP fueron similares. En base a los PNEC estimados y su comparación con los ECA Cat 4 /E2 Río Selva, aplicables vigentes, se puede indicar que la concentración límite para arsénico no es apropiada y su cumplimiento no aseguraría la conservación del medio acuático.
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PNEC mgL?) 0113 0084 0072 006 0119 0087 0074 0065 0123 0090 0074 0065

N.D. =no determinado; * = valores calculados con cautela.
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Longitud total (mm)

Peso himedo (mg)

Metal mgL!
Min - Max Prom=DE Min - Max Prom=DE
Control 40 a7-22 192=14 (58-95) 750=141
162 40 (16-21) 197+16 (54-90) 738121
27 40 (16-20) 183+13 (40-86) 599155
45 40 a7-21) 189+14 (43-89) 688135
Aminico 75 40 (16-22 185+16 (“4-137) 699265
100 40 (16-23) 188+23 (50-119) 69.8+221
125 40 (18-22 19.9+1.1 (62-93) 792+98
Global 280 (16-23) 190+16 (40-137) 709173
: 021 029
. 143 125
Control 40 a7-21) 193+16 (37-84) 654136
19 40 (15-23) 191£22 (5-118) 710£199
54 40 15-22 191£22 (34-111) 656+220
153 40 (18-22 20,112 (48-105) 735156
Cadmio 438 40 6-21) 187+16 (43-89) 636146
125 40 (18-23) 201+15 (50-99) 755165
Global 240 15-23) 194+18 (34-118) 69,1171
- 038 055
- 1,07 0,80
Control 40 (18-22 195+12 (“2-101) 69,8+ 164
0013 40 a7-22 191+15 (43-89) 679142
0032 40 17-23) 19.6+1.9 (43-108) 703 +240
0080 40 a7-23) 2017 (50-119) 756+198
0160 40 a7-22 194%17 (42-100) 69.4+184
Moo 0200 40 7-21) 187+16 (“4-98) 712164
0500 40 (18-25) 203=19 (55-150) 79,1£275
Global 280 7-25) 195+17 (42-150) 719195
- 042 088
: 1,02 039
Control 40 a7-21) 196+14 (46-93) 715179
120 40 (18-22 19.7+13 (57-108) 804180
172 40 (16-21) 190£17 (34-84) 587171
45 40 a7-22) 19.7+16 (44-103) 755+189
280 40 a71-22) 18418 (51-183) 879+433
Plomo 315 40 (18-21) 19411 (57-116) 763171
350 40 (17-25) 202+2,1 (65-146) 857+228
500 40 (19-22 199+11 (69-104) 840111
Global 320 (16-25) 199+16 (34-183) 775+234
- 025 011
2 132 1,74
Total general 1120 (15-25) 194216 (34-183) 726199
» : 029 0,06
F - 1.4 239

N = niimero de individuos; Min = minimo; Max =méximo; Prom =promedio; DE = desviacién estndar.
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Nado extraio (ES) Movimiento opercular (ES) Muerte (EL)
mglt 95w 5 =
¥ mh s 24 48k T2h 96h 24h 48h 72h  9%h
- - - - - - - - - - - -
54 5 8 8 8 3 8 8 8 3 5 8 8
153 3 1B 15 15 3 8 13 13 3 8 13 13
438 40 7B 88 88 38 70 85 85 38 70 8 85
125 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
i i Nado extraio (E.S) Movimiento opercular (E.S.) Muerte (EL)
Método  Anilisis
24h 48k 72h 96h 24h 48k 72h  96h 24h 48k 72h  96h
Sy B <0,0001 <0001 <0,0001 <00001  <0.0001 <0,0001 <0.0001 <0000l  <0,0001 <0.0001 <0,0001 <0,0001
F 3074 31486 6098 6098 1851 2437 6010 6010 1851 2362 6518 6010
NOEC(mgL) 153 54 54 54 153 153 54 54 153 153 54 54
Tukey
LOEC(mgL?) 438 153 153 153 88 488 153 153 88 48 153 153
CWBameLy 97 BT 214 214 894 39 231 231 894 338 243 231
i Enﬂéf),;“;fw 487 182 140 140 476 205 149 149 476 210 155 149
Probit CL/E)osup 2042 484 328 328 1679 61 357 357 1679 43 379 357
(mgL")-95%
PNEC mgL?) 0100 0030 0021 0021 0089 0034 0023 0023 0089 0034 0024 0023
CUBamgLy 02 36 282 282 sus% 353 294 204 sLst 355 302 294
(CYEALP;;“;; 82 277 237% 237 300% 293 247 247 390 299 252 247
TRAP sy
(mgL,;){Q‘;% 622 396 328% 328 639% 413 341 341 63.9% 412 352 341
PNEC (mg1?) 0050 0034 0038 003 0051 0035 0029 0029 0051 0036 0030 0029

* =valores calculados con cautela.
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W

on %h on 961
Control 7.78 7.82 508 517
162 7.66 763 541 558
27 7.89 77 562 575
Arsénico 45 796 782 590 607
75 820 7.83 640 665
100 825 811 685 705
125 831 818 730 763

» 0,001 0010 <0,0001 <0,0001
Pearson (r) 095 088 1,00 1,00
Control 776 7.89 494 523
19 797 774 518 526
g 54 779 7.69 521 537
153 765 7.53 526 530
438 743 748 552 564
125 704 721 630 612

» 0,002 001 0,0003 0,0003
Pearson (r) 096 091 099 099
Control 776 782 494 498
0,013 3 762 497 495
0,032 797 761 497 499
Mercutio 0,080 800 7.59 498 501
0,160 7.89 774 512 509
0,200 801 765 514 524
0,500 797 7,70 515 528

» 026 085 0,020 0,005
Pearson (r) 049 009 083 050
Control 778 781 508 518
120 698 7.58 547 549
172 676 755 555 558
— 245 641 745 564 579
280 623 658 58 595
315 605 581 602 603
350 592 656 620 617
500 552 617 682 679

pvalor <0,0001 00107 <0,0001 <0,0001
Pearson (r) 098 083 098 099
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N° de peces para Evaluacion (h) de mortalidad (%)
prueha 24 48 72
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100 100 100
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