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ABSTRACT

Background. Phenotypic plasticity in bivalve mollusks, such as Anadara mazatlanica (“black clam”), is in-
fluenced by both external environmental and internal biological factors, which causes changes in the metric
variables of the shell and in the relationship between them. Goals. This study examined the association of en-
vironmental variables with the biometric indices and morphometric relationships of A. mazatlanica collected
from two sites in the southeastern Gulf of California from March 2022 to February 2023. Methods. Monthly,
environmental variables of the water were obtained (temperature, dissolved oxygen, salinity, pH, organic
matter, inorganic matter, total suspended solids and chlorophyll a); also every month, samples of 120 clams
were taken from the EI Colorado (ECL) and Navachiste Lagoon (NL) systems in Sinaloa, Mexico, to obtain the
height, length, and width of the shell (mm). Results. The clams from ECL were significantly larger in length,
but exhibited lower shell compactness and cupping compared to those from NL (p < 0.05). At both locations,
morphometric equations for A. mazatlanica displayed a linear positive relationship, with negative allometry
(b < 1). The most representative growth ratios were shell width/shell height for ECL (R2 = 0.80) and shell
width/shell length for NL (R2 = 0.78). Temperature and salinity were negatively related to shell dimensions in
both locations. Gonclusions. Significant monthly and annual variations were observed in all morphometric
variables between the two populations, indicating that A. mazatlanica experiences environmental stress but
also exhibits resilience to local conditions. This is the first morpho-biometric analysis of the “black clam” in
this region, providing valuable insights for the species management.

Keywords: Bivalves, environment, Mexico, morphometry, relative growth.

RESUMEN

Antecedentes. La plasticidad fenotipica en moluscos bivalvos, como Anadara mazatlanica (“almeja negra”),
esta influenciada tanto por factores ambientales externos como bioldgicos internos, lo que provoca cambios
en las variables métricas de la concha y en la relacion entre ellas. Objetivos. Este estudio examin6 la aso-
ciacion de las variables ambientales con los indices biométricos y las relaciones morfométricas de A. maza-
tlanica recolectadas en dos sitios en el sureste del Golfo de California desde marzo 2022 hasta febrero 2023.
Métodos. Mensualmente, se obtuvieron las variables ambientales del agua (temperatura, oxigeno disuelto,
salinidad, pH, materia organica, materia inorganica, sélidos suspendidos totales y clorofila a); también cada
mes, se recolectaron 120 almejas en las lagunas El Colorado (ECL) y Navachiste (NL), Sinaloa, México, para
obtener la altura, longitud y ancho de la concha (mm). Resultados. Las almejas de ECL fueron significativa-
mente mas grandes en longitud, pero menos compactas y acopadas de la concha en comparacion con las
de NL (p < 0.05). En cada sitio de muestreo, las ecuaciones morfométricas para A. mazatlanica mostraron
tendencia lineal y positiva, con alometria negativa (b < 1). Las relaciones de crecimiento mas representativas
fueron anchura de la concha/altura de la concha para ECL (R2 = 0.80) y anchura de la concha/longitud de la
concha para NL (R? = 0.78). La temperatura y salinidad se relacionaron negativamente con las dimensiones
de la concha en ambos lugares. Conclusiones. Se observaron variaciones mensuales y anuales significa-
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tivas en todas las variables morfométricas entre las dos poblaciones,
lo que indica que A. mazatlanica experimenta estrés ambiental pero
también muestra resiliencia a las condiciones locales. Este es el primer
analisis morfo-biométrico de la “almeja negra” en esta region, lo que
proporciona informacion valiosa para el manejo de la especie.

Palabras clave: Bivalvos, crecimiento relativo, medio ambiente, Méxi-
co, morfometria.

INTRODUCTION

As part of the eco-services that bivalve mollusks offer to the habitat
where they reside, the characteristic of being used as indicators of the
quality of the aquatic environment stands out; since they are capable
of accumulating and retaining, in their tissue and shell, various com-
pounds found in water, including contaminants produced by anthropo-
genic activities (Vaughn & Hoellein, 2018; Barus et al., 2023; Sepllveda
et al., 2023). Specifically, the exoskeleton of these organisms is con-
sidered as an archive that stores the environmental changes of their
habitat (Carroll et al., 2009); which respond by presenting variations in
the color pattern, structure and shape of their shell (Fritz et al., 2022).

The analysis of morphological variations and allometric patterns
in bivalve mollusks, driven by environmental pressures such as cli-
mate change, ocean acidification, and anthropogenic impacts (e.g.,
industrial activities and urban development), is recognized as a critical
approach for designing bio-monitoring and environmental manage-
ment programs (Moran et al., 2022; Schaefer et al., 2022). Additionally,
overfishing and predation of these invertebrates may induce ecological
plasticity responses, wherein alterations in shell shape and growth
patterns within one or more populations reflect the adaptive pressure
exerted by these stressors (Stewart et al., 2021).

The use of functional parameters of bivalve shells —elongation,
compaction, and convexity (Sepulveda et al., 2024)- that relate their
linear dimensions (length, height, and width) represents a valuable
tool to evaluate changes in their shape, which, according to Zhao et al.
(2017) and Telesca et al. (2019), are subject to the ionic composition of
the water and the effect of waves and currents, among other factors. On
the other hand, morphometry —linear and/or sigmoidal— is a simple and
non-invasive field technique (Gaspar et al., 2001) that is widely used to:
determine the growth of schools or groups of aquatic organisms (Peixo-
to et al., 2004), analyze fishery and aquaculture production data when
it is only possible to obtain length measurements (Grizzle et al., 2016),
compare traits morphological and eco-phenotypic (linear dimensions
and body weight) between populations of a single species located in
different regions (Karakulak et al., 2006), and establish morphotypes of
a species that inhabits different localities (Chauhan et al., 2024), among
other applications.

The “black clam”, Anadara mazatlanica (Hertlein & AM String,
1943) (Bivalvia: Arcidae), is distributed from the Gulf of California to
Peru (Coan & Valentich-Scott, 2012). The shell of this bivalve is trape-
zoidal in shape, it exhibits several channels on the outer surface and
its periostracum is wide and hard. Normally, A. mazatlanica lives in the
subtidal and intertidal zone of the estuary, buried in the muddy subs-
trate of the mangrove strip, associated with its roots (Coan & Valen-
tich-Scott, 2012). This clam represents a valued resource of economic
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importance for the coastal communities of the southeastern Gulf of Ca-
lifornia and supports a large part of the annual clam fishery known as
“mule foot”. However, information about the biology and ecology of this
species is scarce. Specifically, the shape of its shell and allometry in
different coastal localities of the region has not been reported. Therefo-
re, the present study aims to evaluate the biometric and morphometric
indicators of the shell of A. mazatlanica from two coastal lagoons in the
southeastern Gulf of California. It is expected to find differences in the
shape of the shell and the relative growth of this clam governed by the
conditions of each place.

MATERIALS AND METHODS

Sampling of A. mazatlanica clams was carried out in the EI Colorado
lagoon (ECL; 25°44>10.73” N, 109°18:56.94” W, municipality of Aho-
me) and the Navachiste lagoon (NL; 25°31>18.25” N, 108°47>03.93”
W, municipality of Guasave), in the north-central portion of the state of
Sinaloa, Mexico (southeast Gulf of California; Fig. 1). A total of 1,440
specimens of “black clam” (A. mazatlanica) (n = 120 per month) were
collected from the intertidal zone beneath the roots of red mangrove
(Rhizophora mangle) at each coastal site between March 2022 and Fe-
bruary 2023. The clams were placed in 50 L plastic containers filled
with seawater and transported to the laboratory for further analysis
(Sotelo-Gonzalez et al., 2020).

During each sampling event, the following environmental variables
were recorded: water temperature and dissolved oxygen (DO) using
an oximeter (YSI 55/12 FT, Ohio, USA); salinity was measured with a
precision refractometer (ATAGO S/Mill refractometer), and pH was
determined using a potentiometer (Hanna HI 8314, USA) (Sepulveda
et al., 2023). Concentrations of organic matter (OM), inorganic mat-
ter (IM), and total suspended solids (TSS) were determined using the
gravimetric method described by APHA (1995). Chlorophyll a (Chl-a)
concentration was measured following the spectrophotometric techni-
que of Strickland & Parsons (1972), applying the equations of Jeffrey &
Humphrey (1975).

For each specimen, shell length (SL, the maximum distance be-
tween the anterior and posterior margins), shell height (SH, the maxi-
mum distance between the hinge and the farthest edge), and shell
width (SW, the maximum distance across the thickest part of the two
valves) were measured using a digital vernier caliper (Mitutoyo, CD-8"
CS, mm). These measurements were used to calculate biometric indi-
ces: elongation (ELO, SH/SL), compaction (COM, SW/SL), and convexity
(CON, SW/SH) (Sepulveda et al., 2024). Descriptive statistics, including
mean, standard deviation, maximum and minimum values, and coeffi-
cient of variation, were calculated for SL, SH, and SW.

To evaluate the biometric indicators of the clam shell, outliers were
eliminated by applying the Durbin-Watson test. The data did not show
normality (Kolmogorov-Smirnov) and were analyzed with a Kruskall-
Wallis’ test. The morphometric relationships between the different shell
dimensions (SL/SH, SW/SL, and SW/SH) for A. mazatlanica from each
site were estimated using the linear equation Y = bX+a; where Y and X
= shell dimensions (SL, SH, and SW, mm), a = intercept of slope in the
Y axis, and b = slope. Relative growth is considered isometric when the
exponent b = 1. The goodness of fit of the data was analyzed with the
correlation coefficient, R? (Sokal & Rohlf, 1995).
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Figure 1. Location of the study area. El Colorado and Navachiste coastal lagoons (star) in the state of Sinaloa, Mexico (SE Gulf of

California).

Clam size data from each sampling site were analyzed on a mon-
thly and annual basis, with medians compared using the Kruskal-Wallis
test. To assess differences between lagoons, the Mann-Whitney U test
was applied. The Least Significant Difference (LSD) test was employed
as a measure of goodness-of-fit, and Spearman’s rank correlation co-
efficient (r) was used to examine the relationships between variables
(Zar, 2010). Additionally, principal component analysis was conducted
to identify the association between environmental variables and bio-
metric and allometric indicators of clams from each coastal lagoon.
Statistical analyses were performed using the Statgraphics Centurion
XVI software (Statgraphics.Net, Madrid), with a 95% confidence level.

RESULTS

Among the environmental variables measured at the sampling sites,
only temperature exhibited a clear annual seasonal pattern in both
coastal lagoons, ranging from 18.73+0.80 to 31.33+0.11 °C in NL, and
from 20.05+0.87 t0 33.10+0.21 °C in ECL (measured in July 2022 and
February 2023, respectively; Fig. 2). The lowest values for salinity, dis-
solved oxygen (DO), pH, organic matter (OM), inorganic matter (IM), sus-
pended solid total (SST), and chlorophyll-a (Cl—a) were observed in ECL
(13.50+0.70 %o, March), NL (1.12+0.11 mg L=, July), NL (7.31= 0.00,
June), ECL (5.14+0.71 mg L™", March), ECL (6.06+0.48 mg L', March),
ECL (11.19+2.35 mg L', March), and ECL (0.39+0.07 mg m-2, March),
respectively. In contrast, the highest values were recorded in ECL
(40.10+£0.29 %o, June), ECL (9.10+0.23 mg L', June), NL (8.49+0.16,
November), ECL (34.63+0.21 mg L', July), ECL (167.32+2.58 mg L,
July), ECL (201.95+3.48 mg L', July), and NL (26.32+0.36 mg m-3,
March), respectively (Fig. 2).
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The biometric parameters of A. mazatlanica shells showed signi-
ficant monthly differences within each coastal lagoon (p < 0.05; Table
1). The shell length (SL), shell height (SH), and shell width (SW) ranged
from 31.7-91.2 mm, 27.2—67.8 mm, and 17.8—-57.4 mm in ECL, and
from 31.8—-78.8 mm, 22.8—-59.7 mm, and 20.6—46.9 mm in NL, res-
pectively. Clams from ECL were consistently larger across all dimen-
sions (SL = 54.8+7.4 mm, SH = 40.9+5.6 mm, SW = 30.9+5.3 mm).
Except for the May—June 2022 period (and SL in January 2023), signi-
ficant monthly differences (p < 0.05) were detected in biometric indices
between the two lagoons (Table 1). Significant differences (p < 0.05)
between the two clam populations were observed only for SL and SH.

Shell elongation, compaction, and convexity of the ““black clam””
exhibited significant monthly and annual differences (p < 0.05) be-
tween the two coastal lagoons (Table 2). Monthly comparisons revea-
led a variable pattern, with ELO, COM, and CON showing no significant
differences only in August, October, November, and February. Annually,
clams from NL had higher COM and CON values compared to those
from ECL. However, ELO did not differ significantly between the two
populations (Z= 0.34; p> 0.05).

The morphometric relationships of shell dimensions of A. mazatla-
nica showed a linear and positive trend in ECL and NL. The coefficient
of determination (R2) in ECL ranged between 0.76 (b SW/SL) and 0.80
(b SW/SH); while, for NL, the lowest value (R*> = 0.72) was obtained
for b SW /SH and the highest (R? = 0.78) for the b SW/SL relations-
hips (Fig. 3). The slope value (b) was less than 1 in all morphometric
associations, denoting negative allometric growth in the clams from
ECL and NL.



100

Water temperature and salinity showed, respectively, negative co-
rrelations with SL (r= —0.83, p = 0.00 and r = -0.68, p = 0.03), SH
(r=-0.76, p= 0.01 and r = -0.61, p = 0.04), and SW (r = -0.80,
p =0.00 and r = -0.59, p = 0.04) of A. mazatlanica from NL and
ECL. Only OM was positively correlated with b SL/SH (r = 0.80,
p=0.01) in NL.

Of the variances of all the variables analyzed (17) in the two sam-
pling sites, the eigenvalues of five components satisfactorily explain
the correlations of ECL (86.78%) and NL (88.84%). The points obtained
in the principal components analysis in the two lagoons show diffe-
rent groupings of the biometric and allometric variables of the clams,
in relation to the environmental variables (Fig. 4). The dispersion of the
points for A. mazatlanica presented an interval of -5.17 to 5.01 in ECL
and -4.12 to 3.44 in NL. In ECL, CON was associated with b SL/SW and
b SH/SW). In both locations, COM was correlated with shell dimensions
of A. mazatlanica.

-a—E| Colorado lagoon

Guerrero-Beltran Y. L. et al.

DISCUSSION

It has been documented that the combined effects of environmental
factors, such as temperature and ocean acidification (Martel et al.,
2022), along with anthropogenic activities (Stewart et al., 2021), can
alter the physiology underlying the phenotypic plasticity of the exos-
keleton in calcifying aquatic species, such as bivalve mollusks. These
changes may affect the shape, coloration, and composition of the shell.
In this study, the observed temperature range was consistent with other
reports for both study locations. For instance, Gongora-Gomez et al.
(2020) recorded a temperature range of 18.8—-33.3 °C in a culture of
the “mangrove oyster” Crassostrea corteziensis near NL, while Gongo-
ra-Gomez et al. (2022) reported a range of 15.9-32.1 °C for the “venus
clam” Chionista fluctifraga in an intertidal zone of ECL. However, our
dissolved oxygen (DO) and salinity values differ from those reported
by Garcia-Ulloa et al. (2023) for NL (<5 mg L") and ECL (35—42 %o),
and from Villanueva-Fonseca et al. (2020) for the pH in NL (7.03), who
studied the mussel Mytella strigata and C. corteziensis, respectively.
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Figure 2. Environmental variables in the sampling sites. a) Temperature; b) Salinity; c) Dissolved oxygen (DO); d) pH; e) Organic matter (OM); f)
Inorganic matter (IM); g) Total suspended solids (TSS); h) Chlorophyll a (Cl-a).
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Table 1. Monthly comparison (mean + standard deviation; n = 120) of the biometric parameters of the shell of A. mazatlanica from the El Colorado

(ECL) and Navachiste (NL) lagoons, and between the two localities.

Months of Shell length (mm) Shell height (mm) Shell width (mm)
sampling ECL NL z ECL NL V4 ECL NL V4
M 2022 59.6+8.3"  56.7+4.9"  2000* 44.3+6.59 43.8+4.1¢ 977" 33.5+5.7" 32.8+£3.7%¢  -1055*
A 56.7+6.5%  52.4+4.6  3084* 41.3+5.0%"  38.3x4.2¢  2743* 31.4+4.7%  29.6+3.2° -2012*

M 55.4+6.4%°  54,0+6.3°" 963 41.0+5.1¢% 41.4+5.00  -376 31.3+4.5%  31.7+51% 397

J 54.3+6.4° 53.2+5.8%% 899 40.1+4.7< 39.5+4.49 638 30.0+4.4° 30.7+4.1¢ 814

J 54.4+5.3°  50.5+5.3*  3161* 38.9+3.7¢  35.6+3.8° -3673* 30.8+£3.8¢  28.4+3.9° -2753*
A 54.9+6.2¢  50.9+4.7¢  3021* 41.2+4.4%  38.3+3.5°  -2845* 31.1£4.3%%  28.3+3.5 -2843*
S 50.4+5.0°  52.5+4.4%d  -1974* 38.6+4.4° 39.8+3.3¢  1426* 27.7£3.8°  29.6+3.1° 2422*
0 56.4+5.8®  51.3+55®  3733* 42.3+4.3 38.2+4.1¢  -3924* 31.8£3.9%  28.6+3.8°  -3408*
N 57.0£9.3°  51.3+51®  2898* 44.1+7.19 39.5+4.9¢  -2837* 33.2+6.8 29.25+3.7%  -2588*
D 48.1+4.52 55.5+7.59 -4378* 35.5+3.42 41.9+6.1¢  4409* 26.0+2.8° 32.6+5.41¢  5130*
J 2023 55.6+9.4%°  54.3+7.1¢9 775 42.2+7.0°f 39.8+4.6° -1699* 33.1+7.4f 30.9+4.9« -1398*
F 55.7+7.1%%  57.9+6.5" -1396* 42.0+5.2¢f 43.2+500  1113* 32.2+5.1¢  33.4+4.6' 1277
Overall mean  54.8+7.4 53.3+6.1 -133211*  40.9+5.6 39.9+5.0  -110478* 30.9+5.3 30.5+4.5 -55299
Maximo 91.2 78.8 67.8 59.5 57.4 46.9

Maximum 31.7 31.8 27.2 22.8 17.8 20.6

cv 13.5 11.5 13.8 12.4 17.2 14.7

Z = U Mann Whitney value; CV = coefficient of variation. Columns (biometric parameter) with different superscript letters denote significant differences (p < 0.05)
among sampling months. Zvalues with an asterisk denote significant differences (p < 0.05) among the monthly-annual mean of the biometric parameter of between

the two localities.

Although the two coastal lagoons are located 67 km from each
other, the differences in DO, salinity, and pH can be explained by fac-
tors inherent to their latitude (Beukema & Meehan, 1985), such as the
residence time of the particles due to the intensity of the tides (Takasu
et al., 2020), the interaction of trophic levels of each habitat (Hope et
al., 2020), the influence of freshwater contributions —such as rivers and
lagoons- to the estuaries (Ringwood & Keppler, 2002), and the anthro-
pogenic activities that take place, both in the aquatic body and in its
surroundings (Sepulveda et al., 2023). The NL (14,000 ha) is part of
the San Ignacio-Navachiste-Macapule lagoon complex, which, despite
being classified as a protected natural area (RAMSAR site # 1826), is
surrounded by shrimp farms (21,709 ha), plots agricultural (124,287
ha), and urban and industrial areas (~ 289,370 inhabitants) that produ-
ce organic and chemical waste that are discharged into channels that
flow towards the lagoon. In the case of ECL (11,500 ha) —it is part of the
Agiabampo-Bacorehuis-Rio Fuerte Antiguo lagoon system— it receives
contributions from the Fuerte River through wastes from the annual
production of pigs (~ 94,422), chemicals used in 15,947 ha of shrimp,
agricultural and urban sewage derived, respectively, from 214,455 ha
and from a population of more of 459,310 inhabitants, and from the
fishing activity in the region (INEGI, 2020; CESASIN, 2022; Sepllveda
et al., 2023; SIAP, 2023).

The results of the environmental variables combined with the spe-
cific industrial and urban development of each lagoon would partially
explain the differences found in the shell shape and allometry of A.
mazatlanica. For instance, temperature and salinity presented a simi-
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lar behavior throughout the study year —with the highest values from
March to September— showing a negative correlation (p < 0.05) with
shell dimensions in the two clam communities. It is well documented
that these two environmental factors are strongly involved in growth of
mollusks (Lee et al., 2024). In fact, low temperatures induce the increa-
se of primary production (Murphy et al., 2016) which promoted shell
growth of clams; meanwhile, the recorded salinity fluctuation (13-40
%o) could have had a negative effect on the dimensions of the shell of
A. mazatlanica in both locations, which coincides with Dai et al. (2023)
for the clam Mactra chinensis. These authors argued that water salinity
can be dramatically altered by freshwater inputs such as rivers, rain-
fall and irrigation canals, a similar situation found in the two areas of
the present study. Another aspect that needs to be considered is the
recurrent presence of upwellings in the area (Pérez-Quifionez et al.,
2018), which carry nutrients from the seabed to the surface. On other
hand, Fisher et al. (1995) mention that the maximum shell length for
this species is up to 75 mm, but commonly, it is found to be 50 mm; size
that coincides with the average length of the “black clam” in the two
populations studied, and with that reported by these authors for another
clam of the Arcidae family (Anadara similis), with which A. mazatlanica
is usually confused. Manjarrés-Villamil et al. (2013) studied the sexual
maturation and reproduction of A. similis, observing adult organisms in
reproduction with an average length of 41.8+4.5 mm. Therefore, it can
be inferred, in the absence of specific information for A. mazatlanica,
that the clams collected in this study —larger than 50 mm- were adult
organisms. The histological analysis of the specimens in our laboratory
(in progress) will complement the previous information.
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SL, SH, and SW presented monthly and annually differences for
each population of the “black clam”. The largest clams were found in
ECL, which can be associated with the quantity and quality of the an-
thropic contributions (organic and inorganic) of this locality (SIAP, 2023),
as well as the low fishing effort in this lagoon —compared to the larger
fishing population in NL (SIAP, 2023)—, allowing bigger clam size. The
latter coincides with Dalgi¢ et al. (2010) who found that fishing pres-
sure affected both the size structure and maximum size of the clam
Chamelea gallina on the Black Sea coast, Turkey. The same size-fishing
effort effect was observed by Elvira & Jumawan (2017) and Bersaldo et
al. (2023) for the mud clam Polymesoda erosa and the mangrove clam
Pegophysema philippiana, respectively. However, the use of a single
dimension in the shell of bivalves —usually length— is not a reliable tool
to evaluate their growth and development (Caill-Milly et al., 2012); the-
refore, it is advisable to use functional and morphometric parameters
that use values related to two shell dimensions.

Clams from NL —although smaller in SL— showed a slightly more
compact (SW/SL) and cupped (SW/SL) shell (p < 0.05), but equally elon-
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gated (SH/SL) than those from ECL. Uba (2021) mentions that bivalves
with greater shell convexity suggest that the organism has more intra-
valvar capacity, possibly associated with tissue growth, whether repro-
ductive or somatic. The variation in the shell shape of different bivalve
mollusks has been related to the effect of biotic (genetic, biological
associations, food availability, reproduction; Richard & Prezant, 2021)
and abiotic (natural and anthropogenic; Fitzer et al., 2015) factors and
their interrelationship (Shields et al., 2008). Specifically, Harayashaki et
al. (2020) reviewed the effect of chemical contaminants on 26 species
of mollusks in different parts of the world, detecting alterations in the
shape and matrices —organic and inorganic— of their shell according
to the degree of contamination, which, combined with the different
anthropogenic activities in each locality, could partially explain the di-
fferences between the two clam populations studied. However, there
is no punctual information about the factors that cause variation in the
shell shape of A. mazatlanica, which highlights the importance of the
present study.
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Figure 3. Morphometric relationships (n= 1440 clams per lagoon) among the shell dimensions of A. mazatlanica sampled in two lagoons (El Colorado and Navachiste)

from the southeast Gulf of California. R? = coefficient of determination.
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Figure 4. The principal component analysis of A. mazatlanica in the El Colorado and Navachiste lagoon. T = temperature; S = salinity; DO = dissolved oxygen; pH =
pH units; OM = organic matter; IM = inorganic matter; TSS = total suspended solids; Cl-a = chlorophyll a; SL = shell length; SH = shell height; SW = shell width;
ELO = shell elongation; COM = shell compactness; CON = shell convexity; b SL/SH = shell length/height relationship; b SW/SL = shell width/length relationship; b

SW/SH = width/height relationship.

The regression equations for the morphometric associations of the
shell dimensions —SL/SH, SW/SL, and SW/SH- of A. mazatlanica from
the two lagoons were linear and allometrically negative (b < 1), which
suggests little proportionality in growth between SL, SH, and SW. Gas-
par et al. (2002) and Thomas (2013) mention that the negative allome-
tric development found in the Mediterranean clams, Donax trunculus
and Acanthocardia pausicostata, and in the short-necked clam Paphia
malabarica, respectively, was related to the presence of organisms that
preferentially live buried in the sediment —without exposure to waves—
attributing it to an adaptive protection strategy, which coincides with the
habitat where A. mazatlanicais found. In the same way, Degamon et al.
(2023) mentions that the negative allometric pattern in different mollus-
ks species indicates that shell length increases faster than total weight,
which is characteristics of organisms inhabiting mangrove ecosystems.
According to Rios-Jara et al. (2019), the negative allometric growth
found in the clam Donax punctatostriatus is typical of adult organisms
—sexually mature and slower growth— that, firstly, ensure recruitment
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and secondly, present a more compressed shell shape that facilitates
a rapid burying behavior in the sand for escaping of predators. These
traits can also be attributed to the A, mazatlanica populations studied.
By lagoon, the highest coefficients of determination (R?, ECL = 0.80, NL
= 0.78) indicate a moderate allometric proportion, whose most appro-
priate morphometric relationship —to describe its growth— is different
for each population (SW/SH for ECL and SW /SL for NL).

Sotelo-Gonzalez et al. (2020) reported the SW/SH ratio as the most
appropriate to describe the relative growth of Larkinia grandis (Arci-
dae), coinciding with the population of the “black clam”, both in NL.
The above reinforces the argument of the effect of the environmental
conditions of the place on the shape of the shell in these arcid clams.
Again, the differences between the allometry of A. mazatlanica of the
two populations studied could be attributed to internal factors (sexual
maturity, age, metabolism, etc., Turra et al., 2018) or external factors
(environmental variables and anthropogenic activities of each locality,
Pouil et al., 2021).
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Table 2. Monthly comparison (mean + standard deviation; n = 120) of the biometric indexes of the shell of A. mazatlanica from the El Colorado (ECL)

and Navachiste (NL) lagoons, and between the two localities.

Months of Elongation Compactness Convexity

sampling ECL NL V4 ECL NL V4 ECL NL z
M 2022 0.74+0.03%  0.77+0.03 6.10* 0.56+0.04>¢  0.57+0.04«  2.60*  0.75+0.05* 0.75+0.04* -1.49
A 0.72+0.03®  0.73+0.05>°  0.41 0.55+0.04%¢  0.57+0.04% 2.41*  0.75x0.04* 0.78+0.06* 2.40*
M 0.74+0.05  0.77+0.03 4.74* 0.56+0.05%®  0.59+0.04*  2.99*  0.76+0.05°  0.76+0.06™ -0.07
J 0.75+0.05  0.74+0.04%  0.35 0.55+0.04%c  0.58+0.03®  4.93*  0.74+0.04*  0.78+0.05* 5.01*
J 0.71+0.032 0.71£0.022  -3.02* 0.56+0.03®  0.56+0.04* -0.08  0.79+0.04  0.80+0.06° 1.18
A 0.75+0.03%"  0.75+0.04*  0.50 0.56+0.03®  0.56+0.04*  -2.00  0.75+0.04* 0.74+0.07* -1.88
S 0.76+0.04 0.76+0.03¢  -1.58 0.54+0.04®  0.56+0.03®  2.60*  0.71£0.05*  0.74+0.03* 3.79*
0 0.75+0.03%  0.75+0.03® -1.15 0.56+0.03®  0.56+0.04*  -1.16  0.75+0.04*  0.75+0.05® -0.43
N 0.77+0.09¢ 0.77+0.05f  -0.97 0.58+0.08"  0.57+0.03*¢ -1.53  0.74+0.07°  0.74+0.07* -0.63
D 0.73+0.03*  0.76+0.05%  2.94* 0.53+0.03*  0.59+0.07¢  6.98*  0.73+0.03*  0.78+0.08" 6.24*
J 2023 0.76+0.06*  0.74+0.04*  -411* 0.59+0.07¢  0.57+0.03* -3.61* 0.77+0.06¢  0.77+0.06* -0.59
F 0.75+0.07%"  0.75+0.05%"  -1.03 0.57+0.07¢"  0.58+0.04®  -0.21 0.74+0.06° 0.77+0.07> 1.12
Overall mean  0.74+0.04 0.75+0.06 0.34 0.55+0.04 0.57+0.05 3.39*  0.71+0.06 0.76+0.06  3.68*

Z=U Mann Whitney value. Columns (biometric indexes) with different superscript letters denote significant differences (p < 0.05) among sampling months. Zvalues
with an asterisk denote significant differences (p < 0.05) among the monthly-annual mean of the biometric indexes of between the two localities.

Axes 1 and 2 of the principal component graphs in the two sam-
pling sites did not show that environmental variables exert a determi-
nant effect on the biometric indicators or on the allometric growth of
the clam. In ECL, allometric growth variables and shell dimensions are
negatively related to principal components 1 and 3; meanwhile most
environmental variables are indistinctly oriented toward components 1
and 2. On the contrary, in NL the dimensions of the shell and COM are
outlined in component 3, while the rest of the variables are distributed
in components 1 and 2 without a clear grouping. Rather, COM clustered
with shell dimensions in the two populations and, specifically in ECL,
CON was also associated with allometric growth (b SL/SW; b SH/SW) of
A. mazatlanica. Moreover, there is information that links more specific
external factors to the development of arcid clams. For example, Debe-
nay et al. (1994) observed that the growth of the clam Anadara senilis
—in Senegal- decreased after summer rains, but even more so during
winter. On the other hand, Broom (1982) concluded that density and
air exposure were the main factors that affected the growth of natural
and cultivated seeds of A. granosa. With this same species, Komala and
Zahara (2021) documented that the most prominent parameters that
affect the dimensions of its shell are nitrogenous compounds (ammonia
and nitrites) and some metals (lead, cadmium and mercury), among
others. In this study, temperature and salinity showed negative associa-
tions with shell dimensions, coinciding with what was reported by Wang
et al. (2017) for Anadara broughtonii juveniles, and only OM presented
a direct effect on b SL/SH (r = 0.80, p = 0.01) in the A. mazatlanica
population of NL. The difference between previous works could be due
to the environmental conditions and anthropogenic activities of each
place and the species, mainly.

Despite the proximity of the studied localities, the populations of A.
mazatlanica showed differences in the dimensions of their shell, func-

tional parameters (ELO, COM, and CON), and allometry. Therefore, we
conclude that the effect exerted by the environmental conditions and
anthropogenic activities of each place is responsible for the presence
of two possible morphotypes of the clam. This species demonstrates its
phenotypic plasticity as a resilience strategy under the pressure of en-
vironmental changes in the region. The comparative biological measu-
rements obtained for the two populations of the “black clam” represent
essential tools to analyze conservation and management strategies of
the resource and contribute to generating information for this species
in the area.
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ABSTRACT

Background. The purple snail is ancestrally important along the coast of Oaxaca as its dye is used by the
indigenous Mixtec people to dye culturally valuable cotton yarns. A snail population located in a protected
area named Huatulco National Park (HNP) is decreasing because specimens of all sizes are targeted more
than once for dye extraction throughout the exploitation season (from October to March). This cultural prac-
tice occurs because the indigenous Mixtec people believe that dye production is continuous and increases
proportionally in relation to shell length. Goals. The objective of this study was to establish the relationship
between the total volume of extracted dye and the total length of the shell. Methods. In this study we im-
plemented a neural regression model with artificial intelligence and a biological oscillatory growth model to
demonstrate that dye production does not increase proportionally in relation to shell length. Results. The
results suggest that snails of all sizes require a break to synthesize more dye after milking. Smaller snails
of 2.7 to 4.2 cm produce a small volume of dye and conduct energy to growth, while larger snails of 4.8 to
7.7 cm produce a large volume of dye, but grow less. Conclusion. Our results allow us to conclude that dye
production does not increase proportionally in relation to changes in shell length. At any size, a snail requires
a rest to synthesize more dye after being milked. Special marks should be used to identify milked specimens
in order to avoid repetitive dye extraction.

Key words: Dye production, cultural value, Huatulco, resources management, purple dye snail.

RESUMEN

Antecedentes. El caracol plrpura ha sido ancestralmente importante a lo largo de la costa de Oaxaca ya
que su tinte es utilizado por los mixtecos para tefiir hilos de algoddn. En el area protegida Parque Nacional
Huatulco (PNH) la poblacion de caracol purpura esta disminuyendo debido a que a los especimenes de todos
los tamafios, se les extrae repetidamente su tinte durante la temporada de explotacion (de octubre a mar-
z0). Esta practica ocurre porque los mixtecos creen que la produccion de tinte es continua y que aumenta
proporcionalmente con la longitud de la concha. Objetivos. El objetivo de este estudio fue establecer la
relacion entre el volumen total del tinte extraido y la longitud total de la concha del caracol purpura. Mé-
todos. Implementamos un modelo de regresion neuronal con inteligencia artificial y un modelo oscilatorio
de crecimiento bioldgico para demostrar el tipo de relacion entre la produccion de tinte y la longitud de la
concha. Resultados. Los resultados sugieren que los caracoles de todos los tamafios requieren un descanso
para sintetizar mas tinte después de la ordefia. Los caracoles mas pequefios de 2.7 a 4.2 cm producen un
pequefio volumen de tinte y conducen la energia al crecimiento, mientras que los caracoles mas grandes de
4.8 a 7.7 cm producen un gran volumen de tinte, pero crecen menos. Gonclusion. La produccion de tinte no
aumenta proporcionalmente con la longitud de la concha. A cualquier tamaiio, un caracol requiere un des-
canso para sintetizar mas tinte después de ser ordefiado. Se deben usar marcas especiales para identificar
los especimenes ordefiados a fin de evitar la extraccion repetitiva de tintes.

Palabras clave: Produccion de tinte, valor cultural, Huatulco, manejo de recursos, caracol tinte parpura.
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INTRODUCTION

The snail Plicopurpura pansa Gould, 1853 is geographically distribu-
ted along the coasts of the Tropical Pacific Ocean from Baja California,
Mexico, to Peru and the Galapagos Islands (Clench,1947; Pefia, 1970;
Paredes et al., 1999). Its habitat is the rocky intertidal fringe for the enti-
rety of its lifespan (Garcia-Ibafiez et al., 2007; Chavez & Michel-Morfin,
2006; Naegel & Garcia-Dominguez, 2006).

In the Huatulco National Park (HNP), P. pansais known as the Purple
Dye Snail because it synthesizes and exudes a colored secretion called
“purple dye” that the species uses to hunt and to protect itself from
environmental stress and predation (Schunck, 1880; Garrity, 1984; Mi-
chel-Morfin et al., 2000; Naegel & Cooksey, 2002). It is considered an
ancestrally important inhabitant because its dye is used by the Mixtec
people of Oaxaca to dye cotton yarns for culturally valuable ceremonial
clothing (Ramirez-Rodriguez & Naegel, 2003). The exploitation season
of P pansa in the HNP is from October to March (Turok et al., 1988).
The Mixtec people have asserted that specimens of P pansa do not
die when their dye is extracted and, according to them, the exploitation
of the snails in the HNP has remained sustainable since the 1980s.
However, Cervantes-Hernandez et al. (2016) documented that the P
pansa population in the HNP has been over-exploited since 1980, and
the main problem of this over-exploitation is the disordered extraction
of dye that the Mixtec people have carried out on all snail sizes.

Previous studies include the synthesis and chemical composition of
the dye by Baker & Duke (1973), Verhecken (1989), Naegel & Cooksey
(2002) and Ngangbam et al. (2019), the age-length relationship of P
pansa by Cervantes-Hernandez et al. (2010) and the relationship be-
tween dye production and shell length changes by Turok ef al. (1988)
and Michel-Morfin et al. (2002).0n the other hand, laboratory studies
have shown that after the extraction of dye, adults of P pansa require
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time and energy to synthesize more dye (Naegel, 2005; Naegel &
Lopez-Rocha, 2006). In contrast with those laboratory results, Turok et
al. (1988) and Michel-Morfin et al. (2002) suggested that dye produc-
tion increases proportionally in relation to changes inshell length.

Notwithstanding that exploitation of P pansa continues in the HNP,
the scientific sampling of specimens has been completely prohibited.
The last snail sampling that took place in the HNP was carried out by
UMAR (Universidad del Mar) personnel from 2011 to 2012. The data
on total volume of extracted dye and total shell length generated by
the UMAR personnel were used in the present study to implement a
neural regression model with artificial intelligence in order to find the
best trend line (Haykin, 1994), and to graphically fit the Vi-Lt variation.
This was then used to explain how dye production relates to changes
in shell length. We proposed a biological growth model to replicate the
trend line found in the neuronal process, and to generate predictions of
Vit for a variety of Lt data recorded for P pansa specimens.

MATERIALS AND METHODS
Study area

Huatulco is the most important tourist destination on the central coast
of the state of Oaxaca, Mexico (15°39'08.98"-15°47°07.76” N and
90°0626.18"-90°1414.29” W). The HNP was decreed a natural pro-
tected area in 1998, including the coastal ecosystems located from San
Agustin Bay to Violin Bay (CONANP, 2003; SEMARNAT, 2008) (Fig. 1).
The fauna that inhabits the HNP includes 291 bird species, 166 of fish,
130 of mammals, 72 of reptiles and 70 of invertebrates (including 12
coral species) (Cervantes-Hernandez et al., 2016). The exploitation of
P, pansa, artisanal fisheries and tourism are the main economic activi-
ties that take place in the HNP (Cervantes-Hernandez & Egremy-Valdez,
2013; Cerdenares et al., 2014; Alejo-Plata et al., 2019).
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Figure 1. Geographical location of Huatulco tourist destination and the protected coastal ecosystems in Huatulco National Park (HNP) (blue polygon), St. Agustin Island
(1), Riscalillo Bay (2), Jicaral Bay (3), La India Bay (4), Palo Santo Bay (5), Cacaluta Island (6), Cacaluta Bay (7), EI Organo Bay (8) and Violin Bay (9). Copalita River (cr).
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Fieldwork

Two samplings were carried out in coastal ecosystems of the HNP with
a low touristic access, at St. Agustin Island, Riscalillo Bay, Jicaral Bay,
La India Bay, Palo Santo Bay, Cacaluta Island, Cacaluta Bay, El Organo
Bay and Violin Bay (Fig. 1). The first sampling took place from Septem-
ber to November 2011 during the first week of each month, and the
second sampling was carried out exclusively in St. Agustin Island during
two weeks of June 2012. Fieldwork was done using a 6.4 cm thick and
50 m long polypropylene rope deployed parallel to the coastline along
the rocky intertidal fringe, where snails were randomly sampled 1 m to
the left and 1 m to the right of the rope, in a total area of 100 m? As
the Mixtec people usually do, each snail was carefully removed from a
rocky crevice and a moderate pressure was applied to its operculum to
extract the dye. The dye was put into a plastic jar to measure its volume.

A total of 252 specimens were sampled (99 males and 153 fema-
les). The total length of the shell was measured as is shown in Figure
2, (Cervantes-Hernandez et al., 2010; 2016). Males were distinguished
from females by the presence of copulatory organs (penises) (Turok et
al., 1988). The total volume of extracted dye (Vt, mL) and the total length
of each shell (Lt, cm) were recorded.

From literature it is known that specimens greater than 1.8 cm are
sexually mature and younger recruits are from 1.0 to 1.8 cm (Naegel
& Garcia-Dominguez, 2006; Cervantes-Hernandez et al., 2016). Youn-
ger recruits produce very little dye, and they are more vulnerable to
dye extraction (Castillo-Rodriguez & Amezcua-Linares, 1992). For this
reason, these small specimens were not considered in the present
study. To avoid the presence of younger recruits in our samples, the
two sampling were specifically conducted during reproductive season
of P. pansa. Cervantes-Hernandez et al. (2016) reported that complete
reproductive season spanned from March to October/November, with
the highest positive cyclical anomaly signal during June/July. Thus, all
specimens sampled in HNP were sexually mature greater than 2.7 cm.

Dye production-shell length relationship

Once the data were recorded, a Vi-Lt dispersion graph was plotted.
We then designed a neural regression model with artificial intelligence
in order to find the best trend line (Haykin, 1994) and graphically fit
the Vi-Lt variation. During this neuronal process, artificial intelligence
executed many linear and non-linear model combinations to find the
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best trend line, and once this last was concluded, in its final training,
the parameters of these models were estimated following minimum
squares in the Statistica software version 7.0.

Biological growth model implementation

The regression neuronal model cannot be used to generate predic-
tions of Vt because biological growth parameters are not included in its
mathematical structure (e.g. the asymptotic length (L..), the metabolic
growth (k), the age at zero cm (t0)). For this reason, we reviewed the
biological oscillatory growth models documented in the literature to find
one that could approximately replicate the trend line found in the neu-
ronal process. We specifically focused on biological oscillatory growth
model of Pitcher and MacDonald (1973) to explain size changes in short
time intervals conditioned by biological requirements (e.g. synthesizing a
secondary metabolite such as the P. pansa dye), and because this model
includes biological growth parameters such as those mentioned above.

As the biological oscillatory growth model of Pitcher and MacDo-
nald (1973) explains the age-length relationship (At-Lt), we modified
the mathematical structure, replacing the Lo variable (the asymptotic
length) by the Voo variable (the maximum dye volume that a male or
female snail can theoretically produce throughout its life), and the Et
variable by the Lt variable. Our mathematical proposal is as follows,

Vt=Veo - (1- exp(-q)) (1)
with
q=C - [(sine (2n (Lt-Ls)) / LA] + k (Lt-Lm)

Where Ve is in mL, C parameter controls the amplitude of oscilla-
tions in the sine function, Ls parameter defines where each oscillation
in the sine function begin, LA is average length change observed in the
records of Lt, k parameter is the monthly metabolic growth rate of snail
shell length and Lm parameter is the minimal length recorded in a snail
specimen in HNP (2.7 cm). The parameters set included in Eq. 1 were
estimated with the Bayesian algorithm of likelihood (Haddon, 2011),
considering that estimation error (€ = Vt observed — Vit expected) has a
log-normal distribution:

-In€ (Voo, G, Ls, LA, k / Vi, Lt) =X In(DEg) + In(2m)/2 + €2/(2 DE€?) (2)

Where DEe = +/(1/n)- €2 with n = 252 specimens sampled. The
Egs. 1 and 2 were solved in the Excel software version 2007.

Figure 2. Ventral view without shell of P pansa (a) (Castillo-Rodriguez and Amescua-Linares, 1992), ventral view of the shell (b) and the yellow arrow shows the

copulatory organ (penis) in a male specimen (c).
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The oscillatory growth model of Pitcher and MacDonald (1973) was
structured with male and female information, and it was not focused to
particular sex. For this reason, the results of oscillatory growth model
describe how a male or female snail produce dye as it grows.

The statistical comparison between trend lines generated with re-
gression neuronal model (observed fit) and Pitcher and MacDonald’s
model (expected fit) were evaluated with Chi? distribution (Zar, 1999).

RESULTS
Dye production-shell length relationship

The regression neuronal model was structured with three learning la-
yers (Fig. 3), where the input data are the records of Lt (independent
variable) and the output data are expected Vt values (dependent va-
riable). The first learning layer is composed of one neuron, the second
learning layer is composed of nine neurons, and the third learning layer
is composed of one neuron.

The neuron in the first learning layer was activated by a simple linear
model [a0=(0.19-L1)-0.52]. Coming out from a0, the following nine sy-
naptic signals were structured [b,=(a0-0.33)>13.14,b,=(a0-0.80)>2.69,
b;=(a0-0.05)*5.06, b,=(a0-0.97)*1.51, bs=(a0-0.60)>-5.26, bs_(a0-0.13)*-8.07,
b,=(a0-0.18)>10.59, be=(a0-0.24)>13.28, b,=(a0-0.44)>8.09]. An exponen-
tial model (€) was used to activate the nine neurons in the second
learning layer [c;=C*" ¢,=C"2 ¢;=C, ¢,=C c;=C, ¢=C%,
C,=C", c=C"%8, c,=C. Coming out from each active neuron in the
second learning layer, nine linear models were combined to structure
the following single synaptic signal [d,=[(c;"67.03)+(C,'-276.87)+(C3
:790.34)+(c4-506.45)+(c5'120.64)+(Cs'1177.12)+(c;803.99)+(Cg'-
239.03)+(cqe'-67.12)]-308.37].Finally, the neuron in the third learning
layer was activated by a simple linear model, and this includes a sta-
tistic safety threshold [e°=| (d:0.08)-0.28)| -0.5], where g, are the ex-
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pected Vi values. The regression neuronal model recorded a R?value
of 0.98.

An ascendant ladder fit consisting of four echelons was generated
by artificial intelligence (Fig. 4), and reached a maximum dye production
of 10.9 mL at 7.0 cm. The formation of lines with smooth and abrupt
slopes was observed between one echelon and the next, suggesting
that when dye production is slow, size increases (smooth slope), and
when dye production is fast, size increases more slowly (abrupt slope).
The presence of echelons in the regression neuronal model suggests
that this species presents rests in dye production during its lifespan,
and apparently it is during these rests that size increases are more
noticeable.

Based on these data, we suggest that dye production does not in-
crease proportionally in relation to changes in shell length. The popula-
tion of P, pansaincluded mainly small (2.7 cm) and large (7.7cm) fema-
les, with males smaller than 4.7 cm recorded producing low volumes
of dye. So, small snails (2.7-4.2 cm) produce small dye volumes while
growing faster, whereas larger snails (4.8—7.7 cm) produce greater dye
volumes while growing slower.

Biological growth model implementation

The solved oscillatory growth model of Pitcher and MacDonald (1973)
is shown in Eq. 3 and Figure 5.

Vi=10.9 - (7- exp(-q) (3)
With:
q=0.023 - [(sine (2 (Lt-(-0.005))) / 0.8] + 0.16 (Lt-2.7)

In concordance with Eq. 3 a female snail can produce a maximum
10.9 mL when reach an age greater than 7.0 cm. This Pitcher and Mac-
Donald’s model recorded a R?value of 0.96.

D do—s[eo] Vt

first second third
learning layers

Figure 3. Structure of regression neuronal model generated with artificial intelligence, total volume of extracted dye (Vt), total length of the shell (Lt).
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Figure 4. The fitted variation Vt-Lt with the regression neuronal model (black line), total volume of extracted dye (Vt), total length of the shell (Lt). First (a), second (b),

three (c) and fourth (d) echelon.

The statistical comparison between trend lines generated with
regression neuronal model (observed fit) and our Pitcher and MacDo-
nald’s model (expected fit) were not significant (Chi = 50, Chig o5 = 289,
degrees of freedom = 251, p > 0.05). Thus, our mathematical proposal
of Pitcher and MacDonald should offer reliable predictions of Vt for a
variety of records Lt in P pansa specimens.

DISCUSSION

Cervantes-Hernandez et al. (2010; 2016) documented that the popula-
tion of P pansa has been overexploited in the PNH since 1980, resulting
in a modification of the age structure and length ranges, with a general
tendency to equalize sizes in both sexes. Authors mentioned that in HNP
male specimens are becoming increasingly scarce and female speci-
mens are increasing. Our observations are consistent with the reported
by these authors, because our snail sample was strong represented by
female specimens in comparison to male specimens.

Unlike Turok et al. (1988) and Michel-Morfin et al. (2002), our re-
sults indicate that dye production does not follow a continuous increa-
sing relationship with shell length. In the present study, the dye produc-
tion—shell length relationship was better explained by a pattern similar
to an ascendant ladder with four echelons (Fig. 4), where each echelon
indicated a break in dye production.

As is the case of bacterial growth, secondary metabolites do not
form part of the biomass (Varela & Grotiuz, 2006), and its synthesis,
as was documented in this study on the production of dye, occurs in
the sections where growth in size and biomass slow down (e.g., in the
linear sections with abrupt slopes indicated in Figure 4). The formation
of the echelons in Figure 4 indicates pauses in the synthesis of the
dye, as Garcia et al. (2007) documented for secondary metabolites of
bacteria, during stationary phases, when bacterial growth is activated.

Vol. 35 No. 2 2025

In a previous study carried out in the HNP by Turok ef al. (1988),
the dye production—shell length relationship was reported only with a
curvilinear fit, with no mathematical equation or statistic correlation va-
lue. We clearly see here that the reported fit is non-linear and includes
an ascendant ladder fit consisting of two echelons reaching a maxi-
mum dye production of 5.5 mL at 8.0 cm. Turok et al. (1988) attributes
the inflection points to the use of male and female data in conjuntion,
highlighting that dye production stopped and size increased at their
inflections.

Michel-Morfin et al. (2002) reported a potential fit with a maximum
dye production of 6 mL at 5.0 cm (Vt=6E®-Lt3.41) using only nine data
recorded for both sexes along the Mexican Pacific between the sou-
thern coast of Baja California and Socorro Island in the state of Jalisco
(with an estimated statistical correlation value of 0.81, p<0.05). From a
visual examination of their Fig. 4 graph with a potential fit, the observed
data suggest a low dye production by fast growing small specimens
(potential echelon) between 2.0 and 3.0 cm, where small specimens
slowly produced low dye volumes and grew faster. No other echelons
were identified since very few specimens larger than 3.0 cm were sam-
pled by these authors.

When Turok et al. (1988) and Michel-Morfin et al. (2002) establi-
shed their P pansa Vt-Lt relationship, they did not consider, as Naegel
(2005) and Naegel & Lopez-Rocha (2006) had mentioned, that after the
extraction of dye the specimens require time and energy to synthesize
more dye. Thus, the first authors explained this particular relationship
without considering any biological parameter in their proposed mathe-
matical equations.

In comparison with modern biological growth models (Zimmer et
al., 2014), Pitcher and MacDonald (1973) did not include biological
parameters such as age of maturity (energy invested in sexual ma-
turation), the reproduction buffer (energy that is available to invest in
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reproduction), food limitation (when the available food is not sufficient
or suitable for growth) and the effect of temperature. Despite the defi-
ciencies mentioned, we consider that Pitcher and MacDonald’s model is
an alternative to generate predictions of Vi, as the regression neuronal
model generated a preliminary fit with sufficient biological variation to
establish that dye production does not increase with a fixed rate in
relation to changes in shell length. The derivation of Pitcher and Mac-
Donald’s model was explained by Somers (1988), and this derivation
is similar to replacing the L.. variable by the Veo variable and the Et
variable by the Lt variable.

Cervantes-Hernandez et al. (2016) documented that the P pansa
population in the HNP has been over-exploited since 1980, and stated
that the main cause of this was that the Mixtec people extract dye from
specimens of all sizes, as well as repeatedly from one same specimen.
Turok et al. 1988 and Michel-Morfin & Chavez (2000) indicated that
a rest of 20 to 21 days should be established between extractions in
order to end repetitive dye extraction and increase the abundance of
snails in the HNP. Naegel (2005) in turn mentioned that this species
cannot produce new dye during the 24 hours following extraction. Des-
pite the recommendations, the extraction practice has not respected
any suggestion or indication over the last 22 years and the popula-
tion of snails continues to be over-exploited (Cervantes-Hernandez et
al., 2016). Repetitive dye extractions take place as various indigenous
groups follow the same route along the rocky shores (on a round trip).
Consequently, snails die from over-handling although the Mixtec people
say that they remove them carefully.

Naegel (2005) mentioned that dye extraction at any age of P. pansa
affects the production of mucus that facilitates adhesion and movement
along the rocky intertidal fringe, thus handling may affect the snails’
adhesion to rocks (Naegel & Lopez-Rocha, 2006). Despite the Mixtecs

A female
l male

10.0 1 — Pitcher and MacDonald's model
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manipulating the snails during low tides, the adverse effects of dye
extraction can persist until the time of the next high tide causing a high
mortality. Thus, much handling has negative effects on P. pansa through
stress, a greater predation (Garrity, 1984) and a decreased capacity to
adhere to rocks.

CONCLUSIONS

The population of P. pansa in the HNP consists mainly of females pro-
ducing large dye volumes, whereas male production is scarce. Dye pro-
duction does not increase proportionally in relation to changes in shell
length. At any size, a snail requires a rest to synthesize more dye after
being milked. Small 2.7 to 4.2 cm snails produce a small volume of dye
with big length increases, whereas larger 4.8 to 7.7 cm snails produ-
ce a large volume of dye with small length increases. Special marks
should be used to identify milked specimens in order to avoid repetitive
dye extraction.
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RESUMEN

Objetivos. Se disefio un experimento nutricional en el cual se evaluo el efecto de la sustitucion parcial de
harina de pescado (HP) por biomasa bacteriana y espirulina (Arthrospira platensis) sobre el crecimiento, asi-
milacion de nutrientes y proteccion hepatica en tilapia del Nilo. Métodos. Se formularon cinco tratamientos
(dietas isoprotéicas e isoenergéticas): La dieta control consistio en 100% de la proteina aportada por HP, los
tratamientos 97HP:3AP y 94HP:6AP consistieron en 3 y 6%, respectivamente, de proteina aportada por Ar-
throspiray 97HP:3BB y 94HP:6BB en 3 y 6%, respectivamente, de la proteina aportada por biomasa bacteriana.
Se utilizaron 320 alevines (0.8+0.05 g peso inicial), distribuidos en 16 organismos por acuario (4 acuarios
por tratamiento). Durante 28 dias se ofrecid alimento ad libitum en tres porciones por dia, iniciando con 10%
de la biomasa del acuario. Resultados y conclusiones. Los parametros de rendimiento entre tratamientos
fueron similares. Los valores isotopicos del nitrdgeno determinados en los ingredientes experimentales y en
tejido muscular de los peces permitio estimar la asimilacion proporcional relativa del nitrégeno dietario apor-
tado por los ingredientes experimentales. Se observo que, incluso a los niveles evaluados, ambas fuentes mi-
crobianas aportaron nitrdgeno estructural durante la biosintesis de musculo. Al evaluar el grado de proteccion
hepatica conferido por los ingredientes en peces expuestos a diésel, todos los tratamientos presentaron un
incremento en la actividad de la enzima carboxilesterasa. En cambio, la actividad de glutation-S-transferasa,
se incrementd solamente en los peces que consumieron las dietas con 3 y 6% de espirulina. La adicion de
las fuentes microbianas en la mayoria de los casos promovid respuestas fisioldgicas positivas al observarse
que los niveles de expresion enzimatica no presentaron alteraciones significativas.

Palabras clave: tilapia del Nilo, biomasa microbiana, Arthrospira, isétopos estables, actividad enzimatica

ABSTRACT

Goals. A feeding experiment was designed to evaluate the effect of partial replacement of fishmeal (HP)
with bacterial biomass and spirulina (Arthrospira platensis) on the growth, nutrient assimilation, and liver
protection in Nile tilapia. Methods. Five diets (isoproteic and isoenergetic) were formulated: The control diet
consisted of 100% of the protein provided by HP; treatments 97FM:3AP and 94FM:6AP consisted of 3 and
6%, respectively, of protein provided by Arthrospira; and 97FM:3BB and 94FM:6BB consisted of 3 and 6%,
respectively, of protein derived from a bacterial biomass. 320 fingerlings (0.8 + 0.05 g initial weight) were
selected and distributed at 16 organisms per tank (4 tanks per treatment). Fish were fed ad libitum for 28
days, in three portions per day and starting with 10% of the estimated fish biomass. Results and conclu-
sions: performance parameters were similar among treatments. The nitrogen isotopic values determined in
the experimental ingredients and fish muscle tissue allowed estimating the relative proportional assimilation
of nutrients derived from the different ingredients. It was observed that, even at the evaluated levels, both mi-
crobial sources contributed with structural nitrogen during muscle biosynthesis. When evaluating the degree
of liver protection conferred by the ingredients in fish exposed to diesel, all treatments showed an increase
in carboxylesterase enzyme activity. In contrast, glutathione-S-transferase activity increased only in fish that
consumed the diets with 3 and 6% spirulina. The addition of microbial sources in most cases promoted posi-
tive physiological responses as it was observed that enzyme expression levels remained stable.

Keywords: Nile tilapia, micriobial biomass, Arthrospira, stable isotopes, enzyme activity
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INTRODUCCION

La produccién acuicola ha tenido un crecimiento significativo en
los Ultimos afios, superando a la produccion pesquera tradicional y
consolidandose como uno de los sectores de produccion de alimentos
mas adaptables a diferentes condiciones (FAO, 2022). Una especie
clave para el crecimiento de la acuacultura en el ambito mundial es
la tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus, Linnaeus, 1758). Debido a
su tolerancia a diferentes factores ecoldgicos y ambientales, ya que
se adapta tanto a climas tropicales como subtropicales, ademas,
presenta un rapido crecimiento y aumento de masa muscular,
contribuyendo de manera significativa a mejorar los medios de vida
en diferentes partes del mundo donde se cultiva (Munguti et al., 2022).
Sin embargo, un punto critico para incrementar la produccion acuicola
es la alimentacion, ya que este rubro representa entre el 40 al 60%
de los gastos operacionales, por lo tanto, la integracion de fuentes
proteicas alternativas a la harina de pescado es fundamental para
garantizar la sostenibilidad econdémica y ambiental de la industria
(Jabir et al., 2012; Kirimi et al., 2016). Para mitigar la problematica
asociada al uso de harina de pescado y maximizar el rendimiento de los
alimentos acuicolas, se ha explorado el uso de aditivos o ingredientes
integrados en la dieta en pequefias cantidades, como estrategia de
mejorar la eficiencia nutricional y promover el crecimiento de los peces
(Alemayehu et al., 2018). Entre las soluciones mas innovadoras se
encuentran el uso de ingredientes unicelulares.

La biomasa microbiana se refiere a un conjunto de microrganis-
mos que incluyen bacterias, microalgas y levaduras, organismos que
son actualmente producidos utilizando diferentes sustratos novedosos,
como desechos agricolas y efluentes de industrias alimentarias (Gam-
boa-Delgado et al., 2017). Los resultados de la incorporacion de bioma-
sa microbiana en la alimentacion de especies acuicolas indican que en
especies tales como salmon, Salmo salar (Romarheim et al., 2011), ca-
maron tigre, Penaeus monodon (Glencross et al. 2014) y trucha, Oncor-
hynchus mykiss (Teimouri et al., 2013), se mejoran los parametros de
crecimiento debido al alto contenido proteico de los microorganismos
(65-82%). Adicionalmente, muchas especies de microorganismos con-
tienen perfiles de aminoacidos esenciales ideales, ademas de aportar
acidos grasos, vitaminas y minerales, demostrado asi un gran potencial
al mejorar la salud y el rendimiento en organismos acuaticos, sin em-
bargo, la informacion acerca del papel protector ante la presencia de
xenobi6ticos es limitada (Xu et al., 2021).

La espirulina Arthrospira platensis es una cianobacteria filamento-
sa, que habita en aguas tropicales y salinas con un pH alcalino (9.5).
Ha sido utilizada en dietas acuicolas como fuente alterna de proteina
y como ingrediente funcional debido a su buen contenido de macro y
micronutrientes (hierro, vitamina B121 [3-caroteno, clorofila, ficocianina y
antioxidantes) (Pakravan et al., 2017; Plaza et al., 2018; Darwish et al.,
2020). Su contenido proteico oscila entre el 60 y 70% (Macias-Sancho
etal., 2014) y el contenido de amino&cidos esenciales representa hasta
el 47% de la proteina total (Soni et al., 2017). La espirulina A. platensis
se utiliza como fuente proteica para la alimentacion animal y se valoran
sus propiedades inmuno-protectoras, que reducen la susceptibilidad
a los efectos nocivos de los contaminantes ambientales (Diniz et al.,
2024), ademas de modular la respuesta inmune (Abdel-Tawwab & Ah-
mad, 2009).

Para validar la eficiencia de las fuentes proteicas en acuacultura,
se debe evaluar su eficiencia digestiva y aprovechamiento para el in-
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cremento de biomasa, ademas de la palatabilidad (Alves et al., 2020), la
digestibilidad aparente (Arriaga-Hernandez et al., 2021) y la asimilacion
de nutrientes por medio de diversos biomarcadores. El uso de isoto-
pos estables emerge como una técnica alternativa que aporta valiosa
informacion sobre el aprovechamiento de los nutrientes por diversos
ingredientes alternativos, que pueden apoyar la sustentabilidad de la
nutricion acuicola (Gamboa-Delgado, 2022). La técnica de determina-
ciones isotopicas en sistemas acuicolas permite generar informacion
relevante acerca de la utilizacion fisioldgica de los nutrientes aportados
por diversos ingredientes alternativos. La técnica también se utiliza
para explorar el flujo de nutrientes y energia en diversos ecosistemas
y la asimilacion proporcional de nutrientes especificos (tipicamente
carbono y nitrégeno dietario) presentes en diversos ingredientes y en
los tejidos de los consumidores (Garcia-Pérez et al., 2018). Winter et
al. (2019) reportaron cambios isotdpicos exponencial en organismos
acuaticos de rapido crecimiento, lo cual facilita su uso como trazadores
nutricionales.

Diversos investigadores han evaluado hiomarcadores enzimaticos
como la Glutation S-transferasa (GST), Fosfatasa Alcalina (ALP) y Carboxi-
lesterasa (CE) como indicadores sensibles de la magnitud de los efectos
toxicos inducidos por un xenobidtico (Aguilera-Gonzalez et al., 2015; Park
etal., 2020). Se propone que la adicion de ingredientes alternativos como
biomasa bacteriana y espirulina A. platensis, puede modular la respuesta
de estos biomarcadores enziméticos, al atenuar efectos toxicos. Aguile-
ra-Gonzalez et al. (2015) expusieron por medio de inyeccion intraperito-
neal una dosis controlada de un xenobiético, con la finalidad de provocar
cambios significativos en la actividad de enzimas hepaticas de detoxifi-
cacion sin causar mortalidad en los peces.

Con base en lo anterior, el objetivo del presente estudio fue evaluar
el efecto dietario de la sustitucion parcial de harina de pescado por bio-
masa bacteriana y espirulina (Arthrospira platensis) sobre parametros
de rendimiento, su digestion y asimilacion por medio de mediciones de
isotopos estables. Ademas, analizar la actividad enzimatica de la GST,
ALPy CE como indicadores de funcion hepatica ante la presencia de un
xenobidtico (diésel).

MATERIALES Y METODOS
Diseio experimental y condiciones del bioensayo

Para el estudio se usaron 320 alevines de tilapia del Nilo con un peso
inicial de 0.8+ 0.05 g. Los peces fueron seleccionados a partir de un
lote de alevines obtenido de una unidad de produccion acuicola en La
Antigua, Veracruz, México. Los peces se transportaron al laboratorio de
produccion acuicola de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootec-
nia de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, donde se mantuvieron
durante cinco dias como un periodo de aclimatacién en acuarios de
cristal y un fotoperiodo natural de 12-12 horas luz-oscuridad. Durante
la aclimatacion y bioensayo se mantuvieron los siguientes parametros
de calidad del agua: temperatura: 28 + 2°C; pH: 8.4 + 0.2; nitrdgeno
amoniacal: 0.09 + 0.04 mg L; el nitrito se mantuvo en niveles inferio-
res a su deteccion, y los valores de nitrato fueron de 10.5 = 0.04 mg
L-". El bioensayo de alimentacion se dispuso como un disefio comple-
tamente aleatorio en el cual los alevines se distribuyeron a razén de 16
organismos por acuario (con una capacidad de 120 L), configurando 4
replicados por tratamiento.

Hidrobiol6gica
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Dietas Experimentales

Durante la aclimatacion, los peces fueron alimentados con una dieta
comercial (NutriPec, Purina® con 44% de proteina cruda y 15% de
lipidos), cuya composicion bromatoldgica e isotopica se determin6 pre-
vio a su uso mediante procedimientos estandarizados (método Kjeldahl
960.52 para proteina, método 920.39 para grasa utilizando un extractor
tipo Soxhlet, método 942.05 para cenizas [AOAC, 2006] y analisis isoto-
pico de nitrdgeno como se describe en Gamboa-Delgado et al. [2020]).
Esta dieta de aclimatacion permitid establecer un valor isotopico inicial
(basal) en el misculo de todos los organismos antes de que las dietas
experimentales fueran diversificadas.

Para el estudio se formularon y prepararon cinco dietas experi-
mentales (Tabla 1), en las que se us6 como fuentes de proteina harina
de pescado ([HP] sardina Monterrey), harina de espirulina, A. platensis
([AP], con 63% proteina) y una biomasa bacteriana comercial, ProFloc™
— Nutrinsic Inc. ([BB], con 68% proteina). Las cinco dietas fueron iso-ni-
trogenadas (40.5% de proteina cruda) e iso-energéticas (4.9 kcal/g) y
correspondieron a los cinco tratamientos aplicados (Tabla 2). La dieta
control contenia solo harina de pescado (100HP) como fuente de nitro-
geno. A cuatro dietas mas se les incluy6 3 y 6% de harina de espirulina
A. platensis (97HP:3AP; 94HP:6AP), 0 3 y 6% de biomasa bacteriana
(97HP:3BB; 94HP:6BB), estimando en funcion del nitrdgeno disponible
(Tabla 2). A partir del inicio del bioensayo, se sustituyd la dieta comer-
cial por las experimentales, las cuales se proporcionaron ad libitum
tres veces al dia (9:00, 13:00 y 17:00 h). El alimento no consumido y
las heces se retiraron diariamente de las unidades experimentales, en
la mafana, antes de la primera alimentacion.

Parametros de crecimiento y recoleccion de muestras

Al final del periodo experimental de 28 dias, se determin6 el peso individual
de los peces utilizando una balanza analitica (A&D Company®, modelo: Fx-
2000i), con capacidad maxima de 2200 g y division minima de 0.01 g.
Previo al pesado de los peces, se eliminé parte de la humedad con una tela
absorbente. Los parametros de rendimiento fueron medidos siguiendo mé-
todos reportados previamente (Garcia-Pérez et al., 2022), con la finalidad
de determinar los efectos de la incorporacion de los ingredientes.

Para determinar los cambios isotdpicos promovidos por las diferen-
tes dietas en el tejido muscular de los peces, se realizaron muestreos de
tejido muscular en los dias experimentales 0, 3, 7, 14, 21 y 28. En cada
muestreo se tomad un pez por réplica y se sacrifico mediante inmersion en
agua con hielo, para posteriormente diseccionar y obtener el tejido mus-
cular siguiendo la metodologia utilizada por Garcia-Pérez et al. (2018).
En el dia final del bioensayo, todos los peces fueron sacrificados de la
forma previamente descrita. Posteriormente, se disectaron los peces a
fin de extraer el masculo lateral y finalmente muestras de masculo, in-
gredientes proteicos y dietas experimentales, fueron deshidratadas a 60
°C durante 24 h, en un horno de conveccion. Las muestras se sometieron
a molienda con un mortero y pistilo y se almacenaron en un desecador,
hasta su pretratamiento para el analisis de isotopos estables.

Analisis elemental y analisis de isétopos estables

Las dietas, ingredientes proteicos y muestras de musculo previamente
secas y molidas fueron pesadas (1.0 = 0.1 mg) y se empaquetaron
individualmente en microcapsulas de estafio, las cuales a su vez se
colocaron en microplacas de 96 pocillos. Los analisis isotopicos se
realizaron en la Stable Isotope Facility de la Universidad de California
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(Davis, CA, USA), siguiendo el método descrito por Garcia-Pérez et
al. (2018). Los valores isotopicos fueron estimados a partir del valor
estandar del valor isotdpico (8'°N) del material de referencia (nitrégeno
atmosférico) y los resultados fueron expresados en notacion delta (3),
definida como partes por mil (%o).

Estimacion de la contribucién nutrimental y tiempo de residencia
de nitrégeno

Las contribuciones proporcionales del nitrégeno dietario al crecimiento
de los peces se estimaron a partir de los valores isotpicos analizados,
utilizando un modelo de mezclado isotopico para dos fuentes nutriciona-
les y un isétopo (Phillips & Gregg, 2001). EI modelo considera las diferen-
cias isotdpicas entre las fuentes dietarias (harina de pescado y fuentes
microbianas) y el consumidor (en este estudio representado por el tejido
muscular de los peces), asi como el tamafio de la muestra y la variabi-
lidad isotdpica entre muestras. Los cambios isotopicos provocados por
las dietas experimentales se registraron durante el bioensayo y al final
se calcularon los factores de discriminacion isotopica, definidos como
las diferencias en los valores isotopicos entre los consumidores y sus
respectivas dietas después de alcanzar un equilibrio isotopico [A™N].

Los valores isotopicos determinados en peces alimentados con la
dieta consistente en harina de pescado como Unica fuente de proteina
fueron tomados como valores isotopicos de referencia en el modelo
de mezclado isotopico. Dado que no se manufacturaron dietas con-
tiendo solamente biomasa bacteriana o espirulina de A. platensis, se
consideraron como valores de discriminacion isotopica los resultados
obtenidos previamente en laboratorio, teniendo en cuenta los requisi-
tos de aplicacion asociados al uso de modelos de mezclado isotdpico,
tales como la verificacion de valores isotopicos contrastantes en los
ingredientes y el alcance de un equilibrio isotopico entre consumidores
y dietas.

Los valores isotdpicos registrados a los diferentes tiempos se in-
tegraron a un modelo exponencial de cambio (Eq. 1, Hesslein et al.,
1993) el cual permitio diferenciar los cambios isotopicos causados por
el crecimiento (K) y la tasa de recambio metabdlica (m).

‘muestra” (Eq 1 )

Donde C, ..., s el valor isotopico en el tejido del pez en determinado
tiempo £, es el valor isotopico del tejido del organismo consumidor al
estar en C° equilibrio con la dieta inicial (dieta de aclimatacion del
presente estudio), y C" es el valor isotdpico alcanzado cuando el pez esté
en equilibrio con la nueva dieta (dietas experimentales en el presente
estudio).

C, = C,+(C,-C )"

Tabla 1. Andlisis proximales de las fuentes de proteina utilizadas para la
elaboracion de las dietas experimentales.

Harina de pescado  Arthrospira Biomasa
Ingredientes (Alimentos platensis bacteriana
Costamar®) (Agrovitae®)  (ProFloc™)
Materia Seca (%) 92.11 92.27 74.64
Proteina (%/BS) 68.28 63.95 68.64
Lipidos (%) 8.15 1.05 10.26
Cenizas 15.64 9.19 21.3
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La constante de crecimiento, representada por k, se obtuvo ajus-
tando un modelo de crecimiento exponencial a los datos de peso ob-
servado, k= log (peso final/ peso inicial) / tiempo (dias), mientras el
parametro m se estimé mediante regresion no-lineal iterativa. Una vez
estimados los dos ultimos coeficientes, fue posible estimar el periodo
de tiempo necesario para que la mitad del nitrdgeno sea remplazado
en el tejido muscular (t,, 6 tiempo medio, Eq 2; MacAvoy et al., 2005)

t,=in2/m+k  (Eq.2)
Evaluacion de biomarcadores enzimaticos

Con el proposito de evaluar el efecto de las dietas experimentales
adicionadas con 3 y 6% de espirulina o biomasa bacteriana, y de la
dieta control de harina de pescado, a la exposicion a un xenobidtico de
tipo hidrocarburo (diésel) en los peces del presente estudio, al finalizar
el periodo de alimentacion, se seleccionaron aleatoriamente 20 peces
de cada tratamiento, de los cuales a 10 se les aplicé una inyeccion

Xochipa Hernandez L. et al.

intraperitoneal de diésel (variante 305-82 PEMEX) disuelto previamente
en aceite vegetal puro de soya a una dosis no letal de 50 ug/kg (trata-
miento D). Otros 10 peces de cada tratamiento fueron inyectados con
aceite vegetal puro de soya sin diésel (tratamiento A) los cuales fungieron
como tratamiento control. Se utilizaron jeringas nuevas por cada pez du-
rante la aplicacion. La dosis aplicada del xenobidtico en el presente estu-
dio, asi como el método y el periodo de exposicion fueron establecidos de
acuerdo con lo reportado por Aguilera-Gonzalez et al. (2015).

Los procedimientos realizados fueron aprobados por el Comité de
Bioética y Bienestar Animal de la FMVZ-UANL nimero de folio: 36/2022.

Preparacion de muestras y analisis de actividad enzimatica

En el presente estudio se determinaron los niveles de actividad de en-
zimas hepaticas (CE, GST y ALP), cominmente utilizadas como biomar-
cadores de estrés por exposicion a xenobiéticos (Al-Ghais et al., 2000;
Napierska et al., 2006; Nandurkar, 2017).

Tabla 2. Formulacion nutrimental (g/1000 g de dieta) de cinco dietas experimentales para la tilapia del Nilo utilizadas para evaluar la contribucion
de nutrientes suplementados por la harina de pescado (HP), Arthrospira platensis (AP) y biomasa bacteriana (BB) para el crecimiento de los peces.
Ademas, se incluye la composicion proximal y valor isotdpico de cada una de las dietas.

Dieta (g/kg) Control 97HP:3AP 94HP:6AP 97HP:3BB 94HP:6BB
HP, sardina? 615 605 580 600 590
Fécula de maiz® 286 267 281 250 258
Aceite de pescado® 95 105 100 110 100
Arthrospira platensis® 0 18 35 0 0
Biomasa bacteriana (ProFloc™)® 0 0 0 16 28
Celulosa’ 0 1 0 20 20
CMCe 10 10 10 10 10
Premezcla de vitaminas" 2 2 2 2 2
Premezcla de minerales” 2 2 2 2 2
Analisis proximal e isotopica
Proteina cruda (%) 39.0 + 0.01 41.2+0.16 421 + 1.4 38.0+2.19 42.9 +0.80
Lipidos (%) 149 +0.31 16.2 +0.23 15.4 +0.03 16.1£0.16 15.3+0.03
Fibra cruda (%) 6.6 +0.89 8.3+1.56 7.2+0.26 7.3+0.13 6.9 +0.04
Cenizas (%) 9.0+0.14 10.2 + 0.91 10.7 £ 0.23 11.2 +1.83 9.2+0.34
8"N (%o) 16.5 + 0.22 15.1 +0.30 15.7 +0.17 15.6 = 0.25 16.0 = 0.19

sAlimentos Costamar (Sonora, México); Maizena, “Unilever (Londres, Reino Unido); *NutroTM (Madrid, Espafia); *Agrovitae0 UANL (Monterrey, N.L, México); eNutrin-
sic Corporation (Glendale, CO, USA); 'Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA); “Carboximetilcelulosa, "Composicion de la premezcla de vitaminas: retinol, 4,000 IU/g;
tiamina, 24 g/kg; riboflavina, 16 g/kg; DL Ca pantotenato, 30 g/kg; piridoxina, 30 g/kg; cianocobalamina, 80 mg/kg; ascorbico acido, 60 g/kg; menadione, 16 g/kg;
colecalciferol, 3,200 IU/g; tocoferol, 60 g/kg; biotina, 400 mg/kg; niacina, 20 mg/kg; folico &cido, 4 g/kg.d Composicion de la premezcla de minerales: Co, 2 g/kg;

Mn, 16 g/kg; Zn, 40 g/kg; Cu, 20 g/kg; Fe, 1 mg/kg; Se, 100 mg/kg; I, 2 g/kg.
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Después de la exposicion, los peces se mantuvieron vivos en sus
respectivos acuarios durante 24 horas. Posteriormente fueron sacrifi-
cados por hipotermia y se recolectaron muestras de higado de cada
pez las cuales se almacenaron en ultracongelacion a -70°C para su
posterior analisis de actividad enzimatica.

Para obtener los extractos enzimaticos, las muestras de higado
fueron homogenizadas en agua bidestilada en una proporcién 1:10
(peso de muestra: volumen agua) utilizando un mortero en frio (4°C)
durante 4 minutos. Las muestras homogenizadas fueron centrifuga-
das a 2,000 g durante 15 minutos en una centrifuga con control de
temperatura (4°C). El sobrenadante fue separado de la capa superior
de lipidos y del precipitado y fue almacenado en alicuotas de 0.1 mL
en tubos criogénicos a ultracongelacion (-70°C) para su uso posterior
como extractos enzimaticos.

La concentracion de proteina en los extractos enzimaticos fue de-
terminada mediante el método de Bradford, utilizando suero de albimi-
na bovina (BSA) como proteina estandar (Bradford, 1976). La actividad
de CE se determind en microplacas segun la metodologia descrita por
Aguilera-Gonzalez et al. (2015). La mezcla de reaccion consistio en
200 pL de buffer tris-HCI 50 mM (pH 7,1), 10 pL de extracto y 100 pL
de 4 nitrofenilo acetato 2 mM como sustrato para iniciar la reaccion.
La absorbancia se registrd inmediatamente a 405 nm y durante un
lapso de 10 minutos a intervalos de 120 segundos, en un lector de
microplacas EPOCH (Biotek, Vermont, EE. UU.). Para cada muestra se
realizaron tres réplicas analiticas; en los controles se reemplazo la
muestra por buffer. Se verifico la linealidad de la reaccion, y la actividad
enzimatica se expres como pmol min™' mg de proteina™, utilizando un
coeficiente de extincion molar de p-nitrofenol de 18,5 mM" cm-'.

La actividad de ALP se determind en microplacas utilizando fosfato
de 4-nitrofenilo como sustrato (Mazorra et al., 2002). Para la reaccion
se agregaron 200 pL de buffer dietanolamina (1.0 M) con MgCl, 50 mM
(pH 9.8), luego se agregaron 10 pL del extracto enzimatico y 10 pL del
sustrato a una concentracion final de 0.4 mM. Se realizaron lecturas de
absorbancia a 405 nm, con las mismas condiciones que las realizadas
para la medicion de CE. La actividad enzimatica se expresé como pmol
min"' mg de proteina utilizando para el coeficiente de extincion molar
de 4-nitrofenilo de 18,5 mM-" cm-.

La actividad GST se determind mediante método adaptado a mi-
croplacas (Barriga-Vallejo et al., 2017). Para la reaccion se agregd un
volumen de 300 pL de mezcla de sustrato conteniendo L-glutation
reducido (200 mM) y 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB; 100 mM) en
solucion salina de buffer de fosfatos Dulbecco (2.7 mM KCI, 1.5 mM
KH,PO,, 136.9 mM NaCl y 8.9 mM Na,HPO,*7H,0, pH 7.2) y 10 pL
de extracto enzimatico para iniciar la reaccion. Inmediatamente se re-
gistro la absorbancia a 340 nm cada minuto durante un periodo de
10 minutos. La actividad de GST se expresd como pmol min”' mg de
proteina™, utilizando un coeficiente de extincion molar de 5.3 mM-' cm'
para CDNB.

Analisis estadistico

Una vez confirmada la distribuciéon normal de los datos y la homoce-
dasticidad, los parametros de produccion y las diferentes actividades
enzimaticas (CaE, ALP y GST) obtenidas a partir de cada tratamiento se
compararon mediante pruebas ANOVA de una via. En caso de deteccion
de diferencias significativas, estas fueron identificadas mediante prue-
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bas de comparaciones multiple de medias (Tukey). Las proporciones
esperadas de nitrégeno dietario (es decir, las establecidas mediante
la formulacion en las diferentes dietas) y las proporciones respectivas
de nutrientes realmente asimiladas (proporciones observadas) en el
tejido muscular del organismo consumidor, se compararon mediante
pruebas de bondad de ajuste Chi-cuadrada (X?). Los tiempos medios de
residencia elemental en el tejido muscular (valores £, ) se compararon
mediante pruebas no paramétricas Kruskal-Wallis. Todas las pruebas
estadisticas se realizaron con el software SPSS 17.0 (SPSS Inc.) a un
nivel de significancia de p <0.05.

RESULTADOS
Parametros de crecimiento

Al final del experimento se observo que la supervivencia de los orga-
nismos sometidos a los diferentes tratamientos fue superior al 96%.
El peso final (17.5 a 18.5 @) y la ganancia de peso (2084 a 2165%) de
los peces fue estadisticamente similar (P>0.05) entre los tratamientos.
Aunque no se encontraron diferencias significativas entre los parame-
tros de rendimiento de los diferentes tratamientos, se pudo observar
que los peces alimentados con la dieta 97HP:3AP tuvieron un promedio
mayor en la ganancia de peso, mientras que los pertenecientes a la
dieta 94HP:6BB promediaron el menor peso de todos los tratamientos
(Tabla 3).

Estimacion de la contribucién nutrimental y tiempo de residencia
de nitrogeno

Debido a la influencia isotépica de la dieta de acondicionamiento, se
establecid un valor isotopico basal de §'°N = 10.4 %o en el organismo
completo. Después del inicio del experimento y una vez que las die-
tas se diversificaron, se observd que los valores isotopicos en musculo
experimentaron un rapido cambio exponencial, indicando una rapida
asimilacion de nutrientes en el tejido del pez, a su vez provocada por
las dietas experimentales (Fig.1). Los valores 8N de la biomasa bac-
teriana y la espirulina A. plantensis fueron 4.89 + 0.05 y 3.69 + 0.04
%o respectivamente, mientras que para la harina de pescado fue de
8N = 16.50 = 0.20 %o. La diferencia isotdpica entre los principa-
les ingredientes facilitd la estimacion de sus contribuciones dietarias.
Para el dia experimental 16, se observé un equilibrio isotdpico entre
la harina de pescado (dieta 100HP) y el tejido muscular de los peces
que consumieron esta dieta. Los resultados mostrados en la Tabla 5
indican que existi6 una mejor asimilacion de nitroégeno derivado de la
biomasa bacteriana ProFloc™ (BB) al implementar una inclusion dieta-
ria del 3% comparado con el 6%. Por otro lado, las contribuciones de
nitrdgeno por A. platensis (AP) mostraron una asimilacion inferior a las
establecidas en las formulaciones de las dietas. La integracion de los
valores isotdpicos en el modelo de cambio exponencial indicé que el
crecimiento (k) fue el componente principal que promovié el cambio
isotdpico en el organismo consumidor (74-86%), en contraste con la
influencia isotopica causada por la tasa de recambio metabdlico (m) del
nitrdgeno en tejido muscular, la cual contribuyé en menor proporcion al
cambio isotdpico (14-26%). Utilizando los valores de ky m, fue posible
estimar el tiempo medio (¢,) de residencia de nitrégeno en tejido y se
encontr6 que estos ., oscilaron entre 4.9 a 5.7 dias, observandose
una ligera tendencia a aumentar en los tratamientos con BB y con el
alimento control (Tabla 4).
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Tabla 3. Parametros zootécnicos de la tilapia del Nilo alimentados con los diferentes tratamientos.

Dieta experimental ~ Peso final () Ganancia de peso (g)

Tasa de crecimiento (%)

Tasa de conversion . .
Sobrevivencia (%)

alimenticia
100HP 17.7 £ 1.56 16.9 +1.55 2085 + 148 1.06 +0.12 1000
97HP:3AP 18.2 +0.86 17.4 = 0.86 2151 =121 1.13+0.20 100+ 0
94HP:6AP 17.5+3.82 16.7 £ 3.83 2077 + 490 1.27 £0.19 1000
97HP:3BB 18.1+£0.76 17.3+0.76 2165+ 87 1.03+0.12 100+ 0
94HP:6BB 17.5+£0.83 16.7 £ 0.82 2084 + 97 1.21 £0.14 975+25
Sig. 0.961 0.958 0.915 0.767 0.382

Los datos presentados son el promedio + desviacion estandar.

Biomarcadores enzimaticos

El analisis estadistico reveld diferencias en los valores de actividad he-
patica de CE. Los peces expuestos a diésel (D) correspondientes a las
dietas 100HP, 97HP:3AP, 97HP:3BB y 94HP:6BB presentaron valores de
actividad CE significativamente mas altos (p <0.05) en comparacion
con los peces del grupo control (A) de la misma dieta. Sin embargo,
esta diferencia no se observo entre los peces alimentados con la dieta
94HP:6AP, donde ambos grupos (A y D) mostraron valores similares
(Fig. 2). Los valores de actividad CE de peces sin exposicion a diésel
fueron ligeramente mayores en las dietas 94HP:6AP y 94HP:6BB.

La actividad GST tuvo valores similares entre dietas en los peces
sin exposicion a diésel. En los peces con exposicion a diésel la actividad
de GST, correspondientes a las dietas 100HP, 97HP:3AP y 94HP:6AP
presentaron valores de actividad GST significativamente mayores (p
<0.05) con respecto a los peces sin exposicion al hidrocarburo de la

85N(00)

misma dieta, mientras que al comparar entre tratamientos (A y D) co-
rrespondientes a las dietas 97HP:3BB y 94HP:6BB no se presentaron
diferencias estadisticas de actividad GST (Fig. 3).

La actividad de la ALP fue significativamente mayor (p <0.05) en los
peces expuestos a diésel y en los alimentados con la dieta 97HP:3AP
(Fig. 4). En los peces sin exposicion a diésel, la actividad ALP fue mayor
en la dieta 100HP (p <0.05).

DISCUSION
Parametros de crecimiento y desempeiio dietario

Al final del periodo de alimentacion, no se encontraron diferencias sig-
nificativas (p< 0.05) en los parametros de crecimiento evaluados en
los peces que consumieron las diferentes dietas experimentales. Sin
embargo, se pudo observar una pequefia mejora en peso final, GP y

NITROGENO

A5N=2.68 %y

Harina de pescado

Control

Dieta 97HP:3AP
Dieta 94HP:6AP
Dieta 97HP:3BB
Dieta 94HP:6BB

¢imre

Arthrospira platensis

15 20 25 30
DiAS

Figura 1. Cambios en los valores isotopicos de nitrégeno (%o) determinados en tejido muscular de tilapias alimentadas con dietas experimentales formuladas con
harina de pescado (HP) y adicionadas con Arthospira platensis (AP) y biomasa bacteriana (BB). Las lineas de tendencia exponencial representan el cambio isotopico
en musculo en los diferentes dias de muestreo y las lineas punteadas horizontales representan los valores isotdpicos de los ingredientes experimentales.

Hidrobiol6gica



Efecto dietario de biomasa microbiana en tilapia

123

Tabla 4. Tasas de crecimiento (K), tasas estimadas de recambio metabalico (m) y tiempo medio de residencia (£, ) del nitrogeno en tejido muscular
de tilapia (Oreochromis niloticus) alimentadas con diferentes dietas formuladas con harina de pescado (HP), Arthospira platensis (AP) y biomasa

bacteriana, ProFlocTM (BB).

Tratamiento k(d7) m(d7)*
Control 0.1029=+ 0.006 0.017
97HP:3AP 0.1038+ 0.003 0.037
94HP:6AP 0.1029=+ 0.008 0.019
97HP:3BB 0.1039+ 0.003 0.023
94HP:6BB 0.1028+ 0.006 0.021

kvs m (%) t,(d r?
86-14 5.7 95
74-26 49 98
84-16 5.6 97
82-18 5.4 98
83-17 55 98

*El valor m fue estimado por regresion iterativa no lineal mediante la ecuacion de Hesslein y a partir de los valores isotopicos observados en el
tiempo. Dentro de cada division se indica el valor “r” correspondiente al ajuste de los valores observados con aquellos predichos por el modelo.

TC en los organismos alimentados con las dietas que contenian 3% en
comparacion al 6% de las fuentes microbianas. Lo anterior es consis-
tente con lo reportado por Plaza et al. (2018), quienes al incluir 1% de
A. plantensis a la dieta de tilapia del Nilo no observaron diferencias en
la GP ni TCA. Por otro lado, estudios realizados con Lobina europea (Di-
centrarchus labrax) donde utilizaron tres tipos de proteinas unicelulares
(bacterias, levaduras y algas), con niveles de inclusion de 12,15y 18%,
se observé que niveles con menor inclusion mejoraban los parame-
tros de rendimiento, aunque no de manera significativa (Vasilaki et al.,

2023). Por su parte, Gamboa-Delgado et al. (2020) utilizaron una bio-
masa de Arthrospira y harina bacteriana (ProFloc™) a una inclusion de
4% en alimento para camaron blanco Litopenaeus vannamei, en donde
no se encontraron diferencias significativas al ser comparadas con las
dietas control. Segun Gamboa-Delgado & Méarquez-Reyes (2018), el
buen perfil nutricional de ambas fuentes microbianas, comparables al
de la harina de pescado, podria explicar por qué las inclusiones de 3
a 6% no comprometen los parametros de rendimiento, tanto en este
estudio como investigaciones anteriores.
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Figura 2. Actividad enzimatica Carboxilesterasa (CE) determinada en higado de tilapias del Nilo 0. niloticus alimentadas con las diferentes dietas experimentales por
28 dias y expuestas a una aplicacion de diésel (D) y aceite (A). Diferentes letras indican diferencias significativas entre los tratamientos.
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Figura 3. Actividad enzimatica de Glutation S-transferasa (GST) aislada del higado de los peces 0. niloticus alimentados con las diferentes dietas experimentales por
28 dias y la posterior aplicacion de diésel (D) y aceite (A). diferentes letras indican diferencias significativas entre los tratamientos con una comparacion mdltiple de

medias Tukey (p <0.05)

Tabla 5. Proporciones relativas de nitrégeno dietario asimilado en la
tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) sometida a diferentes tratamien-
tos. Las proporciones de N en las dietas se consideran como propor-
ciones esperadas Yy las obtenidas en tejido muscular se consideran las
proporciones observadas. HP: harina de pescado, AP: Arthrospira pla-
tensis, BB: biomasa bacteriana.

o Opossne NGO i
musculo (%)

97HP:3AP HP gre 98.75 = 0.46°
Ap 3 1.24 = 0.46

94HP:6AP HP 94+ 95.86 +0.46°
AP 6 414 +0.46

97HP:3BM HP 97° 98.14 = 0.472
BB 3 1.85+0.47

94HP:6BM HP 947 99.15 + 0.47°
BB 6 0.85 +0.47

*Los superindices indican diferencias significativas (pruebas de Chi-cuadrada)
entre las contribuciones esperadas (dieta) y observadas (tejido) de nitrégeno
dietético a partir de biomasa microbiana.

Estimacion de la contribucion nutrimental y tiempo de residencia
del nitrégeno

El rapido crecimiento mostrado por los juveniles de esta especie de pez
derivd en que los valores isotdpicos de las dietas se reflejaran rapida-
mente en el tejido muscular. Los cambios isotdpicos causados por los
diferentes tratamientos siguieron una tendencia exponencial similar en
el tiempo, la cual fue explicada por la influencia isotdpica predominante
del alto nivel de harina de pescado y a la baja inclusion de ingredientes
aditivos experimentales en las cuatro dietas combinadas. La evaluacion
de las dinamicas isotopicas en ingredientes, dietas y tejido muscular
permitid estimar la asimilacion de los ingredientes experimentales e
inferir acerca de dos parametros metabdlicos de los peces. En el primer
caso, se estimo que, el crecimiento somatico (y no la tasa de recambio
metabdlica) fue el principal promotor de cambio isotopico. En estudios
previos sobre peces, se ha encontrado que las dietas restringidas en
nutrientes provocan menor crecimiento, sin embargo, los cambios iso-
topicos continian en los respectivos tejidos en virtud de las tasas de
recambio metabdlicas (mayor influencia de m que de k) (Ankjeerg et al.,
2012; Conceicdo et al., 2001). Una segunda inferencia en el presente
estudio fue que el tiempo medio de residencia del nitrégeno en musculo
se mantuvo en el rango de 4.9 a 5.7 dias.

La dieta control, cuyo contenido era 100HP como fuente de protei-
na, promovio un £ mayor al causado por el resto de los tratamientos.
Esto se puede atribuir a que la harina de pescado presenta mayor di-
gestibilidad y el perfil de aminoacidos es adecuado para la tilapia del
Nilo, por lo tanto, promueve un rapido crecimiento.

Hidrobiol6gica
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Zhou & Gu (2020) aplicaron las mismas técnicas isotopicas en tilapias
de similar talla y reportaron vidas medias mas cortas para el nitrégeno,
las cuales fueron causadas por una mayor duracion del experimento
(56 dias), y al igual que en el presente estudio, tales valores fueron
también fomentados por dietas que promovieron parametros de cre-
cimiento 6ptimos. El £ observado en el presente estudio en los peces
bajo el efecto de las dietas experimentales se puede deber a que existe
una rapida ingestion, digestion, calidad proteica y asimilacion de los
nutrientes (Gamboa-Delgado et al., 2020). Tales valores fueron consis-
tentes a los reportados por Garcia-Pérez et al. (2022) en un estudio
con juveniles de tilapia del Nilo alimentadas con dietas formuladas con
harina de pescado y harina de insectos, las cuales causaron tiempos
medios de residencia de 4.7 a 6.2 dias.

En peces que se encuentran en condiciones que promueven un
rapido crecimiento (k), el principal factor causante del cambio isotd-
pico es la obtencion de masa muscular (Garcia-Pérez et al., 2022);
en segundo término, se encuentran las tasas de recambio metabélico
(m). En el presente estudio, no se detectaron diferencias significativas
entre los valores ky m, sin embargo, la dieta que aporté 3% de A.
platensis incremento la tasa de recambio metabélica en musculo, lo
cual pudo deberse a un efecto estimulante provocado por la biomasa
de esta cianobacteria, lo cual no se observo bajo el efecto del resto de
tratamientos. En el caso opuesto, cuando se obtienen valores k mucho
mayores a m, se puede atribuir a una combinacién de mayores tasas
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de crecimiento y una menor proporcion de energia siendo utilizada por
el metabolismo (Barreto-Curiel et al., 2018).

Aunque no se pudieron observar diferencias significativas entre
los valores de discriminacion entre tratamientos, se conoce que los
cambios se deben a las diferentes vias metabdlicas que siguen los
componentes nutricionales y sus respectivos is6topos (Therrien et al.,
2011). El factor de discriminacion isotdpica ha sido propuesto como un
indicador que ayuda a conocer la calidad nutricional de las dietas, ya
que menores valores se han asociado a mejor calidad/cantidad de pro-
teina (Gamboa-Delgado & Le Vay, 2009; Barreto-Curiel et al., 2018). La
literatura reporta que en la mayoria de los organismos el AN aumenta
entre 2.5 — 3.5 %o a medida que va subiendo el nivel tréfico (Therrien et
al., 2011). También se conoce que factores como la baja digestibilidad,
cantidad inadecuada de proteinas y aminodcidos de las dietas puede
aumentar el factor de discriminacion (Barreto-Curiel et al., 2018).

Al analizar los resultados de las contribuciones nutricionales al
crecimiento de la tilapia del Nilo alimentada con las diferentes dietas
experimentales, se observo que las proporciones de nutrientes dispo-
nibles en las dietas fueron similares. Esto permiti inferir que existio
una transferencia equivalente de nitrdgeno (aminoacidos y proteinas)
provenientes de la dieta control (100HP) y los dos ingredientes aditivos
(AP y BB). Sin embargo, en la dieta 94HP:6BB la cantidad asimilada de
nitrégeno proveniente de la harina de pescado fue mayor (5% mas) que
la aportada por la BB.
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Figura 4. Actividad enzimatica de Fosfatasa Alcalina (ALP) aislada del higado de los peces 0. niloticus alimentados con las diferentes dietas experimentales por 28
dias y la posterior aplicacion de diésel (D) y aceite (A). diferentes letras indican diferencias significativas entre los tratamientos con una comparacién mdltiple de

medias Tukey (p <0.05)
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Investigaciones anteriores han reportado que en dietas para trucha
arco iris a base de espirulina se necesita suplementar metionina y lisina
(Teimouri et al., 2013), mientras que al incorporar una biomasa bacte-
riana existen hallazgos que demuestran una reduccion del crecimiento
en peces que reciben mayores proporciones de esta fuente debido a
problemas en la palatabilidad, disminucién de la absorcion de N y au-
mento de la excrecion de urea debido al alto contenido de nucledtidos
en la BB (Gamboa-Delgado & Marquez-Reyes, 2018). En el presente
estudio se pudo observar que la dieta 94HP:6AP promovié una mejor
proporcion de nitrégeno microbiano siendo incorporado en musculo.
También se observo que la inclusion con 6% AP generé un menor factor
de discriminacion entre las dietas y los peces, siendo que la AP contie-
ne alrededor del 47% de aminodcidos del peso total de la proteina (Soni
et al., 2017). En un estudio sobre alimentacion en camarén (L. vanna-
mei), Gamboa-Delgado et al. (2017) utilizaron una dietaformulada con
harina de pescado y harina de agregados bacterianos (50:50) derivados
de un cultivo de tilapia. Al final del estudio, se observé que, en el tejido
muscular de camarones, el 59% de los nutrientes provenia de la harina
de pescado y el 41% de los agregados bacterianos.

Biomarcadores enzimaticos

Los resultados del presente estudio indican que la exposicion a xeno-
bidticos como los hidrocarburos a una dosis no letal, incrementan la ac-
tividad de las enzimas hepaticas CE, GST y ALP, lo que concuerda con lo
observado en los estudios de Nogueira et al. (2013) y Aguilera-Gonzalez
etal. (2015). Segun Allocati et al. (2018) y Garcia-Pérez et al. (2020) es-
tas enzimas estan directamente relacionadas con la biotransformacion,
y la eliminacion de sustancias nocivas para la célula. Sin embargo, los
organismos alimentados con la dieta 94HP:6AP expuestos a diésel, no
presentaron incrementos significativos en la actividad de la CE y ALP.
Esto puede estar relacionado con el contenido de espirulina en la dieta,
la cual contiene carotenoides y fitopigmentos (ficobilinas, xantéfilas y
ficocianinas) que acttian como sustancias antioxidantes naturales, dis-
minuyendo el efecto oxidativo y el dafio hepatico (Mabrouk et al., 2022).

En la actividad de la GST, se pudo observar una reduccion signi-
ficativa en la expresion enzimatica de los peces expuestos a diésel y
alimentados con una menor cantidad de espirulina (252 VS 201 pmol/
min/mg proteina; 97HP:3AP y 94HP:6AP respectivamente). En lo que
respecta a los peces expuestos a diésel alimentados con biomasa
bacteriana, se encontrd una disminucion significativa en la actividad
de ALP y GST en comparacion a los organismos expuestos a diésel y
alimentados con la dieta control (100HP). Esto podria deberse al con-
tenido de ectonia, una proteina unicelular con efecto osmoprotector y
antioxidante, aminorando de esta forma el efecto oxidativo provocado
por la presencia de xenobioticos (Matassa et al., 2016).

Los resultados encontrados en el presente estudio indican que
la suplementacion con AP y BB no afecta de manera negativa en los
parametros de rendimiento. Ademas, ambos ingredientes de origen
microbiano influyeron positivamente al promover mejores tasas de cre-
cimiento, asi como altas tasas de recambio metabdlico, dando como
resultado menores tiempos medios de residencia de nitrgeno al com-
parar con el tratamiento control. En lo que respecta a la actividad de
biomarcadores enzimaticos, los resultados indican que la adicién de
los ingredientes alternativos puede proteger al organismo debido a su
interaccion antioxidante, sin embargo, se sugiere realizar estudios adi-
cionales que permitan confirmar este hecho.
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RESUMEN

Antecedentes: los posibles impactos del cambio climatico sobre el agua superficial en el noroeste del Estado
de México podrian afectar su cantidad y distribucion en un futuro préximo. Objetivo: cuantificar los recursos
hidricos superficiales de la zona de estudio y determinar su comportamiento hacia el afio 2050, considerando
la influencia del cambio climatico, brindaria herramientas que podrian ser utilizadas para su adecuada ges-
tion. Método: se elabor6 un balance hidrico superficial (BHS) para la época de sequia (de marzo a mayo) y la
época de lluvias (de junio a septiembre) utilizando formulas empiricas para cada uno de los procesos. Pos-
teriormente, se determind un escenario de cambio climatico contemplando la via representativa de concen-
tracion 8.5 (RCP, por sus siglas en inglés). Se realizd un tratamiento y ajuste de la informacion climatologica
empleando la metodologia de correccion de sesgos. Resultados: los valores iniciales del BHS para el periodo
de 1991 a 2020 muestran una precipitacion media de 115,98 mm en temporada de sequia y de 774,61 mm
en temporada de lluvias. Al incorporar el escenario de cambio climatico tratado con la reduccion de sesgos,
se proyectd el BHS al afio 2050, observandose una precipitacion media de 48,43 mm en época de secas y
de 282,70 en época de lluvias, asi como un incremento en la temperatura media de 3,6 °C. Conclusiones: El
posible impacto del cambio climatico sobre el agua superficial del noroeste del Estado de México afectaria a
las actividades humanas relacionadas con el agua, alterando la dinamica social de la poblacion.

Palabras clave: balance hidrico superficial; cambio climatico; Estado de México; RCP8.5.; reduccion de
$esgos.

ABSTRACT

Background: possible impacts of climate change on surface water in the northwest of the State of Mexico
could affect its quantity and distribution in the near future. Goal: to quantify surface water resources in
the study area and determine their behaviour towards the year 2050, considering the influence of climate
change, would provide tools that could be used for their proper management. Method: a surface water ba-
lance (SWB) was created for the dry season (March to May) and the rainy season (June to September) using
empirical formulas for each processes. Subsequently, a climate change scenario was determined using the
representative concentration pathway 8.5 (RCP). The climatological information was processed and adjusted
using the bias correction methodology. Results: The initial BHS values for the period 1991 to 2020 show an
average precipitation of 115.98 mm in the dry season and 774.61 mm in the wet season. By incorporating
the climate change scenario treated with bias reduction, the BHS was projected to 2050, showing an average
precipitation of 48.43 mm in dry season and 282.70 in wet season, as well as an increase in average tem-
perature by 3.6 °C. Conclusions: The potential impact of climate change on surface water in northwestern
Mexico State could affect water-related human activities, altering the social dynamics of the population.

Key words: bias reduction; climate change; RCP8.5.; State of Mexico; surface water balance.
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INTRODUCCION

La conducta humana tiene un impacto significativo sobre la atmds-
fera, relacionado con el cambio climatico, (Figueras-Borja & Torrents,
2022). Dicho fendmeno genera riesgos para el ciclo hidroldgico, al-
terando la intensidad y frecuencia de eventos meteoroldgicos ex-
tremos y aumentando la escasez hidrica (Pozo-Valdivieso, 2024).

Esta situacion resulta alarmante, ya que el agua es crucial para la
dindmica social y econdmica de las comunidades, donde actividades
en sectores como la industria, la agricultura, la ganaderia y el turismo
han buscado maximizar el uso de este recurso en las Gltimas décadas.
Sin embargo, el crecimiento poblacional exponencial y un modelo de
produccion y consumo insostenible han disminuido su disponibilidad,
especialmente en fuentes superficiales afectando asi, la calidad de vida
de las personas (Godinez-Montoya et al., 2021).

Bajo este contexto, surge la incertidumbre sobre el impacto del
cambio climatico en el agua de México, particularmente en el Estado
de México (Fig. 1). De acuerdo con informacion de la Subdireccion Ge-
neral Técnica de la Comision Nacional del Agua (EDOMEX, 2018), de
los 160 sitios evaluados en el afio 2017, el 65% estaba fuertemente
contaminado, el 18.1% tenia calidad aceptable y solo el 17% era de
buena calidad, sin registros de calidad excelente; presentando un es-
tatus de “déficit”, con una sobreexplotacion de sus acuiferos que ha
alcanzado los 20.167 m3/s desde el 2005 (Delgado, 2007), esta cifra
ha aumentado debido a una distribucion desigual y a la mala gestion
territorial, altos niveles de contaminacion y falta de mantenimiento en
la infraestructura hidrica (Luna-Lopez et al., 2020).

Pérez-Luna M. A. y Sosa-Rodriguez F. S.

Este panorama afecta principalmente a los municipios mas vulne-
rables al cambio climatico, especificamente en la zona noroeste del Es-
tado, donde el indice de vulnerabilidad es mayor en relacion con la pro-
duccion ganadera, los asentamientos humanos, inundaciones y estrés
hidrico (INECC, 2021). La incertidumbre aumenta por las caracteristicas
rurales (Madrigal-Garcia & Rozga, 2014) y la dependencia del agua en
esta region, junto a una mala gestion administrativa que ha provocado
un intenso cambio en el uso del suelo (Alvarez-Arteaga et al., 2020).

Este estudio tiene como objetivo identificar el escenario futuro de
la relacion entre cambio climatico y agua superficial en la zona no-
roeste del Estado de México, mediante el andlisis del balance hidrico
superficial y su proyeccion en relacion con las variables climaticas de
precipitacion y temperatura media establecidas en modelos climaticos
regionales, en el marco del Experimento Regional Coordinado de Re-
duccion de Escala (CORDEX, por sus siglas en inglés).

MATERIALES Y METODOS

La zona considerada en este estudio se ubica dentro de la Cuenca del
Rio Cutzamala, en la region Balsas. La vegetacion predominante incluye
bosques de pino, encino y oyamel, asi como vegetacion secundaria y
pastizales. El suelo esta constituido por andosoles, acrisoles, cambi-
soles, vertisoles, un poco de litosol y feozem, cuyas caracteristicas de
permeabilidad han facilitado actividades econémicas como la agricul-
tura de riego y temporal, el ecoturismo y el comercio (Montoya-Garcia
etal., 2024).
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Figura 1: Ubicacion geografica del Estado de México. Fuente: Elaboracion propia.
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Cambio climatico y aguas superficiales

Para cuantificar el agua superficial en el area de estudio, se calculd
el Balance Hidrico Superficial (BHS) considerando que el tnico aporte
de agua proviene de la precipitacion, mientras que las salidas solo con-
sideran la evapotranspiracion. Se asumi6 que no hay percolacién por
aguas superficiales y subterraneas, y el contenido de humedad para
un periodo esta totalmente disponible para el siguiente, independiente-
mente de su cantidad. No se registran aportes de riego y la diferencia
entre el flujo subsuperficial entrante y saliente en el balance diario es
nulo (Botey-Fullat & Moreno, 2015) por ultimo, su valoracion en el suelo
sera durante un afio (Leiva-Gutiérrez, 2012).

Para este estudio, se consideraron nicamente las temporadas de
secas (marzo a mayo) y lluvias (junio a septiembre), descartando los
meses de octubre a febrero por ser considerados de estiaje (EDOMEX,
2012), utilizando datos histéricos de al menos 30 afios (WMO, 2018)
para el periodo de 1991-2020. La ecuacion 1 (Ordofiez, 2011) se em-
pled dentro de un poligono que abarcé gran parte de la zona.

Pm - ETr = Esc + Inf (ec. 1)

Donde: Pm = Precipitacion media (mm); ETr = Evapotranspiracion
(mm); Esc = Escorrentia superficial (mm); Inf = Infiltracion (mm).

La representacion del area se construyd con base en un modelo
digital de elevacion (MDE) empleando la informacion del relieve (Fig. 2,
izq.), a través de las herramientas de hidrologia del modulo de ArcTool-
box incluida en ArcGIS 10.5 (Arias, 2019), utilizando la trayectoria des-
cendente entre pixeles para determinar la direccion del flujo de agua
y asi, identificar las zonas de mayor acumulacion superficial (Castillo,
2015), adicional a ello, se analizd la informacion diaria sobre preci-
pitacion y temperatura (minima, maxima y media) registrada por las
estaciones climatoldgicas ubicadas dentro del poligono (Fig. 2, der.).

De esta manera, se estim¢ la precipitacion media (Pm) a través de
la siguiente expresion (ecuacion 2) (Pizarro & Flores, 2003; Pizarro-Vigil
& Diaz, 2022), permitiendo identificar su distribucion areal a través de is-
oyetas (Nieves-Vilchez et al., 2022), siendo un método fundamental para
identificar patrones espaciales y temporales y comprender las dindamicas
climaticas y sus implicaciones en la gestion de recursos hidricos.

Pm = E?:l (((Pi+1+Pi)/2)*S i+1,i)) (BC. 2)

St
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Donde: Pm = Precipitacion media por temporada (mm); Pi = Se
refiere a distancia de las isoyetas; Si+1, i, = Representa la superficie
entre dos isoyetas consecutivas y Ta = Superficie total (km2).

Para el calculo de la evapotranspiracion (ETr) se emplearon expre-
siones empiricas para cada una de las temporadas, en el caso de los
meses de secas de utilizd la expresion de Thornthwaite (ecuacion 3)

10+T
ETSincarregir =16% ( 7

Dénde:

(ec. 3)

a
) ETajustada = ETsin corregirtF

FTn comegr = Evapotranspiracion no ajustada (cm), T = Temperatura
media mensual (°C), | = indice anual de calor, F = Factor de tabulado.

Se realizd de esta manera, debido a la lentitud y continuidad de
pérdida de agua desde la superficie terrestre hacia la atmésfera, pero,
sobre todo, debido a disponibilidad de recursos con que se cuenta, asi
como la exactitud y precision en que la modelacion se comporta dentro
de una zona en especifico debido a las variables que interactiian para
su calculo (Carvalho et al., 2013).

Para los meses de lluvias se emple6 la ecuacion 4 de Coutagne,
debido a las condiciones diferentes con respecto a la temporada de
secas (Ruggieri et al., 2021).

Etr = Pm—X % P? X E (ec. 4)

T 0,8+0,14+T

Dénde: Etr: Evapotranspiracion real (mm/temporada), Pm: Capta-
cion pluvial (mm/temporada), T: Temperatura media anual (°C/tempo-
rada).

Para el calculo del escurrimiento superficial se empleé el método
empirico establecido por la Comision Nacional del Agua incluido en la
Norma Oficial Mexicana NOM-11-2015 (DOF, 2015), conservacion del
recurso agua (ecuacion 5).

Esc=Rc *Pm *A (ec. 5)

Donde: Esc = Escorrentia superficial (m*temporada); Pm = Preci-
pitacion media (mm); A = Representa la superficie (km? y Rc = Coefi-
ciente de escorrentia (adimensional).

Area de Estudio

Hidxicrs

Figura 2: Microcuenca hidroldgica (izq.), estaciones climaticas (der.). Fuente: Elaboracion propia a partir de DEM obtenido en el CGIAR y estaciones climaticas geo-

rreferenciadas por el SMN.
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El Rc se calculd en funcion de las variables del tipo de suelo, sus
caracteristicas y la cobertura vegetal de la zona de estudio, con esta
informacion y con base en el coeficiente de uso de suelo ya establecido
por la NOM-011-2015 se empled la siguiente expresion.

K(P-250) & k=015
Rc = —
2000 1.5

(ec. 6)

Finalmente, se determind la infiltracién utilizando la expresion de
Monterroso-Rivas, et al., (2016) (ecuacion 7).

Inf=Pm - ETr - Vm (ec.7)

Donde: Inf = Infiltracion (mm/temporada); Pm = Captacion pluvial
(mm/temporada); Etr = Evapotranspiracion real (mm/temporada); Vm:
Volumen medio que puede escurrir (m3/temporada).

Proyeccion climatica. Para conocer el escenario futuro de las variables
climaticas y su relacion con el BHS, se generd un ensamble de la in-
formacion climatica (temperatura media y precipitacion) de 10 modelos
climaticos regionales (MCR) de la plataforma CORDEX con la finalidad de
mejorar su desempefio debido a la cancelacion o minimizacion de los
errores individuales por compensacion que esto podria significar, (Penal-
ba & Pantano, 2020; Small et al., 2001; Nagy et al., 2018; Medina, 2021;
Garcia-Bandala ef al., 2021; Medina-Garcia ef al., 2019) (Tabla 1). Este
tratamiento se realizo considerando Unicamente la RCP 8.5, con el objeti-
vo de abordar los impactos mas severos del cambio climatico.

El resultado se compard con la informacion del BHS de las estacio-
nes climatoldgicas entre 1991-2020, a las cuales se aplicaron pruebas
meétricas de validacion como la del error cuadratico medio (RMSE), des-
viacion estandar (STD) y correlacion de Pearson (r) (Marcos-Garcia et
al., 2020; Mistry et al., 2022).

Dada la inconsistencia de los MCR por factores como la distribu-
cion parcialmente inconsistente con la evidencia de las observaciones,
la teoria 0 la comprension del proceso, parametrizacion de procesos
fisicos no resueltos en la dindmica, entre otros (Gutiérrez & Pons, 2006;
Olcina-Cantos, 2019; Florian-Vergara et al., 2021), es esencial recali-
brar la dispersion bruta de tales conjuntos de modelos utilizando infor-
macion de tenencias historicas, climatologia y estimaciones probabilis-
ticas de conjuntos de fisica perturbada para producir proyecciones del

Tabla 1: Modelos climaticos regionales.

Pérez-Luna M. A. y Sosa-Rodriguez F. S.

clima futuro que sean consistentes con nuestra comprension y con las
observaciones del clima actual (Tokarska et al., 2020).

Se utilizd el método de correccion de sesgos, comparando la infor-
macion de las variables de precipitacion y temperatura media dividida
en tres bloques; historico (1991-2020), el resultado del ensamble de la
RCP8.5 (2021-2050) y los datos observados (1991-2020), ajustando
el modelo a la informacion observada y posteriormente, esta funcion
se aplicaria a la serie futura, este procedimiento se realizd con base
en percentiles donde, para el caso de la precipitacion, a cada percentil
asignado se le multiplicé el valor observado entre la diferencia de los
datos futuros e histdricos. Para el caso de la temperatura media, el
valor se corrigid afiadiendo la diferencia de los percentiles de datos
histdricos y observados al cambio proyectado en el escenario que asi-
mila la RCP8.5 (Saurral et al., 2013) obteniendo asi nuestro escenario
climatico (Tong et al., 2021; Hernandez-Diaz et al., 2019).

RESULTADOS

El andlisis del BHS para el periodo de 1991 al 2020 mostr6 un prome-
dio de 52.63 mm/afio en la temporada de secas y 188.48 mm/afio en
la de lluvias. Aunque se presentd un patron durante las primeras dos
décadas, en los ultimos 10 afios se observd una leve disminucion en
la precipitacion durante el periodo de lluvias y un ligero aumento en la
de secas (Fig. 3).

La proyeccion de las variables climaticas del ensamble de COR-
DEXy los datos climaticos observados, mostrd diferencias significativas
(Fig. 4) entre escenarios para cada uno de los pixeles. Donde se presen-
ta informacion de percentiles extremos (considerados asi para expre-
sar la respuesta que tendria la inaccion frente al cambio climatico) del
10% (P10) y 90% (P90). Para el caso del 10% superior, se muestra una
tendencia hacia los afios mas hiimedos o calientes y el 10% inferior
representa los limites en la tendencia de los afios mas secos o frios.

Para la precipitacion, el P10 mostrd un limite porcentual de 0.88 en
temporada de secas y de 0.90 en lluvias, lo que significaria una ten-
dencia a la baja en el periodo proyectado; mientras que el P90 indic6 un
limite de 0.85 en temporada de secas y de 0.96 en lluvias mostrando
una disminucion del recurso.

MODELO MODELO

REGIONAL ~ CLIMATICO GLOBAL EXPERIMENTO FRECUENCIA VARIABLE
RCA4 CSIRO-Mk-3-6-0 Histdrico, RCP8.5 Mensual Pr, Tas
RCA4 CNRM-CM5 Historico, RCP8.5 Mensual Pr, Tas
RCA4 CanESM2 Historico, RCP8.5 Mensual Pr, Tas
RCA4 GFDL-ESM2M Historico, RCP8.5 Mensual Pr, Tas
RCA4 IPSL-CM5A-MR Histérico, RCP8.5 Mensual Pr, Tas
RCA4 NorESM1-M Histérico, RCP8.5 Mensual Pr, Tas
RCA4 MIROC5 Histérico, RCP8.5 Mensual Pr, Tas
RCA4 MPI-ESM-LR Historico, RCP8.5 Mensual Pr, Tas
RCA4 HadGEM2-ES Historico, RCP8.5 Mensual Pr, Tas
RCA4 EC-EARTH Historico, RCP8.5 Mensual Pr, Tas
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Figura 3: Balance hidrico superficial para la temporada de secas (izq.) y lluvias (der.).

Para el umbral del P90 se observan escenarios catastroficos, dado
que para la temporada de secas se estim6 un limite de 5.01 mientras
que para lluvias el limite seria de 4.37 presentando afios mas secos y
calientes que los que hemos vivido hasta el 2020.

En cuanto a la temperatura media, se observan incrementos mode-
rados, para el P10 se muestra un limite porcentual de 1.42 en tempora-
da de secas y 1.38 en lluvias cuya tendencia es al alta (Fig. 5).
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Figura 4: Proyeccion en percentiles de la precipitacion al 2050. Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 5: Proyeccion en percentiles de la temperatura media al 2050. Fuente: Elaboracion propia.

El promedio de estos resultados sugiere un cambio drastico en el
ciclo anual de las variables climaticas para 2021-2050 (Fig. 6). Donde
la precipitacion mostraria una estacionalidad similar a la de los datos
observados; sin embargo, se proyectaria una reduccion de mas del
50% respecto al ciclo del periodo 1991-2020. En el caso de la variable
de temperatura media, también se mantiene la estacionalidad, pero su
proyeccion estaria representada por un incremento de 2.5°C en pro-
medio al 2050 en la mayor parte del ciclo anual, lo que definitivamente
alteraria la estructura de los componentes del BHS al afio 2050 como
se muestra en la figura 7. Donde se observa un cambio considerable
en la precipitacion media, ya que del promedio estimado para tem-
porada de secas (115.98 mm) y de lluvias (774.61) en el periodo de
1991-2020; pasaria a 48.43 mm (temporada de secas) y 282.70 mm
(temporada de lluvias) para el periodo de 2021-2050. Para el caso de la
evapotranspiracion se presentaria una reduccion de cerca de 400 mm
en época de lluvias y un 50% menos en temporada de secas (respecto
al periodo 1991-2020). Para el escurrimiento superficial, se presenta-
rian afios con pequefas cantidades de escurrimiento en temporadas de
secas mientras que, para la temporada de lluvias, su comportamiento
podria ser casi nulo con respecto al periodo base, donde se mostraba
un promedio de 39.43 mm en lluvias y 18.48 mm en secas. Por Ultimo,
el proceso de la infiltracion, él cual se cuantificé durante el periodo de
estudio base en 34.15 mm en temporada de secas y de 149.05 mm en
lluvias, durante la proyeccion futura para ambas temporadas no logra-
ria mantener un promedio de 25 mm.

DISCUSION

Los datos obtenidos sugieren que, para el afio 2050, la cuantificacion
del BHS en la zona de estudio podria experimentar una disminucion de
mas del 50% en todos sus procesos: evapotranspiracion, escurrimiento
superficial e infiltracion. Esta reduccion se atribuye a la estrecha re-
lacién entre la precipitacion y la temperatura, donde se proyecta una
disminucion del 62.81% en las precipitaciones anuales promedio regis-
tradas entre 1991 y 2020, indicando un aumento de afios mas secos
hacia el 2050. Sin embargo, es importante considerar que la variable de
precipitacion en los MCR tiende a ser sobreestimada en el continente
americano (Pantano & Penalba, 2018; Velasquez-Restrepo & Poveda,
2019; Gutiérrez et al., 2023). Por otro lado, el modelo muestra una ten-
dencia positiva en la temperatura media, con un incremento proyec-
tado de 1.4°C (P10) a 4.73°C (P90), y un aumento promedio anual de
3.06°C, lo que implicaria un futuro mas calido con alternancias entre
temporadas secas y lluviosas.

Estos hallazgos son coherentes con los observados por Gueva-
ra-Ochoa, et al. (2020), quienes resaltan la severidad y duracion de los
periodos secos y himedos

bajo el comportamiento de la RCP8.5 en la cuenca superior del
arroyo del Azul en Buenos Aires, Argentina. Asi mismo, Fatemeh et al.
(2021) concluyen que todos los ensambles de modelos climaticos y
RCP proyectan un incremento de la temperatura de 3°C a 5°C anua-
les sobre los recursos hidricos superficiales en la cuenca del rio South
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Figura 6: Resultado del método de correccion de sesgos en las variables de precipitacion (izq.) y temperatura media (der.).

Platte en EE. UU. De manera similar, Mengistu et al. (2021) documentan
una disminucion del caudal hidrico en la cuenca del del rio Alto Nilo
Azul (Abay), Etiopia.

El impacto del cambio climatico en nuestra zona de estudio podria
afectar negativamente el rendimiento en cultivos, dado que la produc-
tividad depende del ciclo de lluvias. También se anticipa un aumento
en la frecuencia e intensidad de eventos meteoroldgicos extremos, asi
como discrepancias entre los tiempos de ocurrencia y retorno (Rodri-
guez-Moreno et al., 2021). Adicionalmente, se prevé el surgimiento de
problematicas como la reduccion del habitat adecuado para las espe-
cies dependientes del clima y alteraciones en su distribucion (Sala-
zar-Borunda et al., 2022).

No obstante, es fundamental reconocer que los MCR utilizados
en esta investigacion podrian variar debido a diversos factores, como
cambios en el uso de suelo y la cobertura vegetal, las futuras emisio-
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nes de gases efecto invernadero (GEI), la magnitud y ritmo del calen-
tamiento global, la ubicacion geografica y los niveles de desarrollo y
vulnerabilidad. Por lo que, la aplicacion de la metodologia de correccion
de sesgos es particularmente critica en el contexto de las proyecciones
climaticas. Debido a que, los modelos climaticos, aunque sofisticados,
a menudo presentan discrepancias con los datos observados. El ana-
lisis estadistico realizado con base en la correccion de sesgos permite
ajustar estas proyecciones, garantizando que reflejen de manera mas
precisa las condiciones reales incrementando la fiabilidad de los resul-
tados. Minimizando asi, las incertidumbres que se presentan, a través
de un enfoque integrado de modelizacion y calibracion con lo que se
mejora la representacion espacial a pequefia escala del impacto del
cambio climatico en areas especificas. Facilitando la creacion de herra-
mientas necesarias para abordar el desafio que representa el cambio
climatico sobre los recursos hidricos.
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Este estudio ha permitido analizar la influencia de la precipitacion
y la temperatura en los procesos que conforman el balance hidrico de
una zona en especifica. A medida que la poblacion y su demanda hidri-
ca crecen, los procesos naturales que mantienen el agua superficial se
ven sometidos a una presion creciente debido al uso insostenible del
recurso. Esta presion se intensificara en el contexto de las alteraciones
climaticas provocadas por los posibles escenarios que representa el
cambio climatico.

De esta manera podemos concluir que los resultados aqui pre-
sentados invitan a reflexionar sobre un futuro potencial en el que la
inaccion frente al cambio climatico prevalezca. Es fundamental disefiar
estrategias e implementar acciones que establezcan la estructura juri-
dica necesaria para abordar esta problematica, promoviendo al mismo
tiempo una participacion mas activa de la poblacion. Se requieren poli-
ticas locales centradas en la gestion integral del recurso hidrico a corto,
mediano y largo plazo, desde una perspectiva holistica que permita a
la sociedad y sus diversas estructuras sociales y econoémicas utilizar el
recurso de manera sostenible, al tiempo que se protege la capacidad
natural de adaptacion y resiliencia de los ecosistemas.
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RESUMEN

Antecedentes: El Sistema Cutzamala abastece de agua potable a una parte de la Zona Metropolitana del
Valle de México, siendo el embalse de Valle de Bravo (VB) uno de los que principalmente aporta. Este embalse
ha recibido impactos de actividades domésticas, agricolas y turisticas, teniendo como consecuencia dete-
rioro en la calidad del agua, favoreciendo la eutrofizacion y el desarrollo de Florecimientos Algales Nocivos
(FANs), que son potencialmente dafinos para la biota acuatica y salud humana. Objetives: Evaluar el efecto
de los extractos crudos de biomasa fitoplanctonica del embalse sobre las primeras etapas de vida de Danio
rerio. Métodos: Las muestras de biomasa se colectaron en seis puntos durante marzo a diciembre de 2019,
en los que de manera constante se registraron florecimientos permanentes dominados por cianobacterias.
Los extractos crudos acuosos se obtuvieron por rompimiento celular y se emplearon para exponer a embrio-
nes de D. rerio, evaluando 0.01, 0.1, 1, 10 y 100 mg L' de biomasa fitoplancténica. Resultados: La exposi-
cion a extractos crudos en embriones produjo efectos letales (coagulacion y muerte), respuestas subletales
(ausencia de pigmentacion, edema en saco vitelino, cola curveada) y efectos teratogénicos. En la biomasa
fitoplanctonica se identificaron cianotoxinas como anabaenopeptinas y microcistinas en diversas cantidades
durante el periodo de colecta. Conclusiones: La presencia y frecuencia de los efectos observados en D.
rerio estuvo relacionada con la concentracion de microcistinas y la probable presencia de otros metabolitos
secundarios de cianobacterias potencialmente toxicas, presentes en VB. Los resultados alertan sobre los
efectos dafiinos que se pueden producir en la biota acuatica después un florecimiento y de la ruptura de
la biomasa cianobacterial y también sobre los riesgos potenciales a la salud humana cuando esta agua se
potabiliza para consumo humano.

Palabras clave: Cianotoxinas, efectos letales, efectos subletales, Florecimientos Algales Nocivos (FANS),
Florecimientos Cianobacteriales Nocivos (FCNs)

ABSTRACT

Background: The Cutzamala System supplies potable water to part of the Metropolitan Area of the Valley of
Mexico, with the Valle de Bravo (VB) reservoir being one of the primary sources. This reservoir has received
impacts from domestic, agricultural, and touristic activities, resulting in a deterioration in water quality, favo-
ring eutrophication and the development of Harmful Algal Blooms (HABs), potentially harmful to aquatic biota
and human health. Goals: Evaluate the effect of crude extracts of phytoplankton biomass from the VB reser-
voir on the first life stages of Danio rerio. Methods: Biomass samples were collected at six points from March
to December 2019, where permanent blooms dominated by cyanobacteria were continuously recorded. The
crude aqueous extracts were obtained by cell breakdown and were used to expose D. rerio embryos, eva-
luating the concentrations of 0.01, 0.1, 1, 10, and 100 mg L™ of phytoplankton biomass. Results: Exposure
to crude extracts on embryos produced lethal effects (coagulation and death), sublethal responses (absence
of pigmentation, yolk sac edema, curved tail), and teratogenic effects. In the biomass samples, cyanotoxins
such as anabaenopeptins and microcystins were identified in different concentrations during the sampling
period. Conclusions: The presence and frequency of the effects observed in D. rerio were related to the
concentration of microcystins and the probable presence of other potentially toxic secondary metabolites of
cyanobacteria in the VB reservoir. The results warn about the harmful effects that can occur in aquatic biota
after the breakdown of cyanobacterial biomass following a bloom and also advise about the potential risks to
human health when this water is processed and used for human consumption.

Keywords: cyanotoxins, lethal effects, sublethal effects, Harmful Algal Blooms (HABs), Harmful Cyanobacterial
Blooms (HCBs)
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INTRODUCCION

Derivado del incremento de contaminantes provenientes de fuentes
naturales y/o antropogénicas, en los Ultimos afios se ha favorecido el
enriquecimiento de nutrientes minerales en el agua, especialmente
compuestos de nitrdgeno y fésforo, lo que ha ocasionado eutrofizacion
de los cuerpos de agua, promoviendo el crecimiento acelerado del
fitoplancton y especies vegetales que ocasionan el desarrollo de
florecimientos algales en los que se encuentran presentes especies
potencialmente toxigénicas, como algunas cianobacterias, ademéas
de macrdfitas. Los florecimientos algales generan, entre otras cosas,
disminucion en la transparencia del agua, abatimiento del oxigeno
disuelto y deterioro de la calidad quimica, incluyendo la adicion de
olores y sabores desagradables en el agua potable, ademas de la
posible presencia de toxinas que afectan la salud humana. A todo lo
anterior se suman los efectos a nivel estético (Dokulil & Teubner, 2011).

Los florecimientos algales nocivos (FANS), son eventos en los que
se observa multiplicacion acelerada y acumulacion masiva de células
del fitoplancton representado principalmente por microalgas, diato-
meas, dinoflagelados y cianobacterias unicelulares, coloniales o fila-
mentosas. Estos FANs forman capas densas de biomasa que dan lugar
a natas espesas (“scums”) en la superficie del agua (Pérez-Morales
et al, 2016), que después de un florecimiento se descomponen, li-
berandose asi el contenido celular al agua. Cuando los florecimientos
estan dominados o formados exclusivamente por cianobacterias toxi-
génicas, se denominan como florecimientos cianobacteriales nocivos
(FCNs) que bajo algunas condiciones ambientales no bien determina-
das aln, permiten que se expresen genes en las cianobacterias para
la sintesis y acumulacion de cianotoxinas, asi como otros metabolitos
que pueden generan diferentes respuestas toxicas en la biota acuatica
y en los humanos, ademas de producir estrés oxidativo a nivel celular
(Lépez-Cortés et al., 2015).

Uno de los grupos de especies que forma parte de los FAN son las
cianobacterias, que se desarrollan en cuerpos de agua con altos nive-
les de eutrofizacion; los géneros mas representativos son Microcystis,
Anabaena, Nodularia, Phormidium, Planktothrix, Lyngbya, y Pseudoa-
nabaena, siendo algunas de ellas clasificadas como especies toxigé-
nicas debido a la produccion de compuestos bioactivos que pueden
ocasionar dafios en el ambiente, provocando impactos negativos en la
cadena tréfica y la dinamica de las poblaciones acuaticas, asi como en
los ecosistemas en general (Montvydiené et al. 2020), aunque también
causan dafos a la salud humanay animal (Pérez-Morales et al., 2016).

Las cianotoxinas son clasificadas de acuerdo con su estructura qui-
mica, mecanismo de toxicidad y drgano sobre el cual ejercen su efecto.
Dentro de estas se encuentran las neurotoxinas, como la anatoxina-a,
homoanatoxina-a, saxitoxina, entre otras, que pueden generar toxicidad
letal aguda al provocar la transmision de impulsos nerviosos que con-
ducen a la paralisis muscular y fallas respiratorias (Lucena, 2008). Un
segundo grupo son las hepatotoxinas, como las microcistinas LA, LR,
RRy YR, cilindrospermopsinas y nodularinas, las cuales generan intoxi-
cacion y lesiones en el higado causando incluso la muerte en horas o
dias (Roset et al., 2001). Las citotoxinas, como las saxitoxinas y cilin-
drospermopsinas generan dafio en corazon e higado, sistema vascular,
linfatico, digestivo y glandulas adrenales (Falconer & Humpage, 2006).
Y por tltimo las dermotoxinas, como las apliasitoxinas y lingbiatoxinas,
las cuales producen irritacion en la piel (Lucena, 2008).
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En los animales, asi como en los humanos, la intoxicacion por cia-
notoxinas puede producirse por el consumo de agua contaminada, por
exposicion directa, inhalacion de aerosoles o ingesta de alimentos que
bioacumularon estos metabolitos, ocasionando malestares gastroin-
testinales, reacciones alérgicas (como erupciones cutaneas), desca-
macion, irritacion de ojos y oidos, entre otros sintomas (Drobac et al.,
2013; Codd et al., 2017; Svirc-ev et al., 2017).

Uno de los problemas que enfrentan los cuerpos de agua a nivel
mundial es el incremento de la eutrofizacion, siendo los lenticos los
mas afectados, que representan una fuente importante de agua po-
table y para actividades productivas, como la agricultura y ganaderia
(Ledesma et al., 2013; Garita-Alvarado et al., 2023). Por esta razon la
Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 2020) ha establecido como
limite maximo 1 pg L'y 24 pg L' de microcistinas en agua para con-
sumo humano y recreacional, respectivamente. Por su parte, la Agen-
cia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (USEPA, 2015 y 2019)
sefiala un maximo permisible de 1.6 pg L' para microcistinas y 3.0 ug
L' de cilindrospermopsinas en agua potable, mientras que para aguas
de uso recreativo establece 8 pg L' de microcistinas y 15 pg L de
cilindrospermopsinas.

En México se tiene la Norma Oficial Mexicana (NOM-127-
SSA1-2021) Agua para uso y consumo humano. Limites permisibles
de la calidad de agua, donde se establece que el limite permisible de
microcistinas es de 1 pg L™ en agua para uso y consumo humano.
Debido a que tres cuartas partes de las aguas continentales de México
presentan algun grado de eutrofizacion y considerando que muchos de
estos cuerpos son destinados a actividades de recreacion o bien como
fuente de agua para poblaciones aledafias, el desarrollo de florecimien-
tos representa un riesgo para la biota acuatica y para la salud humana
(Pineda-Mendoza et al., 2011).

El embalse de Valle de Bravo es fuente del 40% del agua del siste-
ma Lerma-Cutzamala (integrado por 7 embalses interconectados), que
suministra mas de un tercio de agua potable a la Zona Metropolitana
del Valle de México (IMTA, 2012). Pese a su importancia, desde 1980
el embalse ha presentado un aumento en los niveles de eutrofizacion
provocados por descargas provenientes de los rios Amanalco, Molino,
Gonzalez, Carrizal y Tizates, que contienen escorrentias y desechos
agricolas, asi como aguas residuales de los desagiies de la poblacion
de Valle de Bravo y Avandaro. Estas descargas no controladas favo-
recen los florecimientos de fitoplancton, dominando frecuentemente
cianobacterias potencialmente toxicas, las cuales, al entrar en un pro-
ceso de degradacion, liberan al medio estos metabolitos causantes de
dafios a los organismos (Olvera, 1996; Ramirez-Zierold et al., 2010;
CONAGUA, 2012).

La evaluacion de los efectos causados por la exposicion a este
tipo de compuestos bioactivos puede realizarse mediante bioensayos
de toxicidad con organismos como el pez cebra Danio rerio. Los es-
tadios tempranos del desarrollo (huevos, embriones y larvas) de esta
especie son ampliamente utilizados en Ecotoxicologia debido a su alta
sensibilidad de respuesta a estresores quimicos, debido a su corion
transparente, que permite observar el desarrollo de los organismos,
su facil manejo y el amplio conocimiento de su biologia (Nagel 2002;
Meyers, 2018).

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto toxico de
los extractos crudos acuosos obtenidos a partir del rompimiento de la
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biomasa fitoplanctonica colectada mensualmente durante diez meses
en seis puntos de muestreo del embalse de Valle de Bravo, Estado de
México, sobre las primeras etapas de vida del pez cebra (Danio rerio),
con relacion a la presencia de cianotoxinas en estos extractos.

MATERIALES Y METODO

Sitio de estudio. El embalse de Valle de Bravo se localiza en el munici-
pio de Valle de Bravo, al poniente del Estado de México entre los para-
lelos 19°23°05” y 19°05’30” y los meridianos 99°52°00” y 100°11’40”
(IMTA, 2012). Su superficie es de 18.55 km?y cuenta con una capaci-
dad de almacenamiento de 394.4 hm?y una profundidad media de 21.1
my maxima de 38.6 m, con una variacion de 4 a 8 m, siendo la cortina
la zona de mayor profundidad (CONAGUA, 2012). El embalse se carac-
teriza por ser de tipo monomictico calido, que se encuentra termalmen-
te estratificado de abril a octubre mientras que el periodo de mezcla
comprende los meses de noviembre a febrero (Merino et al., 2003).
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Obtencion de muestras de biomasa fitoplanctonica. Las muestras
de biomasa fitoplanctdnica fueron colectadas a nivel superficial en los
meses de marzo a diciembre del 2019 en seis sitios de muestreo den-
tro del embalse de Valle de Bravo (Fig. 1). El sitio 1 (19° 12’ 29.8” N,
100° 10’ 47.4” 0) se localizd en la cortina, los sitios 2 (19° 12’ 24.0” N
100° 09’ 37.6” 0) y 4 (19°11° 10.2” N 100° 09’ 19.9” 0) eran puntos
intermedios dentro del embalse, el sitio 3 (19° 13’ 08.0” N 100° 08’
09.0” 0) y el sitio 6 (19° 10’ 40.8” N 100° 07’ 33.2” 0) se encontraban
aledafios a los rios tributarios Amanalco, Tizates y Molino, y el sitio 5
(19° 117 18.1” N 100° 08’ 01.6” 0) se selecciond debido a su cercania
al poblado de Valle de Bravo.

En cada sitio de muestreo se filtraron entre 40 y 60 litros de agua
superficial, empleando una red de plancton de 48 pm. Las muestras
de biomasa se concentraron en 250 mL y fueron mantenidas a 4°C
hasta su arribo al laboratorio. En el laboratorio cada muestra fue filtrada
nuevamente a 48 ym para eliminar el exceso de agua y posibles restos
de vegetacion. La biomasa concentrada se colocd en charolas de
aluminio, para obtener el peso hiimedo, y después se colocaron en un
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Figura 1. Mapa del embalse de Valle de Bravo, ubicacion de estaciones de muestreo.1) Cortina del embalse, 2 y 4) Sitios intermedios, 3) Sitio aledafio a rios tributarios
(Amanalco, Tizates y Molino), 5) Pueblo de Valle de Bravo, 6) Sitio aledafio a rios tributarios (Molino). (Modificado de CONAGUA, 2012).

Vol. 35 No. 2 ® 2025



142

horno Binder a 60°C durante 24 h, para deshidratarlas y obtener el peso
seco. Las muestras finalmente fueron conservadas en tubos tipo falcon
en un ultracongelador Thermo Scientific a -40°C hasta su posterior uso
para la obtencion de extractos crudos acuosos.

Extractos crudos acuosos de biomasa fitoplanctonica. Con base
en la cantidad de biomasa colectada durante los meses de marzo a
diciembre y los resultados correspondientes a su peso seco, para cada
muestra se utilizaron 0.3 g de biomasa seca para la obtencion de los
extractos crudos acuosos, que fueron procesados de la siguiente ma-
nera: Se realiz6 el rompimiento celular en mortero con hielo seco; una
vez que se obtuvo un polvo muy fino, se agregaron 15 mL de medio
de dilucion ISO (ISO, 2007) para la resuspension de las muestras.
Posteriormente se aplicaron tres ciclos de congelacion (~-78°C) en un
ultracongelador Thermo Scientific y descongelacion en un bafio seco
Benchmark a 40°C. Después de esto, las muestras fueron sonicadas
a 40 kHz durante 10 minutos en un bafio ultrasonico Scientific CS-
UB-100. Finalmente las suspensiones fueron centrifugadas en el
equipo Thermo Scientific Sorvall ST8 a 4500 rpm durante 5 minutos,
se recuperaron los sobrenadantes y se filtraron consecutivamente con
membranas Millipore® de nitrocelulosa de 5 pym, 3 pm y 0.45 ym de
poro a fin de eliminar restos celulares y posibles microorganismos. Las
muestras asi procesadas fueron almacenadas en crioviales de 10 mL
en ultracongelacion hasta su uso en los bioensayos de toxicidad con
Danio rerio.

Bioensayos de toxicidad con embriones y larvas de Danio rerio.
Los huevos fertilizados de Danio rerio fueron obtenidos a partir de
reproductores proporcionados por el Laboratorio de Hidrobiologia Ex-
perimental de la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas del Instituto
Politécnico Nacional. 24 horas previas al bioensayo, se instalaron acua-
rios de 40 L destinados a la reproduccion con aireacion, temperatura

Tabla 1. Efectos evaluados en embriones y larvas de Danio rerio al ser
expuestos a diferentes concentraciones de extractos crudos acuosos
de biomasa fitoplanctonica de seis sitios de muestreo del embalse de
Valle de Bravo.

Tiempo de exposicion
(horas post-fertilizacion)

24 48 72 96
Efectos letales
Coagulacion X
Ausencia de somites X
Desprendimiento de la cola X X X X
Muerte del organismo X X X X
Efectos subletales
Formacion de edemas X X X X
Ausencia de pigmentacion X X
Cola curveada X X X
Efectos teratogénicos X X X X

(Modificado de OECD, 2013)
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de 28°C y fotoperiodo de 16:8 h (luz: oscuridad). Los reproductores se
colocaron en redes de maternidad en una proporcion 2:1 (2 machos
por 1 hembra). Por la mafiana y en menos de una hora de reactivarse
la iluminacion en el area de desove, los reproductores fueron retirados
de los acuarios y los huevos fueron recuperados del fondo y colocados
en cristalizadores con medio de dilucion ISO para comprobar su fe-
cundacion y viabilidad usando un estereomicroscopio Olympus modelo
SZ2-LGB.

Los bioensayos con extractos crudos acuosos se realizaron confor-
me al protocolo de la OECD 236 (2013) para evaluar los efectos letales
y subletales en embriones y larvas de D. rerio. Se utilizaron placas de
24 pozos con capacidad de 2 mL cada uno, colocando un huevo fe-
cundado (3-4 hpf) por pozo. Las soluciones de los extractos crudos
fueron las equivalentes a la concentracion de biomasa (peso seco) de
0.01,0.1, 1,10 y 100 mg L ", mas un control negativo con medio de
dilucion 1SO (ISO, 2007) y un control positivo con 3,4-dicloroanilina
como toxico de referencia para cada una de las muestras analizadas.
Las placas se incubaron a 25°C en una camara bioclimatica Thermo
Scientific modelo PR505755L con fotoperiodo de 16:8 (luz: oscuridad).
En la Tabla 1 se enlistan los efectos evaluados cada 24 hpf hasta la
conclusion de las pruebas (96 hpf).

Determinacion de cianotoxinas intracelulares en la biomasa fito-
planctonica. Las muestras de fitoplancton del embalse de Valle de
Bravo fueron procesadas por el equipo del Laboratorio de Hidrobiologia
Experimental. Esto consistid en una lisis celular de la biomasa para li-
berar las cianotoxinas intracelulares y aplicar extraccion en fase sdlida.
Las cianotoxinas fueron analizadas en la Universidad de Montreal en
la Facultad de Artes y Ciencias, Departamento de Quimica, complejo
Cientifico para identificacion y cuantificacion de cilindrospermopsina
(CYN), anatoxina-a (ANA-a), homoanatoxina-a (HANA-a), anabaenopep-
tina-A (AP-A), anabaenopeptina-B (AP-B) y las microcistinas dmMC-RR,
dmMC-LR, MC-RR, MC-YR, MC-HtyR, MC-LR, MC-HilR, MC-VR, MC-LA,
MC-LY, MC-LW, MC-LF. Las cianotoxinas fueron cuantificadas mediante
la técnica de oxidacion de Lemieux-von Rudloff para la produccion de
2-metil-3-metoxy-4-acido fenilbutirico (MMPB) (Wu et al., 2009; Mu-
noz et al., 2017;) y parte de estos resultados son reportados en Marti-
nez-Jerénimo et al. (2022).

Andlisis estadisticos. Los resultados correspondientes al porcenta-
je de eclosién acumulada se analizaron con la prueba no paramétrica
de Friedman (P<0.05), usando el software SigmaPlot para establecer
diferencias significativas entre estos. Las graficas correspondientes a
porcentaje de eclosion, efectos letales y subletales, asi como de cia-
notoxinas cuantificadas en los extractos crudos acuosos se elaboraron
con el software GraphPad Prism 8.

RESULTADOS

Porcentaje de eclosion de huevos y larvas de Danio rerio expues-
tos a extractos crudos de biomasa fitoplanctonica. La eclosion en
larvas de Danio rerio inici6 a partir de las 72 horas. La Fig. 2 muestra
el porcentaje de eclosion acumulada al término del bioensayo (96 hpf)
para las muestras provenientes de los 6 sitios y las diferentes concen-
traciones de biomasa fitoplanctonica en los diez meses de muestreo.

Los resultados de la exposicion a los extractos obtenidos en el sitio
1, en donde se ubica la cortina del embalse, indican que en abril, oc-
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Figura 2. Eclosion acumulada (%) de larvas de Danio rerio a las 96 h de exposicion a diferentes concentraciones de extractos crudos de biomasa fitoplancténica
(0.01,0.1, 1,10y 100 mg L") provenientes de 6 sitios de muestreo del embalse de Valle de Bravo a lo largo de diez meses. Valores promedio + error estandar.

tubre y diciembre se registraron los menores porcentajes de eclosion Respecto al sitio 2, en abril, mayo y diciembre se presentd la menor

(50, 75 y 70%, respectivamente) en la concentracion de 0.1y 100 mg  eclosion (60%), seguida del mes de marzo con 70% de eclosion. En el

L', mientras que de mayo a agosto la eclosion fluctué de 75 al 97%.En  caso de octubre, septiembre, junio y julio, los porcentajes de eclosion

septiembre y noviembre se registrd la mayor eclosion (95%). De acuer-  fueron 80, 75 90 y 85%; mientras que los valores mas altos (95%)

do con la prueba de Friedman (P<0.005), los porcentajes de eclosion  se registraron en agosto y noviembre. La prueba de Friedman indico

fueron significativamente diferentes entre cada mes (P=0.0379). diferencias significativas entre los porcentajes obtenidos cada mes
(P=0.0197).
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En el sitio 3 en marzo se registrd 40% de eclosion acumulada en
la concentracion de 10 mg L™ de biomasa fitoplanctdnica, siendo el
mas bajo registrado durante todo el estudio. Los registros de manera
creciente fueron para mayo (55%), diciembre (65%), abril (70%), junio
(85%), septiembre, octubre y noviembre (90%), y finalmente en julio y
agosto el porcentaje fue 95%. Nuevamente, se encontraron diferencias
significativas entre los meses (P=0.0013).

Con respecto al sitio 4, en diciembre se registré el menor porcen-
taje de eclosion acumulada (55%), seguido de marzo y mayo (60%),
abril (70%), octubre (75%), julio (85%), agosto (90%) y junio (95%). En
septiembre y noviembre se registrd el 100% de eclosion acumulada. La
prueba de Friedman indicd diferencias significativas entre los porcen-
tajes (P=0.001).

En el sitio 5, el menor porcentaje de eclosion acumulada corres-
pondid al mes de mayo (50%), seguido de abril y marzo (60%), diciem-
bre (75%), agosto (80%), octubre (85%) noviembre, junio y julio (90%)
y septiembre (95%), siendo este Ultimo el mas alto registrado para este
sitio. De acuerdo con la prueba de Friedman, los resultados obtenidos
entre los meses son significativamente diferentes (P=0.0545).

Finalmente, en el sitio 6, el menor porcentaje de eclosion se regis-
tr6 en marzo (40%), similar a lo registrado en el sitio 3. En los meses de
abril, mayo, diciembre, octubre, junio, noviembre, septiembre y agosto
los porcentajes de eclosion acumulada fueron 65, 70, 75, 75, 90, 90, 95
y 95 %, respectivamente, mientras que en julio hubo 100% de eclosion.
La prueba de Friedman indicd que los resultados son significativamente
diferentes entre todos los meses (P<0.001).

Los valores de porcentaje de eclosion obtenidos en los contro-
les positivo y negativo cumplieron con los criterios de aceptacion del
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bioensayo establecidos por el protocolo de la OECD (2013), por lo que
los resultados obtenidos se consideran validos.

Efectos letales, subletales y teratogénicos en embriones y larvas
de D. rerio. La Fig. 3 muestra el total de efectos letales (huevos coagu-
lados), subletales (presencia de edemas, modificacion en el patron de
pigmentacion y cola curveada) y teratogénicos expresados en porcen-
taje de embriones de D. rerio expuestos a las cinco concentraciones de
extractos crudos acuosos de biomasa fitoplanctonica (0.01,0.1,1,10y
100 mg L) de las seis estaciones de muestreo en el embalse de Valle
de Bravo en los meses de marzo a diciembre.

El mes de abril presentd el mayor porcentaje de organismos coa-
gulados alas 24 h en los seis sitios de muestreo del embalse. Los efec-
tos teratogénicos que se registraron (region caudal no desarrollada o
incompleta) se observaron principalmente en el mes de mayo (1.83%).
Respecto a los efectos subletales, se observaron 1.83% de organismos
con cola curveada en el mes de octubre; asimismo, se registrd 1% de
presencia de edemas en saco vitelino en el mes de marzo y mayor por-
centaje de pigmentacion reducida en el mes de mayo (5.83%).

Los resultados observados en la concentracion de 0.1 mg L fue-
ron semejantes a los registrados a 0.01 mg L. En abril se registrd el
mayor porcentaje de organismos coagulados (3.66%); la mayoria de
los organismos con malformaciones (no desarrollaban la regién cau-
dal, impidiendo la ruptura del corion) se registrd en mayo (1.33%). De
efectos subletales, en el mes de octubre los individuos presentaron cola
curveada en 1.33%, y la formacion de edemas en 1%, mientras que en
el mes de mayo la disminucion en la pigmentacion sélo se presento en
3.16% de los organismos.

Tabla 2. Cianotoxinas intracelulares (MC: microcistinas y AP: anabaenopeptinas) registradas en los diferentes puntos de muestreo del embalse de Valle
de Bravo durante el periodo de estudio. Se muestra también la suma de las diferentes microcistinas (MCs). Las concentraciones se expresan en g L.

Punto

Mes Muestreo dmMC-LR MC-HiIR MC- LA MC-LF MC-LR MC-RR MC-WR  MC-YR MCsTotales AP-A AP-B
Mar. 1 0.003 0.003

Abr. 1 0.108 0.108 0.214  0.172
May. 1 1.291 0.166 0.051 1.508 0.145  0.176
Jun. 1 0.009 0.009 0.022
Jul. 1 0.049 0.204 0.045 0.298 0.001

Ago. 1 0.036 0.332 5.005 2.537 0.415 0.444 0.562 9.331 0146  0.082
Sep. 1 0.096 1.145 45527  0.049 7.208 1.610 1.527 57.161 0.330 0.254
Oct. 1 2.561 0.054 0.006 2.621 0.082

Nov. 1

Dic. 1 0.032 0.032

Mar. 2 0.325 0.325 0.084  0.031
Abr. 2 0.133 0.133 0.082  0.102
May. 2 1.926 0.052 0.103 2.080 0.386  0.074
Jun. 2

Jul. 2 0.011 0.011 0.001 0.026
Ago. 2 0.108 0.024 0.132 0.001 0.003
Sep. 2 0.102 1.198  49.101  0.032 7.667 1.159 1.411 60.669 0.227  0.194
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Mes Mzggtt:eo dmMC-LR MC-HiR MC- LA MC-LF MC-LR MC-RR MC-WR  MC-YR MCsTotales AP-A AP-B
Oct. 2 0.834 0.834

Nov. 2 0.219 0.065 0.021 0.305 0.001 0.008
Dic. 2

Mar. 3 0.021

Abr. 3 0.001 0.046
May. 3 0.255 0.255 0.038
Jun. 3

Jul. 3 6.231 0.106 6.338

Ago. 3 0.161 0.017 0.055 0.006 0.238 0.001

Sep. 3 17.866 0.874 0.178 18.917 0.034
Oct. 3 0.473 0.020 0.009 0.501 0.070  0.003
Nov. 3 0.025 0.025 0.001

Dic. 3

Mar. 4 0.258 0.258 0.012 0.014
Abr. 4 0.079 0.079 0.001 0.050
May. 4 0.488 0.488 0.032
Jun. 4

Jul. 4 7.978 0.090 8.068 0.022
Ago. 4 0.471 0.039 0.006 0.515 0.001

Sep. 4 0.052  13.315 0.493 0.129 13.989 0.038
Oct. 4 2.770 0.003 2.772 0.035

Nov. 4 0.215 0.007 0.222 0.002

Dic. 4

Mar. 5 0.261 0.261 0.064  0.044
Abr. 5 0.053 0.053 0.040
May. 5 1.630 0.092 0.044 1.767 0.001 0.129
Jun. 5

Jul. 5 1.709 0.007 1.715

Ago. 5 6.389 0.107 6.495 0.005
Sep. 5 28.002 1.135 0.286 0.287 29.709 0.107  0.056
Oct. 5 1.245 0.003 1.248 0.001

Nov. 5 0.096 0.008 0.104 0.001

Dic. 5 0.046 0.046 0.001

Mar. 6 0.269 0.269

Abr. 6 0.001 0.038
May. 6 0.039 0.039 0.052
Jun. 6 0.772 0.772

Jul. 6 2.328 0.069 2.397

Ago. 6 1.183 0.020 0.001 1.204 0.020
Sep. 6 0.062  24.693 0.814 0.201 25.770 0.037
Oct. 6

Nov. 6 0.282 0.052 0.334 0.001

Dic. 6 0.009 0.009
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La exposicion de los embriones y larvas de Danio rerio a una con-
centracion intermedia (1 mg L") dio como resultado un 3.16% de orga-
nismos coagulados en el mes de abril. En los meses de julio y octubre los
efectos teratogénicos consistieron principalmente en malformaciones en
saco vitelino, region caudal y ojos en un porcentaje del 0.33%; los efectos
subletales nuevamente se identificaron como curvatura en la cola en un
1.83% y edemas en un 2.16%, estos en el mes de octubre (Fig. 3).

En la concentracion de 10 mg L' se observo que en el mes de abril
el porcentaje de organismos coagulados a las 24 horas fue de 3.33%.
Los efectos teratogénicos consistieron principalmente en anomalias en
region caudal y zona pericardica en un 0.5% en los meses de mayo y
octubre. En octubre el porcentaje de organismos con cola curveada y
edemas fue de 2.16 y 1.66% respectivamente, mientras que en agosto
se observaron 2.16% de organismos con ausencia de pigmentacion.

La exposicion a la concentracion mas alta de extractos crudos de
la biomasa fitoplanctonica produjo 2.83% de organismos coagulados
a las 24 h. En el mes de junio se registrd 0.5% de efectos teratogéni-
cos (principalmente malformaciones en cola y saco vitelino). Durante
el mes de mayo se registraron efectos subletales como cola curveada
(1.66%) y edemas en el saco vitelino y region pericardica (0.66%). El
mayor porcentaje de ausencia de pigmentacion en las larvas se pre-
sentd en agosto y noviembre.

Algunas imagenes de los efectos ocasionados por los extractos
crudos a las 96 hpf de exposicion en contraste con el control, se mues-
tran en la Fig. 4.

Cianotoxinas en muestras de biomasa fitoplanctonica del embal-
se de Valle de Bravo. En la Tabla 2 se muestran los valores de las
cianotoxinas intracelulares determinadas en la biomasa fitoplanctoni-
ca obtenida en los sitios de muestreo del embalse de Valle de Bravo.
En el sitio 1 se aprecia que las cianotoxinas MC-LA, AP-A y AP-B se
detectaron en la mayoria de los meses de marzo a diciembre. La mi-
crocistina LR (MC-LR) se registrd de mayo a octubre. En septiembre
la anabaenopeptina-a (AP-A) y anabaenopeptina-b (AP-B) tuvieron los
valores mas altos (0.330 y 0.254 pg L). En abril la microcistina LA
(MC-LA) tuvo un maximo de 0.108 pg L' y a partir de mayo los valores
se incrementaron considerablemente mes con mes hasta alcanzar un
valor maximo de 45.527 pg L' en el mes de septiembre; a partir de
octubre la concentracion de esta microcistina disminuye hasta llegar a
valores de 0.032 pg L' en diciembre.

Las cianotoxinas MC-RR (0.415 pg L"), MC-LF (0.049 pg L),
MC-WR (0.444 y 1.610 pg L") y dmMC-LR (0.036 y 0.096 ug L) se
detectaron solo en los meses de agosto y septiembre. En diciembre
Unicamente se registro la microcistina-LA.

En el sitio 2, se observa que las cianotoxinas dmMC-LR, MC-HIlR,
MC-LF, MC-RR y MC-YR solo se detectaron en un mes de muestreo con
valores de 0.102, 1.198, 0.032, 0.103 y 1.159 pg L' respectivamente.
En agosto las cianotoxinas con las concentraciones mas altas fueron
MC-LA, seguida de MC-LR, MC-WR, MC-YR y MC-HilR con valores res-
pectivos de 45.527,7.208, 1.610, 1.527 y 1.145 pg L. Las anabaeno-
peptinas Ay B (AP-A y AP-B) se cuantificaron en casi todos los meses,
excepto en junio, octubre y diciembre. Durante el mes de diciembre no
se detecto la presencia de cianotoxinas en la biomasa fitoplanctonica
del embalse de Valle de Bravo.
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En el sitio 3, se aprecia que las cianotoxinas dmMC-LR, MC-HiIR,
MC-LF y MC-RR no se detectaron en la biomasa fitoplanctonica, por el
contrario las cianotoxinas MC-LA, MC-LR, AP-A, APB y MC-WR se de-
tectaron en seis, cinco y cuatro y un mes de muestreo respectivamente;
el valor mas alto (17.86 ug L") se cuantificd durante el mes de agosto
en la microcistina (MC-LA). Para el mes de diciembre no se detecto la
presencia de ninguna cianotoxina.

De manera general, en el sitio 4 (Tabla 2) durante el mes de sep-
tiembre se detectd la mayor cantidad y tipo de cianotoxinas, los valores
fueron de 0.052, 13.315, 0.493, 0.129, 13.989 y 0.038 ug L para
MC-HiIR, MC-LA, MC-LR, MC-YR y AP-B respectivamente. La cianotoxi-
na que se detecto en la mayoria de los meses de muestreo fue MC-LA,
con valores que oscilaron entre 0.079-13.315 pg L, sin embargo, en la
biomasa fitoplanctonica del embalse no fueron detectadas las cianoto-
xinas dmMC-LR, MC-LF y MC-RR; la anabaenopeptina A (AP-A) presen-
t6 los valores mas bajos (0.001 pg L") durante los meses muestreados.

En el sitio de muestreo 5 se aprecia que el valor mas bajo (0.001 pg
L") de cianotoxinas se cuantificd en los meses de mayo, octubre, no-
viembre y diciembre para la anabaenopeptina (AP-A). Por el contrario,
los valores mas altos de cianotoxinas (28.002 y 6.389 g L) se detec-
taron en MC-LA durante los meses de agosto y septiembre respectiva-
mente. La presencia de las cianotoxinas MC-WR, MC-YR, MC-LR y AP-B
se detectd en uno, tres y seis meses de muestreo respectivamente.

La biomasa fitoplanctonica del embalse de VB en el sitio 6, indica la
presencia de las cianotoxinas MC-HilR, MC-LA, MC-LR, MC-YR, AP-Ay
AP-B; los valores mas altos se detectaron en la microcistina LA (24.693
y 2.328 ug L) en los meses de septiembre y julio respectivamente.
La menor cantidad de microcistinas totales se detectd en el mes de
diciembre (0.009 pg L") seguida del mes de mayo (0.030 pg L). Las
anabaenopeptinas A y B se cuantificaron en dos y cuatro meses de
muestreo respectivamente. Al igual que en puntos de muestreo ante-
riores las cianotoxinas dmMC-LR, MC-LF, MC-RR y MC-WR no fueron
detectadas en la biomasa fitoplancténica del embalse.

Los valores de las cianotoxinas para septiembre fueron los mas al-
tos en todas las estaciones de muestreo del embalse de Valle de Bravo.
Ademas, en este mes se presentd la mayor diversidad de cianotoxinas
con las concentraciones mostradas en la Tabla 2. Los valores de mi-
crocistinas en algunos casos sobrepasan los limites establecidos por la
OMS para agua potable (1 pg L") e incluso para el agua usada con fines
recreativos (24 pg L™).

DISCUSION

La exposicion de embriones de D. rerio a extractos crudos acuosos
obtenidos a partir de biomasa fitoplanctonica de seis sitios del em-
balse de Valle de Bravo permitio evaluar los efectos producidos por el
contenido celular masivo de todos los fitoplanctontes presentes. Esto
es importante debido a que en ocasiones hay diferencia en la toxici-
dad que produce el extracto crudo de una cepa en especifico, o de
cianotoxinas purificadas o incluso también es diferente a la exposicion
directa de la biomasa fitoplanctonica, por lo que el realizar bioensayos
con los extractos crudos acuosos de toda la biomasa permitio simular
las condiciones naturales a las que podrian enfrentarse los organismos
después de la degradacion de un florecimiento algal o cianobacterial
nocivo (Lopez-Cortes et al., 2015, Sulgius et al, 2017). Los resultados
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Figura 3. Porcentaje de efectos letales (embriones coagulados), subletales (cola curveada, edema y pigmentacion modificada) y teratogénicos, registrados en em-
briones y larvas de Danio rerio expuestos a diferentes concentraciones de extractos crudos acuosos de biomasa fitoplanctonica colectada en seis estaciones de
muestreo en el embalse de Valle de Bravo durante los meses de marzo a diciembre de 2019.

mostrados permitieron observar que estos extractos acuosos produjeron
diferentes tipos de respuesta en D. rerio, incluyendo tanto efectos en
la eclosion como dafios en el desarrollo, que pudieron relacionarse con
la presencia de cianotoxinas, cuya concentracion vario a lo largo del
periodo de observacion y entre las estaciones de muestreo.

La tasa de eclosion de los huevos de D. rerio se inici6 a partir de las
72 horas. Se ha reportado que las larvas de D. rerio pueden eclosionar
hasta los 5 dias después de la fertilizacion, dependiendo de las condi-
ciones a las que estén expuestos (OECD, 2013). Aun cuando Zhan et al.
(2020), sefialan que la exposicion a la cianotoxina MC-LR puede ace-
lerar la eclosion larvaria ya que promueve el desarrollo prematuro, en
nuestro caso el inicio de la eclosion puede considerarse como normal.

Oberemm et al. (1997) expusieron embriones de pez cebra a la mi-
croscistina MC-LR (0.5, 5y 50 pg L") y a extractos crudos de biomasa
provenientes de los lagos Miiggelsee y Wannsee en Alemania, en los
cuales se reporto la presencia de Microcystis aeruginosa 'y Aphanizo-
menon flos-aquae; ellos encontraron que la exposicion a los extractos
crudos ocasioné efectos negativos en los embriones, como desarrollo
tardio, malformaciones, hemorragias en zona pericardica, disminucion
en la circulacion, edemas y cola curveada, por lo que los autores aso-
cian los efectos negativos a las cianotoxinas y al incremento de las
acciones sinérgicas entre las toxinas y otros metabolitos secundarios
intracelulares. Estos efectos fueron similares a los observados en nues-
tro estudio.

Posteriormente Oberemm et al. (1999) evaluaron los efectos de las
microcistinas -LR, -RR, -YR y saxitoxina (SXT) en concentraciones de
0.5, 5y 50 pg L' en embriones de D. rerio y del anfibio Ambystoma
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mexicanum demostrando que la exposicién a microcistinas no tuvo
efectos sobre los organismos. Sin embargo, la MC-LR disminuy6 la
tasa de sobrevivencia, el desarrollo embrionario y el crecimiento de las
larvas en concentraciones bajas (0.5 pg L), resultado que es similar a
lo encontrado en esta investigacion. Aqui se detecto la presencia de las
microcistinas MC-LR, MC-YR y MC-LA en los meses de marzo a mayo
y en diciembre, en los cuales la tasa de eclosion estuvo mas afecta-
da, especificamente en las concentraciones mas bajas aqui ensayadas
(0.01y 0.1 mg L"). De acuerdo con Li et al. (2011), la exposicion a MC-
LR purificada disminuyd la tasa de eclosion en D. rerio, lo cual coincide
con lo reportado en esta investigacion debido a que en los meses de
junio a agosto se registrd la presencia de MC-LR, que esta asociada con
la disminucion en el porcentaje de eclosion acumulado.

La falta de relacion de varios de los efectos aqui registrados con
la concentracion de biomasa fitoplanctonica ensayada, en la que se
tenia predominio de cianobacterias (Martinez-Jerénimo, et al., 2022),
puede explicarse como la posible interaccion de las cianotoxinas y
otros metabolitos secundarios producidos tanto por las cianobacterias
(Beversdorf et al., 2018; Roegner et al., 2019) como por las microalgas
presentes. Esto pudo dar lugar a fendmenos de antagonismo entre dife-
rentes moléculas con actividad biol6gica, produciendo resultados como
los observados, debido a que en varios casos los mayores efectos se
registraron en las menores concentraciones de biomasa fitoplanctonica
del embalse VB.

Palikova et al. (2003, 2007) expusieron huevos de carpa comun
(Cyprinus carpio) a diferentes concentraciones de biomasa cianobac-
terial provenientes de lagos de Republica Checa, en los que se iden-
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tificd a las cianobacterias Aphanizomenon, Planktothrix, Microcystis y
Anabaena flos-aquae, como especies productoras de microcistinas, ci-
lindrospermopsina, anatoxina y saxitoxina. Estos autores reportan dis-
minucion en el oxigeno disuelto en el medio, retraso en la tasa de eclo-
sion, mortalidad y efectos subletales en los organismos expuestos a la
concentracion de 250 pg L. Comparando con lo obtenido en nuestra
investigacion, la concentracion utilizada por estos autores es igual a la
aqui usada, y aqui documentamos diversos efectos subletales y terato-
génicos, ademas de disminucién en la pigmentacion corporal y ocular.

En el embalse de Valle de Bravo se han registrado cantidades
significativas de solidos disueltos totales, incluyendo iones metalicos
(Arias-Rodriguez et al., 2020), los cuales en presencia del contenido
celular liberado por la degradacion bacteriana pueden incrementar
los efectos negativos en los organismos expuestos. Wei et al. (2020)
reportan el efecto conjunto de MC-LR y cobre en embriones de pez
cebra, indicando que la exposicion a ambos no afecto la eclosion, pero
que el resultado se debid a un efecto de hormesis, es decir que las
concentraciones bajas estimularon la eclosion de las larvas; esto favo-
recid la proliferacion celular en concentraciones bajas, mientras que en
concentraciones altas se observd una inhibicion. En nuestra investiga-
cion se obtuvieron resultados contrarios a los mencionados, ya que a
menores concentraciones de biomasa fitoplanctonica (0.01, 0.1y 1 mg
L") se registraron porcentajes de eclosion bajos o nulos a las 72 horas
principalmente en los sitios 1,2y 3, lo cual no sdlo esta relacionado con
la presencia de florecimiento cianobacterial, sino que pudiera incluir
ademas otros estresores quimicos provenientes de los rios tributarios
al embalse de Valle de Bravo.

Los efectos subletales en D. rerio se presentaron principalmente
en marzo, mayo, julio, agosto y octubre siendo los mas representativos
los edemas pericardicos y cola curveada. Esto podria ser similar a lo
reportado por Jonas et al. (2015), quienes evaluaron los efectos por
exposicion a biomasa fitoplanctonica y reportaron que estos efectos se
asociaron principalmente a la presencia de cianotoxinas en los extrac-
tos crudos y su interaccion con receptores neuronales o canales ioni-
cos. Uno de los efectos mas frecuentes a partir de mayo y que alcanzo
un maximo en agosto, fue la disminucion en los patrones normales de
pigmentacion observados a partir de las 48 y hasta las 96 h de incuba-
cion. Si bien los embriones de D. rerio despliegan estos patrones entre
las 30 y 72 hpf (Raible et al., 1992), el desarrollo de los cromatéforos
depende de células primordio de las células pigmentarias derivadas
de la cresta neural, las cuales se desarrollan en el sistema nervioso
periférico durante la embriogénesis. Las células pigmentarias tienen
la capacidad de responder a las alteraciones ambientales, asi como a
los cambios fisioldgicos y a diferentes patologias (Fujii, 1993; Parichy
& Spiewak, 2015), por lo que se puede asumir que las alteraciones
en pigmentacion son consecuencia de la exposicion a sustancias cau-
santes de estrés quimico en los extractos crudos evaluados, que muy
probablemente sean las cianotoxinas identificadas.

Ghazali et al. (2009), Dao et al. (2013) y Jia et al. (2019) expusieron
embriones de D. rerio a extractos crudos de biomasa fitoplanctonica
de sitios de importancia econdmica, turistica y para el abastecimiento
del recurso hidrico, como el embalse Lalla Takerkoust en Marruecos,
lago Dau-Tieng en Vietnam y el lago Taihu en China, respectivamen-
te. Ellos encontraron alteraciones en la tasa de eclosion de los orga-
nismos, efectos subletales como edemas en zona pericardica y en el
saco vitelino, curvatura del eje espinal, disminucion o ausencia de la
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pigmentacion y malformaciones teratogénicas. Algunas cianotoxinas,
como metabolitos secundarios contenidos en los extractos crudos, ge-
neran neurotoxicidad, afectando principalmente la actividad de la ace-
tilcolinesterasa, la cual impacta de manera negativa en el desarrollo,
fisiologia y comportamiento de los peces. Una de estas toxinas pre-
sente en los extractos crudos aqui ensayados es la anabaenopeptina,
que actta como estresor quimico del sistema nervioso. No obstante,
Falfushynska et al. (2021) mencionan que este metabolito secundario
no ocasiona efectos en D. rerio, ya que, al no ser dafiina en concentra-
ciones ambientalmente relevantes, su toxicidad puede ser potenciada
por la presencia de otras cianotoxinas, como microcistinas o cilindros-
permopsinas. En el caso de extractos acuosos de cepas toxigénicas de
Microcystis aeruginosa se observo que otros metabolitos secundarios
diferentes a las toxinas producen teratogénesis y dafios morfoldgicos
en D. rerio (LOpez-Vargas et al., 2018).

Las cianotoxinas producen estrés oxidativo, apoptosis celular, dafio
en DNA (Zegura et al., 2011, Novakova et al., 2012), braquicardia y
formacion de edemas y hemorragias en region pericardica (Wang et
al., 2020), inhiben los procesos de desintoxicacion de xenobidticos,
ocasionan degradacion del citoesqueleto y generan neurotoxicidad y
hepatotoxicidad (Fawell et al., 1993; Gehringer, 2004; Cao et al., 2019;
Falfushynska et al., 2021). Todos estos son efectos que varian depen-
diendo de la concentracion a la que se expongan los organismos. En
nuestro caso se pudo documentar una gama amplia de respuestas,
incluyendo algunas extremas como las mostradas en la Fig. 4, pese a
que las cantidades de cianotoxinas en la mayoria de los casos tuvieron
registros relativamente bajos (mg L™). Algunas de las toxinas reporta-
das son consideradas como muy toxicas, y pueden producir efectos
aun en relativa corta exposicion, por lo que los resultados aqui mostra-
dos reflejan plenamente las consecuencias potencialmente negativas
para la biota acuatica.

En el embalse de Valle de Bravo se registro la presencia de anabae-
nopeptinas A y B durante los meses de marzo a noviembre. Lenz et al.
(2019) hacen mencion que estas cianotoxinas son inhibidores de seri-
na-proteasas encargadas de la regulacion de factores de crecimiento y
que se encuentran involucradas en procesos fisioldgicos, asi como de
proteinas fosfatasas relacionadas con el desarrollo embrionario de los
organismos, por lo que es posible que algunos de los efectos observa-
dos hayan sido consecuencia de la exposicion a estas toxinas.

Uno de los efectos letales documentados en esta investigacion fue
la coagulacion de los huevos a las 24 horas, asi como el desarrollo
tardio que condujo a la muerte de los embriones. Esto se observd en
mayor proporcion en las concentraciones de 0.01, 0.1y 1 mg L prin-
cipalmente en abril y en particular en las estaciones 1 y 6. Honkanen
et al. (1990), asi como Dittmann et al. (2012) mencionan que la dis-
minucion en la tasa de eclosion y desarrollo de los organismos esta
relacionada con el efecto de la microcistina-LR y la nodularina, que
inhiben la actividad de las fosfatasas 1 y 2A, implicadas en el desa-
rrollo embrionario. Asi mismo, Roegner et al. (2019) mencionan que la
mortalidad a las 24 hpf esta relacionada con la exposicion a anatoxinas
y otros metabolitos secundarios que afectan el desarrollo embrionario
(Todd and Van Leeuween, 2002; Sisman et al., 2008).

De mayo a septiembre se incrementd el desarrollo de floraciones
cianobacteriales nocivas relacionadas con un gran biovolumen ciano-
bacteriano (Martinez-Jerénimo et al., 2022), lo cual coincide con las
concentraciones de cianotoxinas registradas, que fueron significativa-
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mente mas altas que en los otros meses. Esta observacion coincide
con lo reportado por Martinez-Romero et al. (2002) y Alillo-Sanchez
et al. (2014) quienes mencionan que la concentracion de cianotoxinas
dentro del embalse de Valle de Bravo se incrementd en junio. Cuando
la profundidad del embalse disminuye en mayo y junio, podria favo-
recer el desarrollo de FCNs (Merino et al., 2003). En contraste, en no-
viembre y diciembre los florecimientos fueron menores y también se
redujo la concentracion de cianotoxinas. Esto coincide con lo reportado
por Figueroa-Sanchez et al. (2014), quienes registraron disminucion
en la cantidad de microcistinas de octubre a diciembre, mientras que
Arias-Rodriguez et al. (2020) mencionan que en noviembre y diciembre
observaron una mayor transparencia en el agua, comparado con los
otros meses del afio. Este fendmeno también esta relacionado con el
periodo de mezcla en el embalse, lo que pudo incrementar la calidad
del agua. De acuerdo con la USEPA (2014) existe una serie de factores
ambientales y de la calidad del agua que favorecen el desarrollo y la
frecuencia de los FCNs y por tanto la diversidad y concentracion de
las diferentes cianotoxinas que pueden estar presentes en la columna
de agua. Dentro de los parametros, se considera la temperatura del
agua, profundidad del cuerpo de agua, precipitacién anual y época del

24 hpf

48 hpf

EFECTOS
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afo, siendo verano cuando se reporta una mayor abundancia de FCNs.
También influyen, el pH, flujo de agua (es decir si se trata de un cuerpo
lentico o lotico) y la disponibilidad de macronutrientes, como nitrégeno
y fosforo.

En el afio 2012, CONAGUA reportd la presencia de Microcystis,
Anabaenay Lyngbya en el embalse de Valle de Bravo, que son algunas
de las principales productoras de hepatotoxinas, neurotoxinas y der-
matoxinas. Posteriormente Ramirez-Garcia y Chicalote-Castillo (2021)
implementaron en la cortina del embalse de Valle de Bravo (sitio 1)
un sistema de humedales artificiales usando las macrdfitas Phragmi-
tes australis y Schoenoplectus sp. con el propésito de monitorear la
presencia y distribucion de cianobacterias con potencial toxigénico y
su relacion con factores fisicoquimicos. Como resultado reportaron 9
especies de cianobacterias potencialmente toxigénicas, entre las que
destaca Microcystis aeruginosa, Aphanizomenon yezoense, Pseuda-
nabaena mucicola, Anabaena planctonica y Planktothrix agardhii. En
nuestro periodo de estudio se reportaron estas y otras especies toxi-
génicas con valores de biovolumen muy elevado (Martinez-Jerénimo et
al., 2022), lo que destaca su potencial toxigénico.

Figura 4. Embriones y larvas de Danio rerio después de ser expuestos a extractos crudos acuosos de biomasa fitoplancténica del embalse de Valle de Bravo. (A)
Embrién-24 hpf, (B) Embrion-48 hpf. (C) Larva-72 hpf. (D) Larva eclosionada-96 hpf. (E) Embrion con disminucion en la pigmentacion-48 hpf expuesto a 100 mg
L (F) Larva con cola curveada-72 hpf en 0.1 mg L' (G y H) Larvas con edema pericardico y en saco vitelino-72 hpf en concentraciones 1y 100 mg L™ (I) Embrién
coagulado-24 hpf expuesto a 100 mg L' (J) Larva con malformaciones en region caudal-72 hpf expuestaa 1 mg L' (K) Larva con malformacion en region cefalica y
caudal-96 hpf. (L) Larva con malformacion en region cefélica-96 hpf, ambas observadas en la concentracion 100 mg L.
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En el periodo de este estudio, Martinez-Jeronimo et al. (2022) re-
gistraron florecimientos a lo largo del afio, identificando 75 especies
fitoplanctonicas, pero con presencia principal de cianobacterias, clo-
roficeas y diatomeas, siendo siempre las cianobacterias el grupo do-
minante en términos de biomasa. Estos autores también determinaron
que la maxima concentracion total de microcistinas se registro de julio
a septiembre, con un valor maximo de 71 pg L™ que estuvo relacionada
con un mayor biovolumen de las cianobacterias M. smithii, M. aerugi-
nosa, M. viridis, M. flos-aquae, Aphanocapsa planctonica, y Dolichos-
permum crassum.

Un factor determinante en la presencia o ausencia de cianobacte-
rias como grupo dominante en el fitoplancton en la columna de agua es
la intensidad de la luz solar y las horas de iluminacion. Estudios como
los de Song et al. (2007), Everson et al. (2009), Kurtz et al. (2021) y Ren
et al. (2021) demostraron que, en la zona superficial se encontré una
menor concentracion de cianotoxinas, a diferencia de la zona del hipo-
limnion en donde la concentracion fue mayor. Si bien las cianotoxinas
se encuentran distribuidas en toda la columna de agua, la concentra-
cion de las mismas estara relacionada con la temperatura del agua
y la incidencia de luz. Asimismo, el incremento en la conductividad y
turbidez asociada a la presencia de solidos disueltos totales, asi como
la disminucion de oxigeno disuelto, favorecen la presencia de las cia-
nobacterias y sus correspondientes metabolitos. De acuerdo con los
resultados obtenidos por Martinez-Jerénimo et al. (2022), en los meses
de mayo a octubre se observo un incremento en estos parametros,
coincidiendo con que fueron los meses en que se reportd una mayor
cantidad de efectos subletales en embriones y larvas de D. rerio en el
presente estudio.

Los efectos letales y subletales aqui registrados ocurrieron en la
mayoria de los casos en porcentajes relativamente bajos y sin aparente
relacion proporcional con las concentraciones de biomasa evaluados ni
con los niveles de cianotoxinas detectados, aunque no se puede des-
cartar el efecto de otros metabolitos con actividad biologica contenidos
en el extracto crudo de la biomasa. La condicion de eutrofizacion del
embalse, con florecimientos permanentes dominados por cianobacte-
rias, propiciaron que, en general, la calidad del agua durante casi todo
el afio fluctué de mala a muy mala, excepto por abril (que fue regular) y
solo en diciembre fue buena (Martinez-Jerénimo et al., 2022). Suman-
do todos los factores anteriores, no se pueden descartar consecuencias
negativas para la salud humana, pues este embalse suministra agua
potable a través del Sistema Cutzamala a una parte del area metropoli-
tana de la Ciudad de México, y esta documentado que en los procesos
convencionales de potabilizacion del agua las cianotoxinas no se elimi-
nan (Smith et al., 2015), por lo que la presencia de estos metabolitos
secundarios requiere la implementacion de procesos avanzados trata-
miento del agua para lograr su eliminacion (Kulabhusan et al., 2024).

Las descargas de los rios tributarios, que contienen agroquimicos y
fertilizantes, se suman a los efluentes de la poblacion y a las descargas
de la actividad turistica, en su conjunto aportan al embalse nutrientes
minerales, agroquimicos y otros estresores quimicos, como detergen-
tes. En particular los aportes de fosforo promueven la condicion eutrofi-
cay el desarrollo permanente de FCNs. El monitoreo ambiental, y sobre
todo la determinacion de la riqueza especifica en el fitoplancton per-
mitiria identificar la presencia y frecuencia de ocurrencia de especies
potencialmente tdxicas en este cuerpo de agua eutrofizado, y estimar
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la duracion de los FCNs a fin de prevenir de riesgos potenciales a la
poblacion humana (Sha et al., 2021).

En este estudio la presencia de cianobacterias toxigénicas, asi
como la sintesis y potencial liberacion de cianotoxinas al medio, (for-
zada a partir del rompimiento de la biomasa), se relaciond con los re-
sultados de la determinacion y cuantificacion de cianotoxinas, y fue
la principal causa de los efectos toxicos en los embriones de D. rerio
aqui documentados. Estos datos permiten alertar sobre efectos poten-
cialmente dafiinos sobre la biota acuatica local y desde luego también
sobre el uso del recurso hidrico para el abastecimiento de agua potable
para consumo humano, no sélo por la presencia confirmada de cianoto-
xinas sino también por los efectos toxicos determinados en los estadios
tempranos del desarrollo de D. rerio. Cabe mencionar que Danio rerio
es un organismo utilizado en bioensayos toxicologicos no solo por su
facil reproduccion y manejo, sino también por la similitud de su genoma
con el genoma humano (de Souza Anselmo et al., 2018); sin embargo,
la respuesta toxica que se registrd en los peces ante la exposicion a
los extractos crudos fitoplanctonicos no seria la misma que en los hu-
manos. No obstante, nuestros hallazgos permiten demostrar que existe
una respuesta bioldgica negativa producida por la presencia de toxinas
en los FCNs en el embalse de Valle de Bravo.

La evaluacion toxica de los extractos crudos acuosos obtenidos de
la biomasa fitoplanctonica colectada de marzo a diciembre de 2019,
permitié comprobar dafios en estadios tempranos del desarrollo de D.
rerio que se relacionaron con la presencia de toxinas y otros meta-
bolitos contenidos intracelularmente en los fitoplanctontes. A lo largo
del periodo de estudio, el fitoplancton estuvo dominando por ciano-
bacterias, varias de ellas identificadas por su potencial toxigénico. La
identificacion y cuantificacion de cianotoxinas en muestras de agua
del embalse confirm¢ el potencial toxigénico de las cianobacterias y
se relaciond con las afectaciones observadas en la eclosion, asi como
efectos subletales, letales y teratogénicos en D. rerio.

Dada la importancia del embalse de Valle de Bravo para el sumi-
nistro de agua potable para parte de la poblacién del Area Metropoli-
tana del Valle de México, se deben adoptar medidas que coadyuven a
revertir el estado eutréfico del embalse, para evitar la proliferacion de
cianobacterias toxigénicas y la sintesis y liberacion de cianotoxinas y
otros metabolitos secundarios con actividad bioldgica.
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RESUMEN

Antecedentes. A lo largo de las costas del Golfo de México (GM), la especie Mugil curema o liseta blanca es
de interés comercial, sin embargo, a pesar de su importancia, el conocimiento de su ciclo reproductivo al sur
del GM es muy escaso y es necesario para planificar su manejo pesquero y explotacion racional. Objetivo.
Describir el ciclo de maduracion y la proporcion sexual de M. curema en dos localidades del sur del GM:
Laguna de Alvarado (AL) y Puerto Ceiba (PC) y comparar con estudios previos realizados en la zona norte del
GM. Métodos. Se obtuvieron 616 especimenes (298 en AL y 318 en PC) en un ciclo anual con recolectas
sincronicas mensuales. Resultados. Las hembras y machos de M. curema alcanzan la maduracion sexual
(L,,) con un tamario medio de 33.26 y 34.41y 30.02 y 30.74 cm de longitud total para AL y PC, respectiva-
mente. En PC el desove ocurre practicamente durante todo el afio de septiembre a junio con maximos de
enero-junio, en AL ocurre entre diciembre-abril. Los organismos con talla minima de desove para hembras y
machos fueron de 27.8 y 26.3 cm y 27.8 y 25.6 cm de longitud total para AL y PC, respectivamente. El indice
Gonadosomatico fue buen indicador, coincidiendo los valores maximos (entre 20 a 25) en meses con mayor
desarrollo gonadal. La relacion hembras/machos fue de 1:0.6 y 1:0.5 para AL y PC, respectivamente. El pico
maximo de desove en las zonas norte y sur del GM son similares, pero en el sur el desove se extiende mas
tiempo. Gonclusion. El desove difiere entre las dos localidades en que en PC se presenta todo el afio (excepto
julio) mientras que en AL el desove se presenta de diciembre a abril. La proporcion hembra/macho favorecio
a las hembras en ambas localidades.

Palabras claves: desove; lagunas costeras; lebrancha; Mugil, pesquerias; reproduccion.

ABSTRACT

Background. Along the coasts of the Gulf of Mexico (GM), the species Mugil curema or white mullet is of
commercial interest, however, despite its importance, knowledge of its reproductive cycle at the south of the
Gulf of Mexico is very scarce and is necessary to plan its fisheries management and rational exploitation.
Goals. Describe the maturation cycle and sexual ratio of M. curema in two localities in the southern GM:
Laguna de Alvarado (AL) and Puerto Ceiba (PC) and compare them with studies from the north of the GM.
Methods. A total 616 specimens were obtained (298 in AL and 318 in PC) in an annual cycle with monthly
synchronous collections. Results. Females and males of M. curema reach sexual maturation (L,;) with an
average size of 33.26 and 34.41 and 30.02 and 30.74 cm in total length for AL and PC, respectively. Spaw-
ning in PC occurs practically throughout the year from September to June with maximums in January-June,
while in AL between December-April. Organisms with minimum spawning size for females and males were
27.8 and 26.3 cm and 27.8 and 25.6 cm in total length for AL and PC, respectively. The Gonadosomatic In-
dex was a good indicator, with the maximum values (between 20 and 25) coinciding in months with greater
gonadal development. The female/male ratio was 1:0.6 and 1:0.5 for AL and PC, respectively. The maximum
spawning peak in the northern and southern zones of the GM are similar, but in the south spawning extended
longer. Conclusion. Spawning differs between locations, in PC occurs all year round (except July) while in AL
spawning occurs from December to April. The female/male ratio favored females in both locations.

Key words: coastal lagoons; fisheries; Mugil, reproduction; spawning; white mullet.
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INTRODUCCION

Mugil curema Valenciennes 1836, cominmente conocida como lebran-
cha, liseta o lisa blanca, es una especie de importancia comercial y
ecoldgica que habita en las regiones costeras del Atlantico america-
no desde Nueva Escocia, Canada, hasta el sur de Argentina (Gonza-
lez-Castro & Ghasemzadeh, 2016).

Los ambientes estuarinos y las zonas costeras poco profundas son
esenciales para la reproduccion de M. curema. Estas areas presentan
condiciones ideales en términos de salinidad, temperatura y disponibi-
lidad de alimento para las crias. Durante el desove, grandes agregacio-
nes de esta especie se retnen, y tras la fertilizacion, los huevos y larvas
son transportados por las corrientes hacia zonas con condiciones ade-
cuadas para su desarrollo (CNP, 2023).

En diversas zonas del Golfo de México (GM) la lisa blanca muestra
variacion en la forma del cuerpo y en la forma de las escamas, se
ha planteado la hipotesis de que esta diversificacion puede estar
influenciada por diferencias en la época reproductiva (Ibafiez-Aguirre
& Lleonart, 1996; Ibafiez et al., 2006), la cual se ha observado esta
relacionada con la temperatura del agua (Ibafiez & Gutiérrez-Benitez,
2004). En areas cercanas al meridiano ecuatorial, M. curema presenta
reproduccion continua durante todo el afio con dos picos de desove,
mientras que, en zonas mas nortefias, alrededor de los 22° N, solamente
hay un periodo de desove (Ibafiez & Colin, 2014).

La historia de vida de M. curema parece ser mas compleja que
como se describio inicialmente, por ejemplo, de acuerdo con el analisis
micro-quimico del nucleo de otolitos, la zona de crianza no corresponde
con los sitios de captura de los adultos (Avigliano et al., 2020a). Los
patrones migratorios estuarinos son los mas comunes y se plantea la
posibilidad de que esta especie lleve a cabo el desove en zonas es-
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tuarinas y no solamente en la zona marina como se habia pensado
anteriormente (Avigliano et al., 2020b).

Mugil curema es de gran relevancia ecoldgica y econémica tanto
en el GM como a lo largo de todo el Caribe (Marin & Dodson, 2000;
Ibafiez-Aguirre & Gallardo-Cabello, 2004), por lo que el conocimiento y
comprension de sus caracteristicas reproductivas es fundamental para
disefiar estrategias de conservacion y manejo adecuadas. Asimismo,
para la preservacion de su habitat y la regulacion de las actividades
pesqueras relacionadas para asegurar la continuidad y la viabilidad
pesquera de esta especie.

Dada la importancia pesquera de la especie se requiere incremen-
tar su conocimiento, asi el objetivo de este estudio es analizar, describir
y comparar la reproduccion y época de desove de M. curema en dos
sistemas costeros del sur del GM, en la Laguna de Alvarado (AL), Vera-
cruz y en Puerto Ceiba (PC), Tabasco, y contrastar con las temporadas
reproductivas entre la zona norte del GM.

MATERIALES Y METODOS

Las recolectas de M. curema se obtuvieron de capturas comerciales en
las riberas de AL (18°48' - 18° 43" N 'y 950 52' - 950 43' W) y en PC
(180 25" - 18° 21" Ny 930 13' - 930 07" W) (Figs. 1a 'y 1b). En ambas
localidades los pescadores artesanales emplean redes comerciales,
con trasmallos de entre 2 ¥2'y 2 3/4 de pulgada: (6.3 y 7 cm), en AL
los trasmallos son en promedio 500 m de largo por 3 de profundidad,
mientras que en PC de 700 m de largo y 6 de profundidad. Las recolec-
tas fueron mensuales y simultaneas de enero a diciembre del 2018. Los
ejemplares fueron identificados siguiendo la clave taxonémica de Harri-
son (2002). Se obtuvieron los siguientes datos: longitud total (LT) en cm,
peso total (PT), peso eviscerado (PE) y peso de las gonadas (PG) en g.
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Fig. 1. Zonas de colecta en el Golfo de México. Laguna de Alvarado, Veracruz (a) y Puerto Ceiba, Tabasco (b). Circulos negros son las zonas de desembarco.
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Los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas, para
realizar un Analisis de Varianza paramétrico, fueron probados con las
pruebas de Shapiro-Wilks y Tukey respectivamente (Sokal & Rholf,
1995; Zar, 2010). Si los datos de longitud total no presentaron normali-
dad ni homogeneidad de varianzas, para la comparacion de medias en-
tre los factores localidad, estacion del afio, sexo y estadios gonadicos,
se realizd un andlisis de varianza por permutaciones ADONIS usando
el paquete “vegan” (Oksanen, 2017). Asi mismo, las diferencias entre
pares fueron realizadas con un analisis post-hoc F por permutaciones
utilizando el paquete “RVAideMemoire del programa R (R Core Team,
2019; Hervé & Hervé, 2020).

El sexo y el estado de madurez sexual se determinaron in visu en
616 especimenes (298 para AL y 318 para PC) siguiendo la clave de
Diaz-Pardo y Hernandez-Vazquez (1980) que se describe como: Estadio
I: son peces juveniles en los que el sexo no es posible de identificar
macroscopicamente, las gonadas son filamentos alargados menores
a 2 mm de diametro; Estadio II: las gonadas ocupan 1/3 de la cavidad
abdominal, los ovarios son rosados y los testiculos blancos; Estadio
Il las génadas ocupan entre la 1/2 a 3/4 de la cavidad abdominal, los
ovocitos no estan individualizados y son amarillos y los testiculos son
blancos; Estadio IV, estadio pre-desove, las gonadas ocupan entre 3/4 a
toda la cavidad abdominal y los ovocitos estan individualizados; Estadio
V: es el estadio de desove donde las génadas ocupan toda la cavidad
abdominal y los ovocitos y el semen se liberan apretando la zona ven-
tral del cuerpo; Estadio VI: post-desove, las gonadas se presentan laxas.
La longitud total de la primera madurez sexual se determind usando
50% de la frecuencia acumulada (L) para hembras y machos por se-
parado en estadios de madurez IV a VI. Adicionalmente, se estimo “la
talla de la primera maduracion sexual” como “la minima longitud de
desove”. El valor de L, talla media de madurez que es la probabilidad
de que el 50% de los individuos sean maduros sexualmente, se calculd
sobre los datos binomiales de madurez sexual (0 inmaduro, 1 maduro)
ajustando una curva logistica Y = [1 + @] de acuerdo a Vazzoler
(1996); donde “Y” es la proporcion de individuos maduros y “x” es la
longitud total en cm. La L., se calculd a partir del modelo resultante
como -a/b. El modelo se ajusto utilizando regresion no lineal por mini-
mos cuadrados. Los intervalos de confianza de L, fueron calculados a
través de Bootstrap (Ogle, 2016). Las comparaciones estadisticas entre
las curvas logisticas para los diversos pares fueron calculadas a partir
de una distribucion chi-cuadrada, X?, (Ogle, 2016).

También se estimd la proporcion de sexos [(Proporcion de hem-
bras = nimero de hembras / total de individuos) * 100; Proporcion de
machos = 100 — proporcion de hembras)]. Se calculd el indice gonado-
somatico (IGS) para hembras y machos en ambas zonas de recolecta
siguiendo a Hun-Han (1978), donde el peso de la génada (PG) se expre-
sa como funcion del peso eviscerado total del cuerpo (PE): IGS = 100
x (PG/PE). Si los datos no mostraran normalidad con el test Omnibus,
se empleara la Anova de un factor de Kruskal-Wallis (Zar, 2010), propo-
niendo la hipétesis nula como la ausencia de diferencias significativas
(p<0.05) entre los valores mensuales del IGS. En los casos en los que
la hipétesis nula fue rechazada, el andlisis maltiple no paramétrico de
Dunn’s fue empleado.
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RESULTADOS

La longitud total (LT) mostrd diferencias significativas entre localidades
(p = 0.004), sexos (p = 0.004) y estadios (p = 0.004). Al menos para
machos de AL y machos y hembras de PC se observa que las mayores
tallas promedio estan asociadas a hembras en PC de los estados de
madurez gonadica V y VI (Tabla 1).

Las gonadas de M. curema se pueden diferenciar visualmente, ex-
cepto en individuos jovenes que nunca han desovado cuyas goénadas son
solamente unos filamentos con organismos con tallas de 28.0 + 1.6y
29.8 = 4.2 cm LT para AL y PC, respectivamente (Tabla 1). Los ovarios
son cilindricos y, cuando maduran, los ovocitos son faciimente recono-
cibles con un color amarillo intenso. Los testiculos son alargados, blan-
quecinos con peso promedio de 5.4 + 2.5 g en organismos de estadio
de madurez lll en AL, y de 5.5 + 3.0 g y en los especimenes de PC. Las
gonadas de hembras pesan 40.0 + 10.3 g para organismos en estadio V
(estadio de desove) para AL, y de 50.9 + 16.5 g para PC (Tabla 1).

La variacion mensual en la frecuencia relativa de los estadios de
maduracion de las gonadas en AL indica que solo se presentaron ejem-
plares previtelogénicos y vitelogénicos, correspondientes a las etapas
I'y Il durante agosto, la fase Il esta presente todo el afio y las fases IV
(pre-desove), V (desove) y posdesove (VI) se presentan desde diciem-
bre hasta abril (Fig. 2a). La variacion mensual de los estadios de ma-
durez sexual para PC indico estadios pre-vitelogénicos (I y Il) durante
todo el afio con excepcion de marzo y noviembre. Los estadios IV y V
(pre-desove y desove, respectivamente), se presentaron todo el afo
exceptuando julio. El periodo de desove se lleva a cabo de septiembre
a junio con maximos de enero a junio (Fig. 2b). Por lo que se puede afir-
mar que M. curema en PC desova practicamente durante todo el afio.

Los valores méaximos de L., (34.41 cm LT) se presentaron en AL
siendo los machos los que obtuvieron dicho valor. En PC el valor gene-
ral de L, fue de 30.74 cm LT (Tabla 2). El valor minimo de L, fue para
las hembras en PC (30.02 cm LT). Cabe mencionar que el valor de L
para machos en la AL obtuvo también el intervalo de confianza mas
amplio con 12.64 ¢m de variacion (Tabla 2). Se observaron diferencias
significativas entre los valores de L., de ambas localidades y entre
hembras y machos en cada localidad (p < 0.001). No se observaron
diferencias significativas entre el L., machos y hembras en cada loca-
lidad (p > 0.05).

Para machos y hembras los valores del IGS mas bajos en AL se
observaron de julio (machos = 0.31 = 0.15, hembras = 2.21 + 4.56)
a noviembre (machos = 0.64 + 0.24, hembras= 124 + 1.14) (Fig. 3a).
Los valores mas altos tanto para machos como hembras se presen-
taron desde enero (machos = 2.83 = 1.35, hembras = 5.39 + 4.65)
a abril (machos = 2.77 + 1.85, hembras = 4.22 + 4.19) y diciembre
(machos = 1.42 + 1.27, hembras = 3.74 + 5.48), y coincide con la pre-
sencia de las fases IV y V (Fig. 3a). EI IGS mensual de las hembras tuvo
diferencias significativas entre enero y febrero (p = 0.001), marzo y
abril (p = 0.001), y entre julio, agosto, septiembre, octubre noviembre y
diciembre (Fig. 3a). En el IGS de los machos se observaron diferencias
significativas solamente entre agosto y septiembre (p = 0.001) y entre
noviembre y diciembre (p=.0001) (Fig. 3a).
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Tabla 1. Promedio = desviacion estandar de la longitud total (cm), nimero de individuos (en paréntesis) y peso de la gonada (g) de Mugil curema por
localidad, estadio y sexo. Las siglas indican diferencias significativas (p < 0.001). La descripcion de los estadios de madurez sexual se menciona

en el apartado de Material y Métodos.

Longitud total (cm)

Peso de la gonada (g)

Indiferenciado Hembra Machos Indiferenciado Hembra Machos
Laguna Alvarado 28 +1.6 (28) 31.6 2.1 (169) 30.0 +2.6 (101)
| 28 + 1.6 (28) 0.3+0.1
I 31.8+1.9 (64" 30.8 + 2.4 (49) 25+16 1.9+15
1l 30.6 + 2.4 (30) 28.4 +2.2(13) 123 +7.1 54+25
v 32.3+1.7(22) 28.1 = 1.7 (12)W 321+ 11 79+45
Vv 322 +23(22) 30+21(2) 40+10.3 13.5+6.6
] 31.3+2.3(31) 30.4 + 2.8 (25) 23+17 14+1.0
Puerto Ceiba 29.8 +4.2 (11) 33.8+3.1(211) 32.1 £ 3.2 (96)
| 29.8 +4.2 (11) 0.6+0.6
I 33.6 + 3.1 (24) 30.9+2.4(10) 41+23 3617
1l 32.3+2.8(35) 30.6 +2.9(22) 176 +135 55+3.0
v 33.3+29(37 31.3+3.1(9) 39.7+13.9 9172
v 34.8 +2.5 (43)W 32.9+0.0 (1)™ 50.9 +16.5 275+0
Vi 34.4+3.4(72) 33.1 £ 3.2 (54) 24+15 1.4+07

En PC el comportamiento del IGS fue similar al observado en AL,
con valores bajos de junio (machos = 0.84 + 0.85, hembras = 5.13 =
6.13) a diciembre (machos = 0.47 = 0.14, hembras = 1.83 = 4.12) y
valores altos de IGS de enero (machos = 2.58 + 2.09, hembras = 9.05
+ 5.79) a abril (machos = 2.26 + 1.61, hembras = 13.80 = 7.95), coin-
ciden con la presencia de las fases IV y V (Fig. 3b). El IGS mensual de las
hembras tuvo diferencias significativas entre febrero y marzo, marzo y
abril y entre octubre y noviembre (p = 0.001) (Fig. 3b). En el IGS de los
machos se observaron diferencias significativas entre febrero y marzo,
entre julio y agosto y entre agosto y septiembre (p = 0.001) (Fig. 3b).

La relacion total hembra: macho fue de 1:0.6 y 1:0.5 en AL y PC
respetivamente. En AL la mayoria de los meses la proporcion de hem-
bras fue mayor a la de los machos, la maxima proporcion de hembras se
observé durante enero (80.65%) y la minima durante octubre (63.16%,
Fig. 4). Solamente hubo diferencias significativas (p = 0.001) entre las
proporciones hembra: macho (1:1) durante enero, marzo y septiembre
a favor de las hembras. En PC, igualmente durante casi todo el afio la

Tabla 2. Valores de L., en cm y su intervalo de confianza basado en
Bootstrap para Mugil curema en las localidades muestreadas. Las si-
glas indican diferencias significativas (p < 0.001).

Intervalo de confianza

Localidad/sexo [ 2.5% 97.5%
Laguna Alvarado 34.41%¢ 32.42 35.45
Hembras 33.267H 31.92 35.19
Machos 34.41Pcm 31.85 44.49
Puerto Ceiba 30.74 29.26 314
Hembras 30.02 27.83 31.31
Machos 30.74 28.13 31.88

proporcion de sexos favorecid a las hembras, la maxima proporcion de
hembras fue durante enero (89.28%) y la minima en agosto (53.33%, Fig.
4). Se observaron diferencias significativas (p = 0.001) en la proporcion
hembra: macho (1:1) durante enero, febrero, marzo, abril y octubre.

DISCUSION

Los resultados del presente estudio muestran que M. curema desova
durante casi todo el afio en PC, Tabasco, mientras que en AL el desove
se restringe a la mitad del afio. El pico maximo de desove, en ambas
localidades, se presento a lo largo del invierno (diciembre, enero y fe-
brero), coincidiendo con lo reportado por otros autores para AL (Fran-
co-Lopez et al., 2014) y para el GM (Garcia, 1982; Ibafiez-Aguirre y Ga-
llardo-Cabello, 2004; Loran-Nufiez et al., 2008; Ibafiez y Colin, 2014).

Las diferencias en la proporcion sexual de hembras/machos pueden ser
atribuidas a distintos factores, entre ellas la mortalidad, el crecimiento, la lon-
gevidad, la actividad sexual, las tasas de migracion, zonas de crianza y deso-
ve (Wootton, 1992), o bien a una segregacion por grupos de edad o sexo. En
el género Mugil, generalmente los machos permanecen la mayor parte del
tiempo en zonas alejadas de la costa (Ould-Mohamed-Vall, 2004) asi que es
posible que puedan evadir las capturas pesqueras. Asi mismo, los machos
de M. curema muestran filopatria en el GM (Colin et al., 2024). Las propor-
ciones de sexo sesgadas también pueden indicar la posibilidad de alteracio-
nes ambientales dentro del habitat de la poblacion de peces. Por ejemplo, un
cambio de temperatura puede inducir la diferenciacion sexual (Budd et al.,
2015), mientras que algunos depredadores prefieren presas hembras sobre
machos o viceversa (McKellar & Hendry, 2011; Fryxell et al,, 2015). La conta-
minacion ambiental con hormonas también puede inducir cambios que pue-
den influir en la determinacion del sexo (Sanchez et al., 2011). Por otro lado,
el esfuerzo pesquero es mayor en las hembras por el alto valor comercial
que representan la “hueva” (gonadas) de esta especie lo que hace que las
hembras sean el principal objetivo durante la época reproductiva, aunque el

Hidrobiol6gica
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Fig. 2a. Variacion mensual de estadios de ovarios y testiculos en la Laguna de Alvarado para Mugil curema.

resto del afio se comercializa la carne. Adicionalmente, los mugilidos forman
cardiimenes para realizar migraciones con fines reproductivos entre el mar
y las zonas estuarinas (Riafio & Salazar, 1982; Blanco, 1983), en esta etapa
los hace mas vulnerables a su captura durante el periodo de desove (Ferrer-
Montafio, 1988).

Los valores del IGS para ambas localidades mostrd ser un buen
indicador de la temporada de desove, coinciden los valores mas altos
con los meses donde se presentd el desarrollo vitelogénico en las go-
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nadas. En M. curema los valores mas altos de IGS estan presentes en
los meses con gonadas en etapas vitelogénicas. Esto concuerda con la
relacion directa que se ha encontrado entre el IGS con las etapas de
madurez sexual. Los estudios reproductivos realizados en la mayoria de
las especies de mugilidos muestran cominmente que so6lo se presenta
un IGS maximo durante el afio, lo cual a su vez puede correlacionarse
con un dnico periodo de desove por afio (Gonzalez-Castro & Minos,
2016). Sin embargo, en el caso de M. curema en Brasil (Oliveira et al.,
2011) se han reportado dos picos del IGS (correlacionados con estadios
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vitelogénicos), igualmente se han reportado para Liza parsia en Ban-
gladesh (Rheman et al., 2002) y M. liza en Argentina (Gonzélez-Castro,
2007). En la laguna de Tamiahua, Ibafiez-Aguirre & Gallardo-Cabello
(2004) reportaron que el valor mas alto del IGS para M. curema fue
de 24, mientras que en este estudio los valores son de 22 en AL y
en PC de 25. Los valores mas bajos del IGS pueden atribuirse a la
contaminacion que impacta los ecosistemas lo que ha sido demostrado
experimentalmente empleando diferentes contaminantes en peces
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(Pereira et al., 1993; Kime, 1995; Mills et al., 2001). En las zonas de
estudio existen algunos estudios que evidencian tanto contaminantes
del petréleo como microbioldgicos (Guzman-Amaya et al., 2005; Wong-
Chang & Barrera-Escorcia, 2005; Zamudio et al., 2018). La presion
pesquera puede también estar influyendo en la disminucion del IGS,
cabe resaltar la dificultad en la recolecta de ejemplares de M. curema
particularmente para PC, Tabasco.
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Fig. 2b. Variacion mensual de estadios de ovarios y testiculos en Puerto Ceiba para Mugil curema.
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La L,, determinada para M. curema en ambas localidades es
mayor a las anteriormente reportado para otras localidades del GM,
donde la L, apenas supera los 27 cm de LT (Orozco-Alvarez, 1986;
Ibafiez-Aguirre & Gallardo-Cabello, 2004; Fernandez & Dias 2013). Esta
diferencia debe ser tomada con precaucion, hay variacion en la L, de-
bido al método de estimacion por lo que es especialmente importante
observar los intervalos de confianza (Ogle, 2016). Otra causa de estas
diferencias podria estar relacionadas con la selectividad de las artes
de pesca empleadas (Ozbilgin et al., 2010; Hailu, 2014; Makmur et al.,
2019).

Vol. 35 No. 2 2025

En ambas localidades se pudo observar que los machos madura-
ron a una talla menor que las hembras. El hecho de que los machos
sean sexualmente maduros a menor talla ha sido reportado para esta
y otras especies de mugilidos (Kendall & Gray, 2008). La talla media
de captura recomendada en la Norma Oficial Mexicana (NOM-016-
PESC-1994) para esta especie es de 26 cm LT y se pudo observar que
la talla minima de maduracion sexual en ambas localidades y para
ambos sexos es considerablemente menor, lo que nos lleva a pensar
que existe sobrepesca, esto ocasiona una disminucion en la capaci-
dad de reproduccion y recuperacion del recurso pesquero, afectando
el sustento de las comunidades costeras que dependen de su pesca.
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Tabla 3. Temporadas de desove de Mugil curema ordenadas latitudinalmente para diversas regiones del Golfo de México y del Atlantico Occidental.
En negro se sefialan las localidades en las que se encontraron meses con estadios reproductivos.

Zona Latitud Norte Autor (afio) EFMAMJJASOND
Sur de Texas, USA 27° 51’ Moore (1974)
Florida del Sur, USA 25° 57 Anderson (1957)
Laguna Madre, Tamaulipas 25°3’ Garcia (1982) .
Lagunas Madre y Tamiahua 25°3',21° 38" Ibafez & Colin (2014)
Occidente del Golfo de México 24°00° Caldwell & Anderson (1959)
Pueblo Viejo, Veracruz 22°171° Rivera-Bernal (1981)
Laguna de Tamiahua, Veracruz 22° 08’ Ibafiez-Aguirre & Gallardo-Cabello (2004)
Laguna de Alvarado, Veracruz 18° 46’ Franco-Lopez, et al. (2014)
Laguna de Alvarado, Veracruz 18° 46’ Presente estudio
Laguna de Sontecomapan, Veracruz 18° 31’ Loran-Nufiez et al. (2008)
Puerto Ceiba, Paraiso, Tabasco 18° 24’ Presente estudio

Como se menciond antes, en la zona norte del GM, el desove
sucede en un periodo mas estrecho, de enero a abril (Anderson, 1957;
Moore, 1974; Ditty & Shaw, 1996; Ibafiez & Colin, 2014). El desove mas
corto se relaciona con zonas mas nortefias del GM (cerca de los 22° N)
y a su vez, esta diferenciacion en el desove coincide relativamente con
la clasificacion de ecorregiones marinas propuesta por Spalding et al.
(2007), diferenciando la zona tropical de la zona templada. Los desoves
por encima o cercanos a 23° 26’ N se desarrollan en una sola temporada
durante el invierno e inicio de la primavera, mientras que por debajo de
esa latitud el desove se presenta durante un periodo mas prolongado
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a lo largo del afio (Tabla 3). Ditty y Shaw (1996) recolectaron la mayor
abundancia de larvas de M. curema de abril a mayo en la region noreste
del GM. Sin embargo, encontraron que las larvas ocurrieron sélo hasta
septiembre, coincidiendo con los meses de valores de temperatura
promedio mas altos de esa zona costera (~24.5°C con promedio de
26.3°C). Se ha demostrado experimentalmente que los juveniles de M.
curema se aclimatan mas rapido a las altas que a las bajas temperatu-
ras (Ciurcina & Chung, 1983; Segnini de Bravo et al., 1993), hecho que
confirma su preferencia tropical.

mHembras = Machos

Puerto Ceiba

Fig. 4. Proporcion mensual macho: hembra en Mugil curema, en las localidades muestreadas.
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Las épocas de desove en la zona norte y sur del GM muestran
valores maximos similares - de diciembre a abril-, sin embargo, en
las localidades surefias y en particular en PC, Tabasco, el desove se
presenta durante practicamente todo el afio de septiembre a junio con
maximos de enero a junio, mientras que en AL se presentd entre di-
ciembre y abril (Tabla 3).

Declaracion ética:

No se necesitd ningln permiso especial para recolectar la lisa blanca
puesto que todos los especimenes fueron recolectados en pesquerias
comerciales en embarcaciones que participan en la pesqueria con per-
miso de captura comercial. La manipulacion de los organismos se llevo
a cabo con el permiso de los pescadores.
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ABSTRACT

Background. Few studies exist of parasites of zooplanktonic organisms. This situation increases the odds to
discover new species of parasites, new types of parasitic interactions, and reports that increase the geogra-
phic distribution ranges worldwide. Ctenophores and siphonophores are relevant intermediary or paratenic
host of numerous marine endoparasites due their carnivorous habits. Goals. We report the parasitic interaction
between the metacercariae of didymozoids (Digenea) with a ctenophore and a siphonophore species based
on observations of alive gelatinous zooplankton in the Gulf of California. Methods. Zooplankton was collected
from 27 oceanographic stations during day and night using a standard Bongo net in an oceanographic cruise
carried out during June-July 2016 in the Gulf of California. Zooplankton was observed alive immediately after
collection. Results. We observed four ctenophore specimens of Pleurobrachia bachei (intensity of parasitism
= 2-3 parasites per host) and a siphonophore specimen of Muggiaea atlantica (intensity = 1) parasitized with
a total of nine metacercariae Didymozoidae morphologically identified as larval type Monilicaecum. Didymo-
zoids were found in two different sampling stations, and in three different microhabitats (pharynx, meridional
canal below of the ctene rows, and pharyngeal canal) in the P bachei and in the subumbrellar cavity of M.
atlantica. Gonclusions. We proposed that ctenophores and siphonophores act as alternative host in the life
cycle of didymozoids. Didymozoids infecting ctenophores and siphonophores are only know from the Atlantic
Ocean. We do the first record of didymozoid parasitizing ctenophores and siphonophores in the Gulf of Cali-
fornia, extending its distribution range from the Atlantic Ocean to the Pacific Ocean.

Keywords: Didymozoidae, metacercariae, Ctenophora, Siphonophora, Gulf of California.

RESUMEN

Antecedentes. Existen pocos estudios de parasitos en organismos zooplanctonicos, por lo tanto, esto incre-
menta la posibilidad de descubrir nuevas especies de parasitos, nuevos tipos de interacciones parasitarias
y la adicion de nuevos registros que amplien su rango de distribucion geografica. Los ctendforos y sifondfo-
ros son relevantes hospederos intermediarios y paraténicos de endoparasitos marinos debido a sus habitos
carnivoros. Objetivos. Se registra una nueva interaccion parasitaria entre las metacercarias de didimozoides
(Digenea) con una especie de ctendforo y una especie de sifonéforo observando zooplancton gelatinoso vivo
en el Golfo de California. Métodos. El zooplancton fue recolectado en 27 estaciones oceanograficas durante
el dia y la noche utilizando una red Bongo estandar en un crucero oceanografico realizado en junio-julio de
2016 en el Golfo de California. El zooplancton fue observado vivo inmediatamente después de su recoleccion.
Resultados. Se observaron cuatro especimenes del ctendforo Pleurobrachia bachei (con intensidad de 2-3
parasitos por hospedero) y un espécimen del sifonoforo Muggiaea atlantica parasitados con un total de nueve
metacercarias didimozoides identificadas morfoldgicamente como larvas tipo Monilicaecum. Los didimozoides
fueron encontrados en dos diferentes estaciones y en tres diferentes microhabitats (faringe, canal meridional
debajo de la hilera de peine y canal faringeo) en P. bachei 'y en la cavidad subumbrelar de M. atlantica.
Conclusion. Se propone que los ctendforos y sifondforos actlian como hospederos alternativos en el ciclo de
vida de los didimozoides. Los didimozides que infectan ctendforos y sifonéforos han sido reportados tnicamente
del Océano Atlantico. Se reporta el primer registro de didimozoides parasitando ctendforos y sifondforos en el
Golfo de California, extendiendo su rango de distribucion del Océano Atlantico al Océano Pacifico.

Palabras clave: Didymozoidae, metacercaria, Ctenophora, Siphonophora, Golfo de California.
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INTRODUCTION

The life cycle of parasitic digeneans, cestodes, and nematodes is
complex because they develop different larval stages in two or three
invertebrate hosts (including holoplanktonic and sessile gastropod,
cnidarians, ctenophores and chaetognaths), and use small fishes as
intermediate or paratenic hosts, and before parasitizing as adult the
definitive vertebrate host (Marcogliese, 1995; Diaz Briz et al., 2012;
Louvard et al., 2022a, b; Lozano-Cobo et al., 2022). Heteropods and
chaetognaths serve as significant intermediate hosts for digenean lar-
vae (Lozano-Cobo et al., 2022) and parasitic copepods, such as the har-
pacticoid Microstella norvegica that infect ctenophores (Morales-Avila
et al., 2023). Despite the few records of parasites in ctenophores and
siphonophores, this zooplanktonic groups are considered among the
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most relevant intermediary or paratenic hosts, due to their carnivorous
feeding strategy preying mostly on free-living copepods, which can act
as second intermediate host, and being prey of numerous larger preda-
tors that act as definitive hosts (Marcogliese, 1995).

Metacercariae of the families Lepocreadiidae, Faustulidae, and
Hemiuridae are the most frequently reported digenean larvae infec-
ting ctenophores and siphonophores as intermediate hosts (Lauckner,
1980; Stunkard, 1980; Yip, 1984; Martorelli 1996, 2001; Morandini et
al., 2005; Martell-Hernandez et al., 2011; Cribb et al., 2024). However,
metacercariae of family Didymozoidae parasitizing ctenophores and si-
phonophores are rarely reported only from the Atlantic Ocean (Table 1)
(Reimer et al., 1971, 1975; Yip, 1984), particularly in Mexico, where no
records have been reported to date.

Table 1. Historic records of metacercariae larval stage of Didymozoidae parasitizing ctenophores (A) and siphonophores (B) species worldwide.

Host species Parasite/larvae stage Microhabitat Locality Reference
A) Phylum Ctenophora
Class Tentaculata
Order Cyddipida
Family Pleurobrachiidae
Hormiphora sp. Didymozoidae Atlantic Ocean Reimer et al. (1975)
Pleurobrachia sp. Didymozoidae North Sea Reimer et al. (1971)
External wall of the
posterior pharynx Galway Bay,
and on the wall of western
Pleurobrachia sp. Didymozoid larvae the tentacular sheath  Ireland Yip (1984)
Pleurobrachia bachei Ctenes, tentacle Gulf of
A. Agassiz, 1860 Type Monilicaecum  base and pharynx California Present study
Class Nuda
Order Beroida
Family Beroidae
Beroe cucumis embedded in the
Fabricius, 1780 Didymozoid larvae body tissue Yip (1981)
B) Phylum Cnidaria
Class Hydrozoa
Order Siphonophorae
Family Agalmatidae
Halistemma sp. Didymozoidae North Sea Reimer et al. (1971)
Family Diphyidae
Dimophyes arctica
(Chun, 1987) Didymozoidae North Sea Reimer et al. (1971)
Sulculeolaria sp.
(Syn= Galetta sp.) Didymozoidae Atlantic Ocean Reimer et al. (1975)
Muggiaea atlantica
Cunningham, 1892 Didymozoidae Atlantic Ocean Reimer et al. (1975)

Muggiaea atlantica

Type Monilicaecum

Gulf of
California

Subumbrellar

cavity (nectosac) Present study
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Didymozoids in gelatinous zooplankton

Adults didymozoid species are found frequently as endoparasi-
tes (mesentery, intestine, and kidney) of carnivorous marine fishes as
Scombridae (Barcenas de los Santos et al., 2021; Freire et al., 2024),
or as ectoparasites in Serranidae fishes (Mele et al., 2022; Rodriguez
et al., 2024), and the larvae stage has been recorded in at least six
taxonomic groups of marine invertebrates (Reimer et al., 1971, 1975;
Gomez del Prado-Rosas et al., 2007; Louvard et al., 2022a, b, 2024) and
fish larvae (Felizardo et al., 2011). However, Didymozoidae is a parasitic
taxonomic group with broad taxonomic problem. Therefore, it is neces-
sary to continue with morphological, molecular and diversity studies of
host species to discover new patterns of their parasitic infections.

The goal of present paper is to document the observation in vivo of
didymozoid metacercariae infecting gelatinous zooplankton (ctenopho-
res and siphonophores) during summer 2016 in the Gulf of California.
This represents an increase in knowledge of the larval stages of Pla-
tyhelminthes in the marine gelatinous zooplankton.
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MATERIALS AND METHODS

Zooplankton samples were collected from 27 oceanographic stations
during an oceanographic cruise (R/V El Puma; ICMyL-UNAM) carried
out between 22 June and 17 July 2016 in the central and southern
region of the Gulf of California (Fig. 1). Zooplankton was collected du-
ring day and night using a standard Bongo net, 0.6-m mouth diameter
provided with a cylindrical—conical 505 ym mesh net, following stan-
dard methods (Smith & Richardson, 1977). Zooplankton samples were
observed alive immediately after collection under a stereomicroscope
(Carl Zeiss, SV11 model, 0.6—6.6X magnification) to search of parasi-
tes of gelatinous zooplankton. Each parasitized host and its parasite
were photographed alive with a Canon G11 digital camera fixed to the
optical stereoscope (Carl Zeiss SV11) and measured with a calibrated
micrometer. Digital images were edited with Adobe Photoshop (Adobe
Systems Incorporated). The samples were fixed in 70% ethanol after
in vivo observation. The ctenophores and the siphonophore hosts were
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Figure 1. Map of area of study showing the zooplankton samples collected (o) and sample stations with parasitic infection in Pleurobrachia bachei (A ) and Muggiaea

atlantica (#) during June-July 2016 in the central region of the Gulf of California.
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identified according to taxonomic criteria of Mills & Haddock (2007), Al-
varifio (1981), and Bouillon et al. (2004). Digenean metacercariae were
identified according to morphological criteria of Pozdnyakov & Gibson
(2008), and previous records of morphological and molecular didymo-
zoid metacercariae reported infecting chaetognaths of the Mexican
Pacific (Lozano-Cobo et al., 2018, 2022). Intensity of parasitism was
estimated according to Bush et al. (1997). Map of area of study showing
the zooplankton samples collected and sample stations with parasitic
infection was plotted using the Surfer 10v software.

RESULTS

Because present study focused only on parasitized ctenophores and
siphonophores observed alive, the abundance and prevalence of para-
sitism was not estimated here. However, parasites of gelatinous zoo-
plankton were observed only in three out the 27 zooplankton samples
collected and analyzed during the entire oceanographic cruise (Fig. 1).A
total of nine metacercariae of Didymozoidae were observed in four spe-
cimens of the ctenophore Pleurobrachia bacheiA. Agassiz, in L. Agassiz,
1860 (intensity of parasitism was 2-3 parasites per host) (Fig. 2A-C;
Table 2), and one metacercariae in one specimen of the siphonophore
Muggiaea atlantica Cunningham, 1892 (Fig. 2D-E; Table 2).

Metacercariae of ctenophores and siphonophores were mor-
phologically identified as type Monilicaecum because they had an
oval-to-cylindrical elongate body with rounded extremities, thick cuticle
without spines, and body transversely striated (Fig. 2A-E). Oral suc-
ker slightly ellipsoidal in the anterior portion of body. Ventral sucker
round, muscular, situated near level of anterior third portion of body.
Mouth subterminal, pharynx not seen and esophagus not clearly visi-
ble. ‘Drusenmagen’ (or stomach) present, round located at intestinal
bifurcation, dorsal and lateral to the ventral sucker. Intestinal caecum
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at each side occupies lateral regions of the body, moniliform type, si-
nuous and each one composed with 4-8 inflated chambers oriented
towards the posterior end of the body and near the posterior third of
the hind-body. Excretory vesicle saccular, small, or contracted, located
posterior to intestinal caecum. Excretory pore terminal. No reproductive
structures were observed (Fig. 2C, E). Didymozoids were found in three
different microhabitats in the P. bachei specimens (pharynx, meridional
canal below of the ctene rows, and pharyngeal canal) and only was
found one didymozoid in the subumbrellar cavity (nectosac) of M. at-
lantica (Table 2). The size of the individual hosts and their parasites are
shown in the Table 2.

DISCUSSION

Records of didymozoids in ctenophores and siphonophores are scarce
worldwide. We report the first record of metacercariae type Monilicae-
cum (Didymozoidae) parasitizing ctenophores and siphonophores in the
Gulf of California. In fact, this record extends its distribution range to the
entire Pacific Ocean because all previous records have been done in the
Atlantic Ocean (Table 1). Only exist four publications reporting metacer-
cariae didymozoids parasitizing ctenophores from North Sea, western
Ireland, and the Atlantic Ocean (Reimer et al., 1971, 1975; Yip, 1981,
1984) and two records parasitizing siphonophores from the North Sea
and Atlantic Ocean (Reimer et al., 1971, 1975). Ctenophore and sipho-
nophore in these previous records are the same host species that those
reported in the present study (Pleurobrachia bachei and Muggiaea at-
lantica). P. bachei is infected with the copepod Microsetella norvegica
(Harpacticoida, Ectinosomatidae) in the eastern Gulf of California (Mo-
rales-Avila et al,, 2023). This is the only previous record of the interac-
tions of ctenophores with their parasites in the Gulf of California. Howe-
ver, didymozoids have been most frequently recorded parasite infecting
chaetognaths in the Mexican Pacific, including the Gulf of California

Table 2. Body size (TL = Total length, W = width), intensity of infection, and the microhabitat of metacercariae parasites infecting each gelatinous

zooplankton host.

Time Bo_n go . . .
Date ) maX|m_um Host TL w Intensity TL W Microhabitat
sampling
Sgtr;] tﬁ’ggg (dd:mm:yy) depth (m) species (mm) (mm) of infection (mm)  (mm)
E74 29/06/2016 Pleurobrachia bachei 7.9 8.2 2 a 024 0.09 Pharynx
21:43 201 A. Agassiz, 1860
Meridional canal below
b 0.47 0.06 of the ctene rows
E74 29/06/2016 P. bachei 77 71 3 a 017 0.06 Pharynx
b - - Pharyngeal canal
Meridional canal below
c - - of ctene rows
E74 29/06/2016 P bachei 175 170 2 a 0.14 0.06 Pharynx
b 051 0.05 Pharyngeal canal
E93 02/07/2016 14:47 218 P bachei 2 a 0.30 0.08 Pharynx
11.1 9.0 b - - Pharyngeal canal
E94 02/07/2016 Muggiaea atlantica 16 1.3 1 a 021 0.06 Subumbrellar cavity
22:37 199 Cunningham, 1892 (nectosac)
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Figure 2. Morphological observations of metacercariae Didymozoidae parasitizing the ctenophore Pleurobrachia bachei (A-C) and the siphonophore Muggiaea atlantica
(D-E) in the Gulf of California. Distribution of metacercariae in the hosts are shown in the circle (A-B, D) and morphology of metacercariae didymozoid in ventral view
are shown in figure C, D. cch = caecal chambers; ev = excretor vesicle; os= oral sucker; vs = ventral sucker. Scale bars= 1 mm (A, D) and 100 pm (C-D).

(Lozano-Cobo et al., 2018, 2022; Plascencia-Palomera et al., 2024),
and the Caribbean Sea (Gomez del Prado-Rosas et al., 1999, 2007; Lo-
zano-Cobo et al., 2017). The ctenophore and siphonophore host species
have circumtropical-subtropical biogeographic distribution. Pleurobra-
chia bachei distributes from Northeastern Pacific Ocean (Alaska) to
Acapulco, Guerrero, Mexico (Ruiz-Escobar et al., 2015; Puente-Tapia et
al., 2021) and Muggiaea atlantica distributes in the temperate eastern
and northwestern Pacific Ocean (Alvarifio, 1971) including the Gulf of
California where is the most frequent and abundant species in the si-
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phonophore assemblage (Brinton et al., 1986; Esquivel-Herrera, 2000;
Silveyra-Bustamante et al., 2020). In general, studies about the diver-
sity, abundance, and spatial and temporal distribution of ctenophores
in the Mexican Pacific and Gulf of California are scarce (Ruiz-Escobar
et al., 2015; Puente-Tapia et al., 2021), and P, bachei was reported as
abundant in a study of the composition of zooplankton of three estuaries
from Mazatlan, Sinaloa (Alvarez-Ledn, 1980). Siphonophores are a zoo-
planktonic group difficult to study because they are frequently damaged
during zooplankton sampling tows. The characterization of the epipela-
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gic siphonophore communities of the Gulf of California was investigated
in four oceanographic cruises (Mar-Apr, Jul-Aug, Nov-Dec 1984, and
June 1986) where M. atlantica was the species that contributed more to
the variability of siphonophore communities as indicator of neritic wa-
ters with high plankton abundance (Esquivel-Herrera, 2000). However,
M. atlantica was recorded with low frequency (in August-September
1977) in the Gulf of California (Gasca & Suarez, 1991), but the most
abundant species of siphonophore in Cabo Pulmo National Park, lo-
cated southwest of the Gulf of California (Silveyra-Bustamante et al.,
2020). So, the low prevalence of didymozoid parasites may be due to
the natural low abundance of ctenophores and siphonophores, that are
just smaller prevalence than those recorded in chaetognaths that seem
to be more frequent intermediate hosts (Gémez del Prado-Rosas et al.,
1999, 2007; Lozano-Cobo et al., 2017, 2018, 2022; Plascencia-Palo-
mera et al., 2024). Therefore, there still many parasites to be discove-
red in the ctenophores and siphonophores that are distributed in the
Pacific Ocean and the Gulf of California. Metacercariae didymozoids are
also frequently reported infecting cephalopods collected from central
and eastern North Pacific and Gulf of California (Overstreet & Hochberg,
1975), and from Brazil (Vidal & Haimovici, 1999).

Although the ctenophores and siphonophores and their parasites
were fixed in non-denatured ethanol, it was not possible to perform
a molecular identification of the parasites. Lozano-Cobo et al. (2022)
identified using molecular analysis (mitochondrial cytochrome ¢ oxida-
se subunit | gene, cox7) three morphotypes of metacercariae Didymo-
zoidae of type Monilicaecum: didymozoid sp. 1, didymozoid sp. 2, and
didymozoid sp. 3 parasitizing two species of chaetognaths Flaccisagitta
enflata (Grassi, 1881) and Flaccisagitta hexaptera (d'Orbigny, 1836)
and the holoplanktonic mollusks Firoloida desmarestia Lesueur, 1817
in the Gulf of California. Therefore, it is likely that several of the nine
metacercariae of didymozoids found in the present study infecting cte-
nophores and siphonophores correspond to at least one of these three
morphotypes previously mentioned in chaetognaths. Metacercariae
found in the present study match with the morphological description of
the specimens identified as Monilicaecum in Lozano-Cobo et al. (2022).
Although the metacercariae infecting ctenophores and siphonophores
in the present study were slightly larger (0.14 — 0.51 mm LT and 0.5
— 0.9 mm W) (Table 2) than those previously recorded in chaetognaths
from the Gulf of California (0.15 — 0.25 mm LT and 0.04 — 0.10 mm W)
(Lozano-Cobo et al., 2022). Considering this observational evidence of
larval didymozoids reported in these three distinct host species, life
cycle could be as follows: the first intermediate hosts are planktonic
gastropods (like Firoloida desmarestia), second intermediate are small
crustaceans (i.e. copepods) and chaetognaths, the third intermediate or
paratenic hosts are zooplanktonic invertebrates (including gelatinous
carnivorous zooplankton) and small fishes, and the definitive hosts are
large predatory fishes, mostly fish species of the family Scombridae
(Barcenas de los Santos et al., 2021; Louvard et al., 2022a, b; Loza-
no-Cobo et al., 2022). We proposed that ctenophores and siphonopho-
res act as alternative hosts in the life cycle of didymozoids, particularly
when intermediate hosts are scarce or when free-living larval stages
of didymozoids are highly abundant. They are likely paratenic host in
epipelagic zones, because the zooplankton samples were collected
with a bongo net from 300 m depth to sea surface. We additionally
speculate there are the same didymozoid species that those found in
chaetognaths (Lozano-Cobo et al., 2022) because ctenophores and si-
phonophores share similar vertical habitat that chaetognaths in the Gulf
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of California (Alvarifio, 1967; Gasca & Suarez, 1991; Esquivel-Herrera,
2000; Silveyra-Bustamante et al., 2020). An additional study is neces-
sary to increase the number of records of ctenophores and siphonopho-
res to infer the ecological parameters of parasitism that can be used as
evidence of their function as hosts in the life cycle of didymozoids. The
present study represents a new geographic record for these parasites
in the Gulf of California, Mexico extending its distribution range from the
Atlantic Ocean to the Pacific Ocean.
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publicados en obras con ISSN o ISBN (proceedings, resimenes en ex-
tenso, libros, etc.). Las contribuciones podran ser en espafiol o en inglés
y en ambos casos contendran un resumen en espafiol y un abstract en
inglés.

HIDROBIOLOGICA publica cuatro tipos de documentos: articulos, no-
tas cientificas, articulos de revision y monografias taxonémicas. A
criterio del Comité Editorial, se podran publicar nimeros especiales so-
bre topicos o temas especificos. No se aceptaran trabajos preliminares
0 inconclusos, ni aquellos que pudiendo integrarse como una unidad,
sean presentados por separado en forma de pequefias contribuciones
0 notas seriadas.

La revista cubre un perfil amplio con las siguientes cuatro areas gene-
rales en la que participan diversos editores asociados:

1 Area Morfologia, Sistematica y Filogenia
2 Area Ambiental

3 Area Manejo de Recursos Acuaticos

4 Area de Ecologia

Los trabajos recibidos seran objeto de arbitraje guiado por miembros
del Comité Editorial y por los asesores del Consejo Editorial. En esta
evaluacion se consideraran:

1) Originalidad y rigor cientifico.

2) Contribucion al avance en las diversas areas del conocimiento
hidrobioldgico.

3) Presentacion, en lo referente a coherencia, continuidad y con-
sistencia.

4) Empleo apropiado de tablas, figuras y fotografias en relacion
con el texto.

Los manuscritos y figuras que no se ajusten a las siguientes ins-
trucciones seran devueltos sin evaluacion a los autores para que
procedan a su adecuacion.

Todo trabajo recibido por los Editores merecera un acuse de recibo inme-
diato. En el caso de contribuciones firmadas por diversos autores, la co-
rrespondencia necesaria durante el proceso editorial se establecera con el
primer autor, salvo indicacion distinta, indicada en el manuscrito.

Una vez que los manuscritos hayan sido revisados y se haya comproba-
do que cumplen cabalmente con las normas editoriales, seran introdu-
cidos en el sistema 0JS (Open Journal System) de Hidrobioldgica para
iniciar su proceso de evaluacion.

Publicar en la revista HIDROBIOLOGICA tiene un costo de recu-
peracion de $500 pesos mexicanos por pagina en blanco y negro
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(aproximadamente 27 délares americanos) y $1000 pesos por pa-
gina a color (aproximadamente 54 dolares americanos)

MANUSCRITOS ORIGINALES

Existen varios tipos de publicaciones que pueden ser enviadas:
a) Articulo cientifico
b) Nota cientifica
¢) Articulo de revision
d) Monografia taxonémica

Las contribuciones deberan ser envia'das a través del portal Open
Journal System (0JS) de HIDROBIOLOGICA, enviando ademas un
aviso a las siguientes direcciones de correo electrénico.

Direccion de la revista Hidrobioldgica: rehb@xanum.uam.mx
Direccion de apoyo a la revista: enlacerevistahidrobiologica@gmail.com

Editora en jefe: ta@xanum.uam.mx

NORMAS EDITORIALES

Los autores deberan ajustar la estructura de su manuscrito de-
pendiendo de la modalidad del trabajo.

Los archivos de texto (manuscrito, pies de figuras, tablas) se enviaran
en formato Word y las figuras (fotografias, mapas, composiciones) en
formato jpg o tif con buena calidad, mayor o igual a 300 ppp (puntos
por pulgada).

FORMATO DE PRESENTACION ARTICULO CIENTIFICO

Los manuscritos se presentaran en tamaio carta, escritos a doble
espacio, sin sangria y utilizando el tipo Univers condensada o Arial
12 puntos en todo el trabajo.

Los margenes del texto tendran 3 em de cada lado. Los manuscritos
elaborados en procesadores de palabras: Word o formato RTF, no estaran
justificados, sino alineados a la izquierda y sin espacio interparrafo. La
version final de los manuscritos aceptados debera acompaniarse de la ac-
tualizacion electronica correspondiente.

Titulo

Sera breve y se presentara tanto en inglés como en espafol. Sin dejar
de ser explicito con respecto al tema de trabajo, no debera exceder de
20 palabras y debera estar escrito con mayusculas y mindsculas. Se
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propondra también un titulo resumido en el idioma en que esté escrito
el manuscrito, no mayor de seis palabras. Ambos se presentaran en una
pagina aparte, en la cual se hara constar también el nombre completo
de los autores iniciando con el nombre de pila, indicando claramente
la forma en la que apareceran los créditos y su direccion institucional
completa, incluyendo exclusivamente el correo electronico del autor
designado para la correspondencia.

Para citar las direcciones postales seguir el modelo:

(Laboratorio/Area/Departamento)] (Facultad/Instituto/Centro)] (Universi-
dad, Unidad Académica). (Direccion con calle, nimero y colonia), (Ciu-
dad, Estado o Provincia), (Cadigo postal). (Pais)

Para puntuacion, seguir el ejemplo:

Laboratorio de Biologia Acuatica, Facultad de Biologia, Universidad Mi-
choacana de San Nicolas de Hidalgo. Avenida Francisco J. Mujica s/n,
Ciudad Universitaria, col. Felicitas del Rio, Morelia, Michoacan, 58040.
México

Resumen

En un solo parrafo y con una extension de minimo 250 a maximo 280
palabras, se escribira en una pagina por separado y sera acompafado
de su traduccion al inglés (Abstract). Ambos deben estructurarse uti-
lizando los siguientes rubros; Antecedentes., Objetivos., Métodos.,
Resultados., Conclusiones.

Palabras clave

Los autores propondran un maximo de cinco palabras clave, tanto en
espafiol, como en inglés (Keywords), y deberan estar ordenadas alfa-
béticamente.

Texto

Dividido en secciones: INTRODUCCION, MATERIALES Y METO-
DOS, RESULTADOS, DISCUSION, AGRADECIMIENTOS, REFEREN-
CIAS, TABLAS (con titulo en la parte superior), LISTADO DE PIES
DE FIGURA, COPIAS DE LAS FIGURAS en Word ordenadas conse-
cutivamente con su pie de figura en la parte inferior. Los titulos de las
secciones se ubicaran en el centro de la pagina, claramente diferencia-
dos del texto y escritas con mayusculas y en negritas. Evitar en lo posible
el uso de subtitulos y en caso necesario, emplear negritas nuevamente y
de forma continua con el texto. Los objetivos y las conclusiones deberan
incluirse en la introduccion y en la discusion, respectivamente. En ningiin
caso se usaran sangrias.

Las paginas deberan ir debidamente foliadas con niimeros consecuti-
vos y arabigos. Para facilitar el arbitraje y la redaccion de los comenta-
rios por parte de los revisores, se recomienda que los renglones de
todo el texto, estén numerados consecutivamente desde el inicio
hasta el final del manuscrito.

En simbolos y unidades se empleara el sistema métrico decimal.

Instrucciones para los autores

Los nombres latinos de especies bioldgicas se escribiran en cursivas
y cuando se citen por primera vez en el texto, incluiran la autoridad
nomenclatural, sin abreviaturas. Para este punto revisar las siguientes
ligas:

http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=search
http://www.algaebase.org/search/species/

http://ucjeps.berkeley.edu/cgi-bin/get_bpu_from_number.pl?look
for=118025118026118027118028

Las citas en el texto que incluyan dos autores deberan incorporar el
simbolo &y para las de tres 0 mas autores se usara et al., (en cursivas)

Taxa nuevos

La descripcion de taxa nuevos para la ciencia deberan ajustarse a los
Codigos Internacionales de Nomenclatura.

Referencias bibliograficas

Los criterios que deberan prevalecer en esta seccion seran:
a) Orden alfabético del apellido del primer autor

b) Citas de trabajos del mismo autor primeramente se orga-
nizaran en orden cronoldgico las que tengan un solo autor, se-
guidas por las publicadas con dos autores en orden alfabético
de acuerdo al apellido del segundo autor y cronoldgico si am-
bos apellidos coinciden.

c) La citas mencionadas en el texto con el apellido del primer
autor seguido de et al. se ordenaran cronoldgicamente.

Los nombres de los autores deberan escribirse con mayusculas y mi-
nasculas, nunca exclusivamente con mayusculas. Las iniciales del pri-
mer autor seguiran el apellido. Para los siguientes autores las iniciales
antecederan el apellido, en el caso de dos 0 més iniciales, estas seran
separadas por un punto, y un espacio adicional. Los titulos de las re-
vistas no deberan abreviarse y, al igual de los titulos de libros, deberan
ser escritos en cursivas. Debera existir una correspondencia total entre
los autores citados en el texto del manuscrito y en las referencias. En
caso necesario de citas del mismo autor, publicadas en el mismo afio,
o del mismo autor en coautoria con dos 0 mas autores (primer apellido
seguido de et al.), usar siglas (a, b, ¢) en minusculas tanto en el texto
como en la seccion de referencias. En ninglin caso usar sangrias.

Un ejemplo de las citas mas comunes se presenta a manera de ayuda:

Publicaciones periddicas

Ahmad, V. U. & M. S. Ali. 1991. Pinnatifinone, a new halogenated chami-
grene from the red alga Laurencia pinnatifida (Lamour). Scientia Phar-
maceutica 59 (2): 243-246.

Ahmad, V. U., M. S. Ali & S. Bano. 1990a. Marine natural products. XII:
laurol, a new metabolite from the red alga Laurencia pinnatifida (La-
mour). Scientia Pharmaceutica 58 (2): 299-301.

Hidrobioldgica
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Ahmad, V. U., S. Bano, W. Shaikh, S. Uddin & M. Shameel. 1990b. Iso-
lation and structure determination of 1,1,6,6-tetrachloro, 3,4-diphenyl
hexane from brown alga Dictyota dichotoma. Pakistan Journal of Scien-
tific and Industrial Research 33 (3): 428-430. (Notese que ésta y la
cita anterior deberan ser mencionadas en el texto como Ahmad et al.,
1990ay Ahmad et al., 1990b).

Ahmad, V. U., M. S. Ali, S. Bano & M. Shameel. 1991. Pinnatifolide, a
new metabolite from red alga Laurencia pinnatifida Lamour. Pakistan
Journal of Scientific and Industrial Research 34 (1): 161-162.

Libros

Lind, 0. T. 1985. Handbook of common methods in limnology. Kendall-
Hunt Publishing Company, Dubuque. 199 p.

Eaton, A. D., L.S. Clesceri & A. E. greenberg (eds.). 1995. Standard me-
thods for the examination of water and wastewater. 19th ed. American
Public Health Associaton (APHA). Washington, D. C. Folio variado.

Capitulos de libro

Litter, M. M. & D. S. Litter. 1998. Structure and role of algae in tropical
reef communities. /n: Lembi, C. A. & J. R. Waaland (eds.). Algae and
human affairs. Cambridge University Press, pp. 29-56.

Suarez-Morales, E. & M. Elias-Gutiérrez. 1992. Claddceros (Crustacea:
Branchiopoda) de la reserva de la biosfera de Sian Ka'an, Quintana Roo
y zonas adyacentes. /m: Navarro, D. & E. Suarez-Morales (eds.). Diver-
sidad bioldgica en la reserva de la biosfera de Sian Ka'an, Quintana
Roo. Vol. 2. Centro de Investigaciones de Quintana Roo. Chetumal, pp.
145-161.

Tesis

Ibafiez-Aguirre, A. L. 1995. Algunos aspectos de la dindmica de pobla-
ciones de Mugil cephalus (Linneo, 1758) y M. curema (Valenciennes,
1836) (Pisces: Mugilidae) en la Laguna de Tamiahua, Veracruz. Tesis de
Doctorado en Ciencias (Biologia), Facultad de Ciencias, UNAM. CDMX,
México. 216 p.

Otros

CNA (Comision Nacional del Agua). 2003. Ley Federal de Derechos Nor-
mas Aplicables en materia de Aguas Nacionales y sus Bienes Publicos
Inherentes 2003. Diario Oficial de la Federacion. México, D.F. Enero 2:
173-191.

Systematics Agenda. 2000. 1994. Systematics Agenda 2000: Charting
the Biosphere. Technical Report. New york. 34 p.

Las citas a los documentos que se encuentran en la web deben
hacerse de la siguiente manera: se mencionaran el autor (0 en su
caso la organizacion responsable de la publicacion del documento, como
por ejemplo FAO, WHO, FDA etc.), la fecha de consulta y el titulo, seguidos
por:

Vol. 35 No. 2 2025

177

En espafiol: disponible en linea en: http://www.fao.org/fishery/ cultu-
redspecies/Litopenaeus_vannamei/en (consultado el 19 febrero 2010).

En inglés: Available online at: http://www.fao.org/fishery/culturedspe-
cies/Litopenaeus_vannamei/en (downloaded February 19, 2010).

Ejemplos:

FAO (Food and Agriculture Organization). 2004. El estado mundial de
la pesca y la acuicultura-2004 (SOFIA). Disponible en linea en: http://
www.fao.org/docrep/007/y5600e/y5600e00.htm (consultado el 19 fe-
brero 2010).

WHO (World Health Organization). 2004. Vitamin and mineral re-
quirements in human nutrition. 2" ed. World Health Organiza-
tion, Geneva. Available online at: http://whglibdoc.who.int/publi-
cations/2004/9241546123.pdf (downloaded February 19, 2010).

Cuando se trate de articulos, libros etc. disponibles en las dos ma-
neras, se dara primero la cita completa y posteriormente la pagina
web, de acuerdo al siguiente ejemplo:

SAGARPA-CONAPESCA. 2006. Anuario estadistico de acuacultura y
pesca 2006. Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Desarrollo Rural,
Pesca y Alimentacion. Comision Nacional de Pesca. Mazatlan. 219 p.
También disponible en la pagina web (si el escrito es en inglés, usar:
also available at:) http://www.conapesca. sagarpa.gob.mx/wh/cona/
cona_anuario_estadistico_de_pesca

Adicion del DOI a las Referencias

Los libros y publicaciones periodicas colocados en las referencias bi-
bliograficas que posean DOI (Digital Object Identifier), agregarlo al final
de la referencia correspondiente, como se muestra a continuacion:

Calor, A. 2009. Consideragdes Acerca da Filogenia de Trichoptera Kirby
1813: da Andlise dos Dados para as Hipdteses ou dos Cenarios para
os Dados. Entomobrasilis 2 (1): 01-10. DOI:10.12741/ebrasilis.v2i1.24

Tablas

Se presentaran a doble espacio, orientadas verticalmente (a me-
nos que la tabla contenga varias columnas), numeradas con-
secutivamente con ndmeros arabigos, con un breve titulo en la parte
superior y referidas al texto. Deberan escribirse con letras y nimeros
en tipo Univers condensada o Arial 10 puntos, con mayusculas y mi-
nasculas; si son necesarias notas aclaratorias, éstas se pondran en la
parte inferior de la figura, con tamafio de fuente 8. Se evitaran las
lineas verticales y horizontales asi como el uso de columnas que
implique el empleo de tabuladores.

Figuras

Las figuras deben ser originales, en caso de que algunas de ellas que
forman parte del manuscrito hayan sido publicadas previamente, el autor
estara obligado a solicitar los permisos correspondientes e indicar la re-
ferencia y cita correspondiente de donde son tomadas. En caso de que las
figuras se modifiquen, indicarlo con la leyenda "Fig. modificada de (...)".
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Ademas de las figuras incorporadas en el texto en Word, éstas se envia-
ran en archivos separados en alta resolucion, cada uno identificado por
el autor y con la numeracion correspondiente a la figura. Seran nume-
radas consecutivamente con nimeros arabigos y referidas al texto en
forma secuencial. Las leyendas deberan escribirse con mayusculas y
mintsculas. El tamafio maximo para una figura o grupo de figuras sera
de 17 cm de longitud y 13 ¢cm de ancho; el minimo permitido serd de
8 X 8 cm. Letras y nimeros tendran como maximo 10 puntos y como
minimo 8. Las figuras a escala deberan acompafarse de una escala
grafica. Todos los términos, simbolos y abreviaturas seran los emplea-
dos en el texto. Es indispensable que las figuras o dibujos se envien
como archivos TIFF o JPG, con una definicion minima de 300 ppp.,
por ejemplo: Figura_1_Meave_dinos.jpg

Fotografias

Solo las estrictamente indispensables y con buen contraste. Cuando se
realicen composiciones se dejara un pequefio espacio entre foto y foto.
Las dimensiones maximas y minimas se apegaran a las mencionadas
en el inciso de figuras. Los nimeros y letras no seran mayores de 10
puntos ni menores de 8 puntos. Las fotografias deben ser enviadas
por separado y con buena calidad. Se numeraran como figuras en or-
den consecutivo a su referencia en el texto. Se aceptaran figuras, o
fotografias a color, cuando su uso sea indispensable y su costo
sera cubierto por los autores al momento de pagar los gastos de
publicacién.

FORMATO DE PRESENTACION PARA NOTAS
CIENTIFICAS

Para la elaboracion de notas, los autores deberan seguir el formato: Ti-
TULO en el idioma del trabajo, TITULO traducido al inglés o al espafiol,
AUTORES, INSTITUCIONES DE ADSCRIPCION, RESUMEN, ABSTRACT
(resumen en inglés), Palabras clave y Keywords, AGRADECIMIEN-
TOS y REFERENCIAS. Estas se apegaran a las normas editoriales de los
articulos de investigacion, aunque sin apartados en el cuerpo de la
nota. Se ajustara el texto a un minimo de cinco cuartillas y un maximo
de siete, a doble espacio. Se recomienda la presentacion de una sola
tabla o figura.

Instrucciones para los autores

FORMATO DE PRESENTACION PARA ARTICULOS
DE REVISION

Este tipo de articulo podra llevar el mismo formato que los articulos
cientificos o al menos los encabezados de INTRODUCCION, DISCU-
SION y REFERENCIAS, incluyendo en ellos los subtemas que los auto-
res consideren pertinentes.

La recepcion y aceptacion final de los articulos de revision estaran
sujetas a la decision final por parte del Comité Editorial.

FORMATO DE PRESENTACION PARA MONOGRAFIAS
TAXONOMICAS

Este tipo de articulos podra tener el mismo formato que los articulos
cientificos, en la porcion de resultados incluira la descripcion de espe-
cies. La extension de estos trabajos podra ser de hasta 2/3 partes de un
volumen (aprox. 60 paginas del formato Word a doble espacio).

Derechos de autor

La aceptacion final de un manuscrito para su publicacion implica la
cesion de los derechos de autor a la casa editorial de la revista
Hidrobioldgica, Universidad Autonoma Metropolitana, Unidad Iz-
tapalapa.

Pruebas de galera

Las pruebas seran revisadas por los autores y devueltas al Editor en
jefe tres dias después de haber sido recibidas. Si las pruebas no se
entregan a tiempo, su contribucion se publicara sin las correcciones
correspondientes.

Direccion Postal

Departamento de Hidrobiologia, DCBS, Universidad Auténoma Metropo-
litana, Unidad Iztapalapa, Av. San Rafael Atlixco N° 186. Col. Vicentina,
Iztapalapa, 09340, Apartado Postal 55-535, Ciudad de México, México.
Edificio AS, cubiculo 305.

Teléfono: 01 (55) 5804 4600 Ext. 3053. Desde otro pais: 52 (55) 5804
4600, Ext. 3053.

Hidrobioldgica
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INSTRUCTIONS FOR AUTHORS

HIDROBIOLOGICA is a peer-reviewed research journal published every
four months by the Departamento de Hidrobiologia de la Division de
Ciencias Biologicas y de la Salud, Universidad Auténoma Metropolita-
na Iztapalapa (UAM-I). The journal publishes original papers related to
aquatic environments. Data previously published in works with ISSN
or ISBN (proceedings, extensive abstracts, books, etc.) will not be ac-
cepted. Contributions can be in Spanish or English. In both cases an
abstract in Spanish and English must be included.

HIDROBIOLOGICA publishes four types of documents: scientific pa-
pers, scientific notes, review papers, and taxonomic monographs.
Periodically, the Editorial Board decides to publish special issues on
specific topics or themes. Preliminary or unfinished works will not be
accepted. Similarly, research presented in serial parts or small contri-
butions are not accepted.

Various associate editors participate with the Journal to cover a
wide variety of topics within the following four general areas:

1 Morphology, Systematics, and Phylogenics
2 Environment

3 Agquatic Resources Management

4 Ecology

All articles received will go through a review process guided by
a member of the Editorial Committee or an Editorial Board Advisor. This
evaluation will consider:

1) Originality and scientific rigor

2) Advances in knowledge of the different areas of hydrobiology
3) Coherence, continuity, and consistency of presentation

4) Appropriate use of tables, figures, and photographs in the text

Manuscripts and figures that do not comply with the following instruc-
tions will be returned to the authors without evaluation so that appro-
priate changes can be made.

All manuscripts received by the Editors will be immediately ack-
nowledged. Correspondence during the editorial process will be di-
rected to the first author unless otherwise indicated in the manuscript.

Once manuscripts have been reviewed and found to comply fully with
the editorial instructions, they will be included in the Hidrobiol6gica
Open Journal System to begin the evaluation process.

Publishing in HIDROBIOLOGICA has a recovery cost of $500 Mexican
pesos per page in black and white (27 USD, approximately) and
$1000 Mexican pesos per page in color (54 USD, approximately).

ORIGINAL PAPERS

Several types of papers can be submitted:
a)  Scientific article
b)  Scientific note
c) Review article
d)  Taxonomical monograph

Contributions should be submitted through the portal Open Journal
System (0JS) of HIDROBIOLOGICA, also sending a notice to:

Hidrobioldgica: rehb@xanum.uam.mx
Assistant editor: enlacerevistahidrobiologica@gmail.com

Editor-in-chief: ta@xanum.uam.mx

AUTHOR GUIDELINES

Authors must adjust the structure of their paper to the type of manus-
cript being submitted.

Text files (manuscript, figure legends, tables) must be presented in
Word format, while figures (photographs, maps, compositions) should
be in good-quality JPG or TIFF format, equal or higher than 300 dpi.

SUBMISSION FORMAT FOR A SCIENTIFIC PAPER

All manuscripts must be submitted in letter format, single column,
double spaced, without tabs, in Universe Condensed or Arial 12 font.

Texts will have 3 cm margins on each side. Manuscripts written in
Word or RTF word processors should not be justified, but rather alig-
ned to the left with no space between paragraphs. The final version
of accepted manuscripts must be accompanied by relevant electronic
updates.

Title

The title should be concise, no longer than 20 words, and indicative
of the nature of the paper. It must be written in English and Spanish in
capital and lower-case letters. A short title of up to six words should
also be provided in the same language as the rest of the manuscript.
Both titles must be submitted on a separate sheet that includes au-
thors’ names. These should include the last name and one first name
of each author spelt in full, clearly indicating the order in which credits
must appear and their institutional address, including the email of the
corresponding author.
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For postal addresses, follow the pattern:

(Laboratory/Area/Department), (Faculty/Institute/Center), (University/
Campus). (Address with street and number), (City, State or Province),
(ZIP Code). (Country)

For puntuation, follow the example:

Laboratorio de Biologia Acuatica, Facultad de Biologia, Universidad Mi-
choacana de San Nicolas de Hidalgo. Avenida Francisco J. Mujica s/n,
Ciudad Universitaria, col. Felicitas del Rio, Morelia, Michoacan, 58040.
México

Abstract

We require a one-paragraph abstract in English and a one-paragraph
“resumen” in Spanish, each with a maximum length of 250 words.
Both must be submitted on a separate sheet. Background., Goals.,
Methods., Results., Conclusions.

Keywords

Appropriate keywords (4-5) should be provided in English and Spanish
in alphabetical order.

Main text

The following sections must be included in a bold center title: INTRO-
DUCTION. This should state the investigated problem, the aim of the
work, and previous relevant work with appropriate references. The MA-
TERIALS AND METHODS used should be stated clearly in sufficient
detail to permit others to repeat the research, if so desired. RESULTS
should be presented concisely, with tables or illustrations for clarity.
DISCUSSION should cover the significance of the findings without re-
petition of material in the Introduction and Results sections. This section
must contain the conclusions of the work, ACKNOWLEDGEMENTS, and
REFERENGES. It is very important that references be checked carefully.
Subheadings should be avoided but if necessary they must be in bold
and continuously written within the paragraph.

Pages should be numbered consecutively with Arabic numerals.
Please number all lines in the manuscript consecutively in order to
facilitate the review process by allowing reviewers to pinpoint specific
references more easily.

The decimal metric system should be used for symbols and units.

Latin names of biological species should be written in italics. The
first mention of a species in the text should include the nomenclature
authors without abbreviation. In the case of animal species, the
year of publication of the description should be indicated.

References in the text that include two authors should incorporate the
ampersand (&) symbol, whereas three or more authors should include
et al. (in italics).

New taxa

Description should follow the international code of nomenclature.

Instructions for authors

References

References should adhere to the following guidelines:
a) In alphabetical order by the first author’s last name.

b) Citations of works by the same author in chronological order,
then those published by two authors in the same order (alpha-
betically by the second author’s last name and chronologically
in case of coincidence).

c) References in the text with et al. should be ordered chronolo-
gically.

Authors’ names should be written in capital and lower-case let-
ters, not in capital letters exclusively. Initials of the first author will fol-
low the last name. For additional authors, initials will precede the last
name. In the case of two or more initials these should be separated
by a period and a space. Journal titles should not be abbreviated.
Book and journal titles should be in italics. The total number of cited
authors in the text should coincide with the total number of references.
Citations of the same author, published in the same year, or with the
same co-authors (last name followed by et al.), should use the small
letters (a, b, c) within the text and in the reference section. Never use
indentations.

Examples of the most common citations are presented below:

Periodical publishing

Ahmad, V. U. & M. S. Ali. 1991. Pinnatifinone, a new halogenated chami-
grene from the red alga Laurencia pinnatifida (Lamour). Scientia Phar-
maceutica 59 (2): 243-246.

Ahmad, V. U., M. S. Ali & S. Bano. 1990a. Marine natural products. XII:
laurol, a new Metabolite from the red alga Lauren-cia pinnatifida (La-
mour). Scientia Pharmaceutica 58 (2): 299-301.

Ahmad, V. U., S. Bano, W. Shaikh, S. Uddin & M. Shameel. 1990b. Iso-
lation and structure determination of 1,1,6,6-tetrachloro, 3,4-diphenyl
hexane from brown alga Dictyota dichotoma. Pakistan Journal of Scien-
tific and Industrial Research 33 (3): 428-430. (Please note that this ci-
tation and the one before, should be mentioned in the text as Ahmad et
al. 1990a and Ahmad et al. 1990b).

Ahmad, V. U., M. S. Ali, S. Bano & M. Shameel. 1991. Pinnatifolide, a
new metabolite from red alga Laurencia pinnatifida Lamour. Pakistan
Journal of Scientific and Industrial Research 34 (1): 161-162. 4

Books

Lind, 0. T. 1985. Handbook of common methods in limnology. Ken-dall-
Hunt Publishing Company, Dubuque. 199 p.

Eaton,A.D., L. S. Clesceri & A. E. Greenberg (eds.). 1995. Standard me-
thods for the examination of water and wastewater. 19th ed. American
Public Health Associaton (APHA). Maryland. Varied folio.

Book chapter
Litter, M. M. & D. S. Litter. 1998. Structure and role of algae in tropical

reef communities. /n: Lembi, C. A. & J. R. Waaland (eds.). Algae and
human affairs. Cambridge University Press, pp. 29-56.
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Sudrez-Morales, E. & M. Elias-Gutiérrez. 1992. Claddceros (Crustacea:
Branchiopoda) de la reserva de la biosfera de Sian Ka'an, Quintana Roo
y zonas adyacentes. /m: Navarro, D. y E. Suarez-Morales (eds.). Diver-
sidad bioldgica en la reserva de la biosfera de Sian Kaan, Quintana
Roo. Vol. 2. Centro de Investigaciones de Quintana Roo. Chetumal, pp.
145-161.

Thesis

Ibafiez-Aguirre, A. L. 1995. Algunos aspectos de la dinamica de pobla-
ciones de Mugil cephalus (Linneo, 1758) y M. curema (Valenciennes,
1836) (Pisces: Mugilidae) en la Laguna de Tamiahua, Veracruz. Tesis de
Doctorado en Ciencias (Biologia), Facultad de Ciencias, UNAM. CDMX,
México. 216 p.

Others

CNA (Comision Nacional del Agua). 2003. Ley Federal de Derechos Nor-
mas Aplicables en materia de Aguas Nacionales y sus Bienes Publicos
Inherentes 2003. Diario Oficial de la Federacion. CDMX, México. Enero
2:173-191.

Systematics Agenda 2000. 1994. Systematics Agenda 2000: Char-
ting the Biosphere. Technical Report. New York. 34 p.

Online citations

References to online-only journals and books should include the author
(or the responsible agency, i.e., FAO, FDA, WHO, etc.), title, website, and
date of access, followed by:

In Spanish: Disponible en linea: http://www.fao.org/fishery/ cultureds-
pecies/Litopenaeus_vannamei/en (consultado el 19 febrero 2010).

In English: Available online at: http://www.fao.org/fishery/ culturedspe-
cies/Litopenaeus_vannamei/en (downloaded February 19, 2010).

Examples:

FAQ. 2004. El estado mundial de la pesca y la acuicultura 2004 (SOFIA).
Available on line at: http://www.fao.org/docrep/007/y5600e/y5600e00.
htm (downloand february 19, 2010).

WHO. 2004. Vitamin and mineral requirements in human nutrition.
2nd ed. World Health Organization, Geneva. Available online at: http://
whglibdoc.who.int/publications/2004/9241546123.pdf  (downloaded
February 19, 2010).

Citations available in both printed and online sources should be
cited as follows: First with a complete citation and then the website
address, as in the following example:

SAGARPA-CONAPESCA. 2006. Anuario estadistico de acuacultura y
pesca 2006. Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Desarrollo Rural,
Pesca y Alimentacion. Comision Nacional de Pesca. Mazatlan. 219 p.
Also available at: http://www.conapesca. sagarpa.gob.mx/wb/cona/
cona_anuario_estadistico_de_pesca
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Addition of DOI to References

The references of books and articles that have DOI (digital object iden-
tifier), it must be added at the end, as shown below:

Calor, A. 2009. Consideragdes About da Filogenia de Trichoptera Kirby
1813: da Andlise dos Dados for Hipoteses ace or dos Cenarios for Da-
dos. Entomobrasilis 2 (1): 01-10. DOI:10.12741 / ebrasilis.v2i1.24

Tabular material

Tabular material must be clearly set out with the number of columns
in each table kept to a minimum and vertically oriented using double
spacing without tabs, Universe Condensed or Arial 10 font. Tables,
numbered consecutively with Arabic numerals, must be typed on sepa-
rate sheets, leaving sufficient space around the copy for printer’s ins-
tructions. Tables must have concise headings at the top that enable
comprehension without reference to the main text. Please ensure that
the data in columns are consistent in the number of significant figures.
Footnotes should be kept to a minimum and indicated by asterisks and
daggers (*, 1) at the bottom of the table with type 8. Vertical and hori-
zontal lines should be avoided.

Figures

Figures should be originals. If you intend to use previously published
figures, you must obtain written permission and indicate the reference
and citation of their original appearance. If the figure was changed,
indicate this with the legend “Figure modified by (...).

In addition to the figures included in the Word file, each one should
be sent as a separate high-resolution file. Number illustrations with
Arabic numerals consecutively, in order of appearance in the text. Le-
gends should be written in capital and lower-case letters. Maximum
size of a figure or group of figures will be 17 cm length and 13 cm
width with a minimum size of 8X8 cm. Numbers and letters in the fi-
gure must be 10 points maximum and 8 points minimum. Figures with
scale must be accompanied with a graph scale. Terms, symbols,
and abbreviations will be the same as in the text. Suitable file types
include Joint Photographic Experts Group (JPEG), Tagged Image
File Format (TIFF) with a minimum resolution of 300 dpi. Example:
Figure_1_Meave_dinos.jpg

Photographs

Keep photographs to a minimum. They should be of good quality and
well contrasted. Number photographs with Arabic numerals consecu-
tively, in order of appearance in the text. When using compositions,
leave a small space between each photo. Photographs should follow
the same size instructions as figures. Photographs should be placed in
separate files.

The Journal will accept color figures and photographs only
when essential to the paper. Authors must cover the additional

production costs of color printing.
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SUBMISSION FORMAT FOR SCIENTIFIC NOTES

The format of a Scientific Note is as follows: TITLE (in Spanish and
English), AUTHORS, INSTITUTIONS, ABSTRACT (with keywords in
alphabetic order), RESUMEN (abstract in Spanish with keywords (“pa-
labras clave”) in alphabetc order), ACKNOWLEDGEMENTS, and RE-
FERENCES. The same format as a scientific paper should apply, but
without separate sections in the body of the note. The minimum and
maximum total manuscript length is 5-7 letter-sized, double-spaced
pages. Please refrain from including more than one table or figure.

SUBMISSION FORMAT FOR A REVIEW PAPER

Review papers will have the same format as original manuscripts with
at least the INTRODUCTION, DISCUSSION, and REFERENCES headings,
and any headings and subheadings that authors consider pertinent.

Reception and final acceptance of review papers will be decided
by the Editorial Board.

Publishing in Hidrobioldgica implies that all authors agree to transfer
the article’s copyright to the Editorial Board of Hidrobioldgica Journal,
Universidad Autdnoma Metropolitana, Unidad Iztapalapa.

Instructions for authors

Monographs should have the same format as a scientific paper. The
results section should include a description of the species. The length
of a monograph can be up to two-thirds of a volume (60 double spaced
Word pages).

Copyright
Final acceptance of a manuscript for publication implies the transfer

of all rights to the Editorial Board of Hidrobiologica, Universidad
Autonoma Metropolitana Iztapalapa.

Proofs
Author’s proofs will be emailed to the corresponding author. Proofs must

be corrected and returned to the Associatd Editor within 72 hours after
receipt; failure to do so will result in publication without corrections.

Postal address
Departamento de Hidrobiologia, DCBS, Universidad Auténoma Metropo-
litana, Unidad Iztapalapa, Av. San Rafael Atlixco No. 186. Col. Vicentina,
Iztapalapa, 09340, Apartado Postal 55-535, Ciudad de México, México.
Edificio AS, cubicle 305.

Telephone: +52 55-5804 4600, Ext. 3053.
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