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RESUMEN

En los juveniles de la carpa herbivora aclimatados a 24, 29 y 32°C, se midi6 la toxici-
dad aguda del nitrito; para observar el efecto de los iones nitrito y cloruro se utiliz6
agua destilada. Asimismo, mediante ensayos agudos a corto plazo se determino el efec-
to téxico del nitrito. Posteriormente se evalué el efecto combinado de la temperatura
y cloruro en peces expuestos por 48 h a las CL50, CL70 y CL90 del nitrito. Tanto
la temperatura como el cloruro tuvieron un efecto protector ante la toxicidad del nitri-
to. Los niveles de los estimadores de esta accién del nitrito aumentaron tanto en 29
como en 32°C en comparacién con 24°C, siendo mayor en la primera. La proteccién
del cloruro se manifesto en peces expuestos al nitrito a la concentracién donde se regis-
tré la CL50 y menos evidente en las CL70 y CL90. Se calculé la ecuaciéon polinomial,
que engloba a las variables investigadas y predice que al aumentar la razén i6énica (ni-
trito/cloruro) se incrementa la mortalidad siendo ésta menor en 29°C que en las otras
temperaturas.

ABSTRACT

In juvenile grass carp acclimated at 24, 29 and 32°C the acute toxicity of nitrite was
measured; in order to isolate the ionic effects of nitrite from chloride, distilled water
was used. Subsequently, combined effects of temperature, nitrite and chloride on fish
exposed to nitrite-CL50, CL70, and CL90 for 48 h was measured. The mortality esti-
mator levels increased at both 29 and 32°C compared with 24°C, being greater the
former than the latter. Chloride protection was manifest in fish exposed to the CL50
and less evident in those exposed to the nitrite-CL70 and CL90. A polynomial equa-
tion which includes all variables and predict that increasing the ionic ratio (nitrite/-
chloride) the mortality augments but less at 29°C than at the other temperatures, was
calculated.

INTRODUCCION

La acumulacién de compuestos nitrogenados, como
el amonio y el nitrito, es uno de los problemas més
preocupantes para el cultivo de peces ya que puede
producir efectos nocivos y en ciertos niveles llegan a
ser téxicos. El nitrito se incorpora en los estanques
por escurrimiento desde tierras aledafias que contie-
nen fertilizantes ricos en estos compuestos, ttiles pa-
ra la agricultura. También se forman en el interior

de los estanques por descomposiciéon de la materia
orgénica y cuando aumenta el amonio, producto del
alimento suministrado y la excrecién de los peces, al
interrumpirse el proceso de nitrificacién (Arredondo
1987, Diab y Shilo 1988, Milstein 1990, Verma vy
Prakash 1991, Sumayaisan et al. 1991).

En los peces de agua dulce, el nitrito es téxico en
concentraciones subletales ya que afecta la condicién
fisiolégica de los organismos, disminuyendo el he-
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matocrito, la cantidad de eritrocitos y los niveles de
proteina en sangre, lo cual es indicativo tanto de la
condicién de hipoxia como del estrés general del or-
ganismo (Hilmy et al. 1987, Jensen et al. 1987). El
mecanismo de accién téxica que mejor se conoce es
la oxidacién de la hemoglobina a ferrihemoglobina
(metahemoglobina) debido a lo cual la sangre pierde
su capacidad de transportar oxigeno a los tejidos
(Watenpaugh y Beitinger 1985). La sensibilidad al
contaminante es especifica; por ejemplo, en la tru-
cha arcoiris Salmo gairdneri: se han sefialado concen-
traciones letales medias de N-nitrito de 0.4 mg/L
(Russo et al. 1974), 23.3 mg/L en Ictalurus punctatus,
147.4 mg/L en Pimephales promelas (Tomasso y Car-
michael 1986) y hasta de 460.4 mg/L en la lobina
Micropterus salmoides (Gutzmer y Tomasso 1985).

La toxicidad del nitrito en los animales acuaticos
depende, entre otros factores, de la calidad del agua;
al respecto, se conoce que la presencia de cloruro
disminuye el dano producido por el nitrito; el efecto
antagénico del cloruro se ha demostrado en varias
especies como Oncorhynchus kisutch (Perrone y Meade
1977), Ictalurus punctatus (Wedemeyer y Yasutake
1978, Bowser et al. 1983), Lepomis machrochirus (Huey
et al. 1982), Salmo qairdner: (Smith y Williams 1974,
Wedemeyer y Yasutake 1978, Williams y Eddy
1986), entre otras.

Los ciprinidos, en general, se consideran como
especies tolerantes al nitrito; sin embargo, la carpa
herbivora Ctenopharyngodon idella es muy sensible al
contaminante cuando la concentracién de cloruro en
el medio se encuentra en niveles bajos (Alcaraz y Es-
pina 1993). El efecto protector del cloruro contra la
toxicidad del nitrito se atribuye a la competencia de
los iones por los mecanismos de intercambio en el
epitelio branquial (Bath y Eddy 1980). En este con-
texto se ha propuesto una relacién inversa entre la
concentracion letal del nitrito y la concentracién de
cloruro ambiental, a la vez que se sugiere que el ni-

trito actia como inhibidor competitivo del cloruro
(Russo et al. 1981, Williams y Eddy 1986).

Entre los factores ambientales, la temperatura es
importante como controlador de los procesos fisiol6-
gicos y por lo tanto influye la sensibilidad de los or-
ganismos acuaticos a los contaminantes. Asi, se ha
descrito que aumenta la toxicidad del nitrito en el
bagre I. punctatus (Huey et al. 1984).

Se seleccioné la carpa herbivora, Ctenopharyngodon
idella, como organismo de prueba por la importancia

que tiene esta especie en el pais en lo referente a la
acuicultura (Aguilera et al. 1988). Debido a que la
acumulacién de nitrito, en los estanques de cultivo
puede ser un fenémeno de corta duracién durante el
ciclo diurno, como también lo es el efecto adverso
que provoca en los peces, en este estudio se llevaron
a cabo ensayos de corto plazo. En especimenes juve-
niles aclimatados a 24, 29 y 32°C se determiné la
concentracién letal media (CL50-96 h) del N-nitrito,
posteriormente, se midi6 el efecto combinado nitri-
to-cloruro sobre los parametros de toxicidad CL50,
CL70 y CL90, en animales aclimatados a dichas
temperaturas.

MATERIALES Y METODOS

Los juveniles de C. idella (0.45 + 0.5 g) se obtuvie-
ron en el Centro Piscicola de Tezontepec de Alda-
ma, Estado de Hidalgo, México. En el laboratorio
se mantuvieron en contenedores de plastico con agua
filtrada por carbén activado, de pH 7, alcalinidad de
136-139 mg CaCO,/L, 80-115 mg CI' /L, 6.5-7.0
mg 0,/L y 24°C, la cual fue la temperatura de los
estanques de origen de los peces en el momento de
la captura. El fotoperiodo se f1j6 en 12 h de lumino-
sidad; durante el perfodo de mantenimiento se pro-
porciond alimento balanceado y alfalfa (75:25) a una
racion equivalente al 10% del peso hiumedo de los
organismos. Después de un periodo de alimentacién
de dos horas, diariamente se recambi6 el agua de los
acuarios en un tercio de su volumen. Los animales
permanecieron en estas condiciones por tres semanas.

En seguida, las carpas se separaron en tres conte-
nedores de plastico (60 L), con agua de caracteristi-
cas similares a las anteriores; la temperatura de dos
de estos se incrementé a una tasa de 1°C/dia hasta
alcanzar 29 y 32 £ 1°C y el tercero continud en 24
+ 1°C. En estas condiciones los peces estuvieron
dos semanas.

Al finalizar el periodo de aclimatacién térmica, se
efectuaron pruebas de toxicidad a corto plazo de tipo
estatico sin recambio (Buikema et al. 1982). Se utili-
z6 agua destilada como medio de dilucién del conta-
minante para separar el efecto de los iones (N-nitrito
y cloruro). Con el fin de determinar la CL50 del
N-nitrito, se colocaron 10 peces en cada uno de seis
acuarios de vidrio (37 L) con agua destilada (pH 7.1
a 7.5; 3 mg CI'/ L) y aireacién suave y constante
lo que permitié una adecuada concentracién de oxi-
geno (6.5 a 7.0 mg/L). Después de 24 h se agregd
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el contaminante y el periodo de exposicién duré 96
h. El nitrito se adicioné como NaNO, (Merck, 99
% de pureza); la concentracién final obtenida en ca-
da acuario fue de 0 (testigos), 1, 2, 4, 8 y 10 mg N-
NO,/L. Las concentraciones reales se midieron al
inicio y al final de la prueba (APHA 1985). Se hicie-
ron observaciones cada 24 h y se registré el nimero
de peces muertos; el criterio de muerte fue el cese del
batido opercular y la falta de respuesta a estimulos
mecanicos suaves. Las diferentes concentraciones le-
tales se calcularon empleando el programa de cém-
puto DORES (Ramirez 1989). Posteriormente, se
llevaron a cabo las pruebas para medir el efecto
combinado de nitrito-cloruro, para lo cual los juve-
niles de C. idella, aclimatados a 24, 29 y 32°C, se ex-
pusieron durante 48 h a las concentraciones letales
de N-NO, (CL50, CL70 y CL90 en 96 h) en com-
binacién con 3 (testigos), 5, 6 y 6.5 mg CI' /L. Se
utilizé la sal sédica (NaCl, Merck 99 % de pureza)
y se procedié como anteriormente. En ambos tipos
de ensayos, los peces permanecieron por 24 h sin
alimento antes de ser sometidos a las diferentes
pruebas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Durante el periodo de mantenimiento, asi como en
la aclimatacién térmica de los peces, no se observé
mortalidad. Las temperaturas experimentales, son
naturales para la carpa herbivora ya que a menudo
se registran a través del aflo en los estanques de pro-
cedencia de los animales. En los acuarios experi-
mentales no se notaron cambios en la concentracién

de nitrito con respecto al tiempo (P = 0.05) y tam-
poco hubo diferencias significativas entre las con-
centraciones nominales y las reales (P = 0.05). Du-
rante las pruebas de toxicidad aguda no se registré
mortalidad en los grupos testigos.

En los organismos expuestos al nitrito se observé
una coloracién en las branquias més obscura que en
las del grupo testigo, lo cual se atribuye a la condi-
cién de metahemoglobinemia desarrollada por los
peces (Bowser et al. 1983).

El efecto téxico del nitrito en los animales aclima-
tados a las distintas temperaturas, se evalué a través
de las concentraciones letales para el 50, 70 y 90 %
de los organismos (Tabla I, Fig. 1). Cuando los ju-
veniles de C. idella se expusieron por 96 h al conta-
minante, tanto la CL50 del N-nitrito como los otros
estimadores de toxicidad letal, CL70 y CL90 (Fig.
1) variaron con la temperatura. Es importante des-
tacar que la concentracién letal media fue mas alta
en la temperatura que los peces seleccionan activa-
mente en un gradiente térmico, es decir, 29°C (Es-
pina ef al. 1986); resultados similares se obtuvieron
tanto para la CL70 como para la CL90.

Smith y Williams (1974) muestran que la carpa
comun (Cyprinus carpro) tolera concentraciones de 1.8
mg N-NO,/L en sistemas de cultivo con reutiliza-
cién de agua; sin embargo, los valores obtenidos pa-
ra C. idella, no son comparables con los de C. carpro
ya que una concentracién similar (1.7 mg/L de N-
nitrito) corresponde a la concentracién letal media
del contaminante para la carpa herbivora, en agua

TABLA I. CONCENTRACIONES LETALES DE NITRITO PARA LOS JUVENILES DE C. idella
ACLIMATADOS A DIFERENTES TEMPERATURAS

Temperatura Mortalidad CL + E.E.

g % mg/L X? Yo gl*
50 1.71 £ 0.21

24 70 2.23 +.10.32 0.22 9.40 4
90 3.41 £ 0.75
50 6.68 + 1.22

29 70 9.33 £+ 1.99 0.53 11.10 5
90 12.65 + 3.05
50 4.47 £ 0.47

32 70 6.81 = 0.62 4.41 9.40 4
90 9.52 £+ 0.89

* gl: no. de concentraciones (n-1) que producen la muerte de los peces, donde 0 < n < 100
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Fig. 1. Concentraciones de N-nitrito que producen la muerte del 50, 70 y 90% de los juveniles de C. idella en diferentes temperaturas
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destilada. Asi, la discrepancia se puede atribuir a la
presencia de otros iones, cationes y aniones, en los
estanques de cultivo de la carpa comun, lo cual ha
sido comprobado en la trucha arcoiris (Salmo
gairdnert) por Bath y Eddy (1980). Los autores sefia-
lan que al exponer los peces a la CL50 de NO, en
agua destilada s6lo sobrevivié el 10% de los ejem-
plares y la sobrevivencia aumenté al 50% cuando
agregaron 2 mM/L de Ca?* al agua; también men-
cionan que el cloruro actué de manera similar al cal-
cio, pero en concentraciones menores al 30% del ca-
tibn y concluyen que la toxicidad del nitrito es
fuertemente influida por la composicién quimica del
agua.

Con base en los resultados obtenidos en la carpa
herbivora es posible agregar que dicha toxicidad,
también es afectada por la temperatura ya que se
constaté que a 29°C se presenta un efecto protector
contra la toxicidad del nitrito; asimismo en la tem-
peratura mas alta ensayada (32°C), se requieren
concentraciones 52 y 56% mads elevadas que en
24°C, para producir la mortalidad del 50, 70 6 90 %
de los peces (Fig. 1). El efecto de la temperatura ha
sido observado en las etapas larvarias de anfibios
(Salibian comunicacién personal)*; en cambio en
otros peces como el bagre, Ictalurus punctatus, la toxi-

* Dr. Alfredo Salibidn: Laboratorio de Ecofisiologia y Eco-
toxicologia. Universidad Nacional de Lujan, Lujin, Argentina.

(°c)
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cidad del nitrito aumenta al subir la temperatura
(Huey et al. 1984).

Con respecto a las variaciones de los niveles de
cloruro en el medio (Fig. 2), al incrementar la con-
centracién del i6n desde 3 mg/L en el agua destilada
(testigos) a 5, 6 y 6.5 mg CI" /L en los grupos expe-
rimentales expuestos a la CL50 del nitrito, la morta-
lidad de los juveniles de C. idella aclimatados a
29°C, descendié del 50% a 30, 20 y 10% respectiva-
mente, en cambio, tanto en 24 como en 32°C, la
menor concentracién de cloruro ambiental protegid
al 100% de los peces (0% de mortalidad) y se man-
tuvo entre 90 y 80 % al elevarse los niveles de cloruro
en el medio a 6 y 6.5 m/L (Tabla II). En los otros
parametros de toxicidad se observé una respuesta si-
milar. Esto llevaria a considerar la importancia que
tienen las razones en las que se encuentran ambos
iones, mas que la concentracién de estos en forma
aislada. Asi a 32°C, cuando los animales estan ex-
puestos a la CL50-96 h del nitrito, se requieren razo-
nes de 0.69 a 0.90 (N-NO,/CI ), para protegerlos
de la toxicidad de éste, en tanto que razones meno-
res de 0.26 a 0.34 producen el mismo efecto a 24°C.
En esta tdltima temperatura, las razones iénicas en-
tre 0.3 y 0.7 N-NO,/CI resguardan a los juveniles
de C. idella de la toxicidad del nitrito en concentra-
ciones equivalentes a la de los tres pardmetros leta-
les; esto es, la mortalidad disminuyé en un 40 % en
relacién a la CL50 y en un 60 a 80% a las CL70 y
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TABLA II. ESTIMADORES DEL EFECTO TOXICO (CONCENTRACION LETAL, CL) DEL NITRITO EN COMBINACION
CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE CLORURO EN JUVENILES DE C. udella

Temperatura CL N-NO, Cl N-NO, /Cl Mortalidad

°C % mg/L mg/L %

1.7 3.0 0.56 50

50 1.7 5.0 0.34 0

j 7/ 6.0 0.28 10

1:7 6.5 0.26 20

2.7 3.0 0.90 70

24 70 2.% 5.0 0.54 80

2.7 6.0 0.45 70

2.7 6.5 0.41 20

4.5 3.0 1.50 90

90 4.5 5.0 0.90 100

4.5 6.0 0.75 40

4.5 6.5 0.69 10

6.7 3.0 2.23 50

50 6.7 5.0 1.34 30

6.7 6.0 1.12 20

6.7 6.5 1.03 10

9.3 3.0 3.10 70

29 70 9.3 5.0 1.86 70

9.3 6.0 1.5 60

9.3 6.5 1.43 10

12.7 3.0 4.23 90

90 12.7 5.0 2.54 100

127 6.0 2.12 90

12.7 6.5 1.95 50

4.5 3.0 1.50 50

50 4.5 5.0 0.90 0

4.5 6.0 0.75 10

4.5 6.5 0.69 20

6.8 3.0 2.26 70

32 70 6.8 5.0 1.36 80

6.8 6.0 1.13 60

6.8 6.5 1.05 20

9.5 3.0 3.17 90

90 9.5 5.0 1.90 100

9.5 6.0 1.58 40

9.5 6.5 1.46 10
CL90. En 32°C el intervalo, en el cual los especime- nifiesta el efecto positivo s6lo en los peces expuestos
nes estan protegidos es més amplio (0.69 a 1.46) y ala CL50 y a la CL70 por 96 h; con una razén de
engloba tanto a los grupos expuestos a la CL50 co- 1.95 la mortalidad disminuye al 50% tnicamente.
mo a la CL90 (Tabla II). En cambio en 29°C, son Una posible explicacién seria que en tal situacidn, la

necesarias razones de 1.0 a 1.4, en las cuales se ma- proteccién de la temperatura quedaria enmascarada
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En este trabajo fue posible establecer cuantitati-
vamente la accién combinada de la temperatura y la
razén entre las concentraciones de N-nitrito y de
cloruro. Las concentraciones del contaminante co-
rresponden a los parametros de toxicidad CL50,
CL70 y CL90 de N-nitrito (mg/L). El modelo que
mejor explica y predice las relaciones entre las va-
riables fue:

M =955.151 + 14.355 R — 65.795 T + 1.147 T2

MORTALIDAD (%)
H
[e]

N- NITRITo/ CLORuURo

Fig. 3.

m CL7o

Mortalidad (%) de C. idella expuesta a concentraciones letales de N-nitrito en combinacién con cloruro (A=5, B=6y

29 32 24 29 3
TEMPERATURA (°C)

N cLso

donde M es el valor esperado de la mortalidad, codi-
ficado mediante la transformacién angular de los
datos (Zar 1985), R es la razén entre las concentra-
ciones letales del N-nitrito y el cloruro; T es la tem-
peratura (24, 29 y 32°C). El modelo es altamente
significativo (P =0.001) y explica el 98.62% de la
variacién observada en M (R?); el estimador de
Durbin-Watson obtenido (1.225) demostré la ausen-
cia de autocorrelacién de las variables (Montgomery
y Peck 1982).

En este estudio, al utilizar agua destilada, fue po-
sible separar la accién letal del nitrito del efecto pro-

3 P

Relacién entre la tasa de mortalidad de C. idella, la razén iénica (N-NO, /Cl') existente en el medio y la temperatura
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tector del cloruro y de otros iones, cuya accién posi-
tiva es conocida como en el caso del calcio (Bath y
Eddy 1980). Asimismo, se pudo aislar la influencia
que tuvo la temperatura sobre la toxicidad del N-
nitrito tanto en forma directa sobre los pardmetros de
toxicidad CL50, CL70 y CL90, como en las razones
i6nicas que disminuyeron dicha toxicidad (Fig. 3).

Por otra parte, es importante destacar que aun
cuando los peces se encuentren a la temperatura
equivalente al preferendum final, la presencia del con-
taminante deteriora sus funciones fisiolégicas. Se co-
noce que en el intervalo de temperatura que los or-
ganismos acuaticos seleccionan activamente en un
gradiente térmico, sus funciones son 6ptimas (Ke-
llog y Gift 1983), sin embargo, en lo que ataiie al ni-
trito los resultados obtenidos en los juveniles de C.
tdella revelan trastornos fisiolégicos incompatibles
con la vida de estos organismos, prueba de lo cual
es la alta mortalidad observada (90%) en las bajas
concentraciones de cloruro, asi como a temperatu-
ras diferentes de la éptima para los juveniles de la
especie.

En conclusién, a diferencia de lo observado en 1.
punctatus (Huey et al. 1984), en C. idella la temperatu-
ra es un factor relevante que se debe incluir en los
modelos de toxicidad. Asimismo la presencia de
contaminantes no s6lo modifica el comportamiento
termorregulador de los organismos acuaticos
(Cherry y Cairns 1982 ) sino que también provoca
trastornos fisiolégicos. En C. idella fue posible detec-
tar estas alteraciones al incluir en el disefio experi-
mental la temperatura 6ptima (29°C) que los juve-
niles de la especie seleccionan activamente en un
gradiente térmico.
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