UNIVERSIDAD JUAREZ AUTONOMA DE TABASCO

Division Académica de Ciencias Bioldgicas

Réspuesta fisiologica de embriones y
eleutero-embriones de pejelagarto
Atractosteus tropicus expuestos a petréleo

Tesis para obtener el grado de:

Maestria enGiencias Ambientales

Presenta:

Biol. Simrith Elizabéth Cérdova de la Cruz

Directores:

Dr. Carlos Alfonso Alvarez Gonzalez

Dr. Warren W. Burggren

Villahermosa, Tabasco, México. Enero de 2021

| s



(¢ MINIVERSIDAD JUAREZ
1| AUTONOMA DE TABASCO

“ESTUDIQ-EN LA DUDA, AcCCION EN LA FE”

DIVISION ACADEMICA DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DIRECCION
ENERO 8 DE 2021

C. SIMRITH ELIZABETH CORDOVA DE LA CRUZ
PAS. DE LA MAESTRIA EN CIENCIAS AMBIENTALES
PRESENTE ¢
‘«‘ y

En virtud de haber cumplidé.con lo establecido en los Arts. 80 al 85
del Cap. IIL del Reglamentq“de titulacion de esta Universidad, tengo
a bien comunicarle que Se-le autoriza la impresion de su
Trabajo Recepcional, .eft la Modalidad de Tesis de Maestria en
Ciencias Ambientales 4itulado:"RESPUESTA FISIOLOGICA DE
EMBRIONES Y ELEUTEROE ONES DE PEJELAGARTO
Atractosteus tropicus EXPUE A,PETROLEQ", asesorado por
el Dr. Carlos Alfonso Alvarez Gonzalez-y-Dr. Warren W. Burggren
sobre el cual sustentard °st)Examen.de Grado, cuyo jurado
integrado por Dr. Rafael Martipez GaréfQ,-f;Qra. Susana Camarillo
Coop, Dr. Carlos Alfonso Alvare: Gonzalez; Dr. Gabriel Nufez
Nogueira y Dr. Randy Howard Adams Schroedef’

>
Por lo cual puede proceder a concluir con los tranites finales para
fijar la fecha de examen. ¢ :

Sin otro particular, me es grato enviarle un cordial sal?JdQ.

ATENTAMENTE
ESTUDIO EN LA DUDA. ACCION EN LA FE

DR. ARTURO GARRIDO MORA

C.c.p.- Expediente del Alumno.
C.c.p.- Archivo

‘@;rcio de KM. 0.5 CARR. VILLAHERMOSA-CARDENAS ENTRONQUE A BOSQUES DE SALOYA

'niversidades : % oxt. 6400 v :
Marioaias Tel. (993) 358-1500 Ext. 6400 y 6401, 337-9611, 337-9706, Fax (993) 354-4308 y 358-1579

(AR A CAC DA PR LU TLCICON S5 Usar papel reciclado economiza energis, evita contaminacion y despilfarro de agua y ayuda a conservar los bosques

WWW.ujat, mx



%,

/L CARTA AUTORIZACION

Auténoma de Sco para que utilice tanto fisica como digitalmente el Trabajo
Recepcional en alidad de Tesis de Maestria denominado: “RESPUESTA
FISIOLOGICA D RIONES Y ELEUTEROEMBRIONES DE PEJELAGARTO
Atractosteus tropic PUESTO A PETROLEQ”, de la cual soy autor y titular
de los Derechos de Au

El que suscrfgg:tonza por medio del presente escrito a la Universidad Juarez

La finalidad del uso por pa@e la Universidad Juarez Auténoma de Tabasco el
Trabajo Recepcional antes ?cnonada sera Unica y exclusivamente para
difusion, educacion y sin fine$ @& lucro; autorizacién que se hace de manera
enunciativa mas no limitativa para@urla a la Red Abierta de Bibliotecas Digitales
(RABID) y a cualquier otra red a@mica con las que la Universidad tenga
relacién institucional.

Por lo antes manifestado, libero 'Un dad Juarez Autonoma de Tabasco de
cualquier reclamacion legal que p gje specto al uso y manipulacion de
la tesis mencionada y para los fines ulado ) éste documento.

Se firma la presente autorizacion en la @ad d%\ermosa, Tabasco el dia 8

de Enero del dos mil veintiuno. . @
AUTORIZO

>

%

SIMRITH ELIZABETH CORDOVA DE LA CRUZ @

%,
“

3 ?ﬁ'



A mi papa:

Que con su partida, me ensefno que un sacrificio por
amor vale mucho mas que la pena.

Descansa en Paz.



Indice

g Lo [TeT=Rs L3 =To LU L - L= OO 6
2. AQTradBETIMIENTOS ...uecueeieceete ettt ettt et e et et e et e et e st e esaesbeebeentesbeessesbesssessesreensans 7
B R ESUIM BT . sttt ettt ettt e bt e s bt e e ae e sat e et e e be e beesbeesaeesateeabeebeenbeesaeenaes 8
v [N o Yo LU Lo o3 Lo s 1P SRRORRSRR SRR 9
S ] C=Tod T [T ] (=S OSSOSOV PR PP PRRRTPTRPRI 12
6. JUSTITICACTON .ol ittt st a ettt be b enes 16
A0 o T L= Y7o 1T . RSP 17

N R CT=T 1= | G PP 17

7.2 ESPECITICOS...ctieiiiiee e ettt ettt ettt ettt e st e re e be e be et e steeasebesbeenbesbeennenes 17
8. MaterialeS Y MELOUOS ......... 8l ettt 18

8.1. Obtencidn y cuidado de I0S OIrGaNISIMOS. ......ccevieieriirieeieseeeere e eee e e eae e eseenes 18

8.2. Preparacion de las fracciones acomodadas de agua de alta energia (HEWAF) .... 18

8.3. DiSEM0 EXPEIMENTAL .....cceeestherersMereriereetice ettt e et e b sre e e sbesreesaesreennenes 19
8.4. Evaluacion de la funCion CRFATACA. .7 o f.ne e 19
St O g g Lo I o= 1 {0 1= Vo o T 20
8.4.2. VOIUMEN SISLONCO. ...ocveieieiebeeeese B e esmnsnne et ste e esee e seesestessesseaeseeseeseesens 20
8.4.3. GAStO CArdiaCo. ....cccovvevueeeeeee et e 21

8.5. Diferencias en masa y longitud. .........5.cctieoreo e o s 21
8.6. Factor de condicién de Fulton para clasificar el tamafio'de los edemas................... 21
8.7. ANAIISIS StATISTICOS. ...evvirieieieieieieeee et g ee ettt e e neenees 21

S T (ST 011 =T o 1 e <SS 22
9.1. FUNCION CAIQIACA .....evveveienieieiieiieiesieste sttt Saeadh et sbe et ene e 22
9.2. Ritmo cardiaco en eleutero-embrioNes. ..........ccocvvevererineneneiee S e 22
0.3, MBS ..ttt ettt st st neenreesreesreeseeesflen e e e siee s 24

LS I o T 11 (1 T TP S, ¥ S S 24
9.5. Factor de Fulton para caracterizar el tamafio de los edemas. ... bt 25
10. DISCUSION ..ottt sttt ettt st stesae s e seeseesessessessasaensessesessessessessensensensioesdiThen 31
11, CONCIUSIONES ...ttt st st ettt st sbe b saestenaenneneesesnesfons 34
12, RETEIENCIAS .oviieieiieieeet ettt sttt s be bbb e sttt eseebenaen 35
13, ArtiCUIO CIBNTIFICO weoueeeieeieieee ettt sttt ae e 47




1. Indice de Figuras

Figura 1. Separacion de las fracciones acomodadas de agua de alta energia
(HEWAF), 19

Figura 2. Tiempo_d€ exposicion de embriones y eluetero-embriones del
pejelagarto a diferentes concentraciones de HEWAF. 19

Figura 3. Variables utilizadas para calcular el volumen del ventriculo al finalizar un

evento diastolico y sistolico. 20
Figura 4. Funcién cardiaca en embrienes de A. tropicus. 23
Figura 5. Ritmo cardiaco en eleutero-emrbriones de A. tropicus. 24
Figura 6. Masa corporal de embriones y eleutero-embriones de A. tropicus. 26

Figura 7. Longitud corporal de embrioneg*y,eleutero-embriones de A. tropicus 27

Figura 8. Factor de condicion de Fulton en eleutero-embriones de A. tropicus. 28

Figura 9. Regresion lineal, para determinar la relacion entre el'tamafio de los

edemas. 29

Figura 10. Determinacion del tamafio de los edemas en eleutero-embriones de A.

tropicus 30



file:///C:/Users/Simrith%20Cordova/OneDrive%20-%20Universidad%20Juarez%20Autonoma%20de%20Tabasco/MCA%20proyecto/imagenss%20tesis/Tesis%20Simirth%20Cordova.docx%23_Toc61448355
file:///C:/Users/Simrith%20Cordova/OneDrive%20-%20Universidad%20Juarez%20Autonoma%20de%20Tabasco/MCA%20proyecto/imagenss%20tesis/Tesis%20Simirth%20Cordova.docx%23_Toc61448355
file:///C:/Users/Simrith%20Cordova/OneDrive%20-%20Universidad%20Juarez%20Autonoma%20de%20Tabasco/MCA%20proyecto/imagenss%20tesis/Tesis%20Simirth%20Cordova.docx%23_Toc61448356
file:///C:/Users/Simrith%20Cordova/OneDrive%20-%20Universidad%20Juarez%20Autonoma%20de%20Tabasco/MCA%20proyecto/imagenss%20tesis/Tesis%20Simirth%20Cordova.docx%23_Toc61448356
file:///C:/Users/Simrith%20Cordova/OneDrive%20-%20Universidad%20Juarez%20Autonoma%20de%20Tabasco/MCA%20proyecto/imagenss%20tesis/Tesis%20Simirth%20Cordova.docx%23_Toc61448357
file:///C:/Users/Simrith%20Cordova/OneDrive%20-%20Universidad%20Juarez%20Autonoma%20de%20Tabasco/MCA%20proyecto/imagenss%20tesis/Tesis%20Simirth%20Cordova.docx%23_Toc61448357
file:///C:/Users/Simrith%20Cordova/OneDrive%20-%20Universidad%20Juarez%20Autonoma%20de%20Tabasco/MCA%20proyecto/imagenss%20tesis/Tesis%20Simirth%20Cordova.docx%23_Toc61448358
file:///C:/Users/Simrith%20Cordova/OneDrive%20-%20Universidad%20Juarez%20Autonoma%20de%20Tabasco/MCA%20proyecto/imagenss%20tesis/Tesis%20Simirth%20Cordova.docx%23_Toc61448360
file:///C:/Users/Simrith%20Cordova/OneDrive%20-%20Universidad%20Juarez%20Autonoma%20de%20Tabasco/MCA%20proyecto/imagenss%20tesis/Tesis%20Simirth%20Cordova.docx%23_Toc61448361
file:///C:/Users/Simrith%20Cordova/OneDrive%20-%20Universidad%20Juarez%20Autonoma%20de%20Tabasco/MCA%20proyecto/imagenss%20tesis/Tesis%20Simirth%20Cordova.docx%23_Toc61448362
file:///C:/Users/Simrith%20Cordova/OneDrive%20-%20Universidad%20Juarez%20Autonoma%20de%20Tabasco/MCA%20proyecto/imagenss%20tesis/Tesis%20Simirth%20Cordova.docx%23_Toc61448363
file:///C:/Users/Simrith%20Cordova/OneDrive%20-%20Universidad%20Juarez%20Autonoma%20de%20Tabasco/MCA%20proyecto/imagenss%20tesis/Tesis%20Simirth%20Cordova.docx%23_Toc61448363
file:///C:/Users/Simrith%20Cordova/OneDrive%20-%20Universidad%20Juarez%20Autonoma%20de%20Tabasco/MCA%20proyecto/imagenss%20tesis/Tesis%20Simirth%20Cordova.docx%23_Toc61448364
file:///C:/Users/Simrith%20Cordova/OneDrive%20-%20Universidad%20Juarez%20Autonoma%20de%20Tabasco/MCA%20proyecto/imagenss%20tesis/Tesis%20Simirth%20Cordova.docx%23_Toc61448364

2. Agradecimientos

Primeramente a Dios porque a pesar de todo nunca me ha abandonado.
A mi familia por sus oraciones e impulsarme a ser mejor cada dia.

Al Consejo Nacional de Ciencias y Tecnologia por la beca otorgada para mi estudio
de posgrado.

A la Universidad Juarez Autonoma de Tabasco y a mi hogar la Division Académica
de Ciencias Biologicas por formarme académicamente.

Al Posgrado en Ciencias’Ambientales por darme un espacio y guiarme en cada paso
de mi formacion

Al. Dr. Carlos Alfonso Alvarez.por aceptarme con este proyecto y facilitarme las
instalaciones a su cargo, asi_como lo necesario para poder llevar a cabo la
investigacion.

Al Dr, Warren W. Burggren por sus correctas revisiones.

Al Dr. Emyr Pefia por todo el apoye incendicional que siempre me ha brindado a lo
largo de este proyecto.

A la Dr. Edmundo Rosique por su amistad, consejos y su estereoscopio que facilito
este proyecto.

A mi comité revisor, Dr. Rafael Martinez, Dra. Susana-€amarillo, Dr. Gabriel NUfiez,
Dr. Randy Adams por sus buenos consejos, ideas‘y material que ayudaron a la
realizacion de este trabajo.

Al Dr. Naim Bautista por dirigirme en mis primeros pasos parafealizar este proyecto.

A Gil Martinez Bautista por ser mi compafiero en esta aventura, por siempre
exigirme al maximo para hacer de este trabajo lo mejor posible y./por siempre ser
esa persona que me sostiene cuando creo no poder mas, TE AMO.

A mi hermanita Conacyt Talhia Martinez por tu apoyo incondicional, por.el café que
me mantenia despierta y por todas las buenas platicas que siempre ‘hacian mas
amena esta investigacion.




3. Resumen
Los peces durante sus primeras etapas de vida llevan a cabo diferentes procesos
fisioloégicos (y.,morfolégicos que posibilitan su organogénesis, crecimiento y
supervivencia: Dieho periodo puede verse afectado por diferentes contaminantes
ambientales comao-€l petroleo crudo. Debido a su composicion quimica compleja la
exposicion de embriones y larvas al petroleo crudo causa diferentes alteraciones
que incluyen disfuncién~eardiaca y la formacion de edemas. Para evaluar las
alteraciones fisioldgicas’ que, causa la exposicion al petrdleo sobre peces
dulceacuicolas tropicales, sé expusieron a embriones y larvas del pejelagarto
Atractosteus tropicus a cinco diferentes concentraciones (0, 5, 10 15y 20%) de
fracciones acomodadas de agua deqalta energia (HEWAF, por sus siglas en inglés)
por un lapso de 48 h para cada etapa. Los resultados mostraron que a mayor
concentracion de crudo se observaron_mayores afectaciones. Los embriones de
pejelagarto mostraron edemas“en~el saco vitelino sin alteraciones en la funcion
cardiaca. Por otro lado, los eleuterg-embriones: mostraron edemas moderados y
severos, asi como una disminucién en®€lritmo cardiaco. El presente estudio muestra
que la exposiciobn corta al petréleo “durante las” primeras etapas tiene una

repercusion en la fisiologia cardiovascular del pejelagatrto.

Palabras clave: embriones, eleutero-embriones, petroleo, edemas, funcion

cardiaca, pejelagarto, HEWAF.




4. Introduccion

En las/primeras etapas de vida de los peces se llevan a cabo diferentes procesos
fisioldgices y morfoldgicos que son esenciales para la organogénesis, crecimiento y
supervivencia{Finn y Kapoor, 2008). Los organismos durante este periodo son mas
susceptibles arsdiferentes factores (extrinsecos o intrinsecos) y su supervivencia
dependera de su’adaptacion al medio y su rendimiento biolégico (Eddy y Handy,
2012; Rudneva, 2013)7 Algunos de los factores que causan efectos en los peces
son los contaminantesambientales (Scott y Sloman, 2004; Meador, et al., 2018;
Faria et al., 2019; Toumisto et al., 2020). En ese sentido, uno de los contaminantes
gue se ha estudiado en los‘éltimos afos debido a su composicion quimica compleja
y al gran impacto en las poblaciones naturales de los peces, es el petroleo crudo
(Incardona et al., 2012; Hodson,2017; Rodger et al., 2018; O'Shaughnessy et al.,
2018; Meador y Nahrgang, 2019). ‘Dentro de sus componentes se encuentran los
hidrocarburos aromaticos policielicos (HAPs). Los cuales son una mezcla de cientos
de componentes quimicamente_relacionados, persistentes en el medio ambiente
con diversas estructuras y variada‘toxicidad«Debido a sus efectos mutagénicos,
cancerigenas e inmunosupresores (Abdel-Shafy y Mansour, 2016) se han
catalogado como contaminantes prioritarios por la/Agencia de Proteccion Ambiental
(EPA). Se ha demostrado que los HPAs promueven) cambios en la fisiologia y
morfologia de los peces en desarrollo (Pasparakis et al.,.2016; Cherr et al., 2017) y
causan alteraciones en la forma y funcion del corazén (Incardona et al., 2004, 2013;
Li et al., 2018; Morris et al., 2018).

El sistema cardiovascular empieza a formarse durante las pfimeras etapas del
desarrollo embrionario, siendo el primer sistema funcional para les, peces. El
corazon de los peces consta de cinco cAmaras especializadas en serie: el seno
venoso, el atrio, el ventriculo, el cono arterioso y el bulbo arterioso (Icardio y/Colvee,
2011). En la mayoria de los peces, el corazon comienza a latir antes de la‘eclosion
produciendo un flujo convectivo, en el cual las contracciones son movimientas
peristalticos descoordinados, que luego se vuelven regulares y secuenciales

(Bekkers, 2011; Burggreen, 2013; Burggren et al., 2017). El corazén en formacion




sera~el encargado del transporte de gases respiratorios (O2), nutrientes
(aminoacidos, carbohidratos, grasas), desechos (productos nitrogenados y otros
deseches _creados por el metabolismo celular) productos reguladores (hormonas,
acompafiantes moleculares) y circulacion arterial (Burggren, 2013). Debido a que
la organogénesis cardiaca requiere el ensamble de multiples proteinas estructurales
y de vias de transporte activas y pasivas que son reguladas por canales ionicos,
bombas e intercambiadores, innumerables contaminantes, incluido los HAPs en
los habitats acuaticos; pueden interrumpir los procesos que posibilitaran tejidos
cardiovasculares adecuadamente formados y funcionales (Incardona y Scholz,
2016). El resultado de lo anterior se traduce en deficiencias en la funcion cardiaca
de los organismos, es decir, altéraciones en el ritmo cardiaco, el volumen sistélico
y el gasto cardiaco asi como lazacumulacion de liquido (edema) en el pericardio y

saco vitelino.

A pesar de la cantidad de informacion disponible, existen muy pocos datos sobre
los efectos que provocan los HAPs en laXfisiologia y morfologia de las larvas de
especies tropicales y de agua dulce. En ‘ese ;sentido, una de las especies que
cumple con ese criterio a nivel local es.el pejelagarto (Atractosteus tropicus). Es una
de las siete especies dulceacuicolas pertenecientes a la familia Lepisosteidae, el
cual se distribuye desde la cuenca del rioc. Coatzacoalcos, Oaxaca y Veracruz, al
este en la cuenca del rio Usumacinta, Guatemala, asi comeo,la vertiente del Pacifico,
desde el sur de Chiapas hasta la cuenca del lago en Nicaragua y su afluente en el
rio San Juan y de ahi hacia el sureste hasta laguna Tortuguere;, Costa Rica (Miller
et al., 2009). Es capaz de sobrevivir en ambientes de bajecoxigeno y altas
temperaturas (Mora et al., 1997) ya que su habitat natural son los rios, arroyos,
lagos y pantanos con abundante vegetacion, la cual, es utilizada para el desove y
temperaturas calidas entre los 28 y 32 °C. Son peces carnivoros y se-alimentan
principalmente de peces, crustaceos e insectos, que se caracteriza por serun pez
cilindrico y largo, de escamas ganoideas con una pigmentacion marron en la parte
dorsal y amarilla en la parte ventral (Aguilera et al., 2002). La importancia de esta
especie deriva de su funcidn ecoldgica, debido a la regulacion de poblaciones de

otros peces y anfibios, asi mismo para las comunidades locales, tiene una gran
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importancia cultural, alimenticia y comercial, principalmente como producto tipico,
asi ‘eemo en la pesca deportiva y elaboracion de artesanias (Reséndez, 1981;
Reséndezy ‘Salvadores, 1983). No obstante los estudios sobre aspectos fisioldgicos
para el pejelagarto son escasos, principalmente por la exposicién de diferentes

factores estresantes que promuevan cambios en su fisiologia y morfologia.
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5. Antecedentes
Los cemponentes del petroleo se encuentran dentro de los contaminantes mas
toxicos para los peces (Hodson, 2017). Es por ello que se han realizado
investigaciones principalmente en peces marinos sobre el efecto que producen en
diferentes procesos fisioldgicos y morfologicos. Por ejemplo, Incardona et al, (2014)
demostré que les embriones de Thunnus albacares, Seriola dumerili y Thunnus
thynnus expuestostal petroleo, presentan defectos especificos dependientes de la
dosis, ya que las larvas_eclosionadas mostraban edema pericardico y del saco
vitelino, asi como una desaceleracion de la frecuencia cardiaca o bradicardia y otras
malformaciones secundarias;das cuales incluian una falta de los precursores de los
rayos de las aletas, reduccioén emel crecimiento de los pliegues de las aletas, una

curvatura dorsal y una marcada reduccion en el crecimiento del ojo.

Por otra parte, los embriones y larvas* de la curvina roja (Sciaenops ocellatus)
mostraron disminuciones en” la_funciénecardiaca dependientes de la dosis de
hidrocarburos. De esta forma, lasdosis altasspromovieron derrames cerebrales, una
reduccion en el gasto cardiaco de hasta un 70%'y deformaciones en el craneo y la
columna vertebral caracterizada por Upa-curvatura.promovida por la formacién de

edemas (Khursigara et al., 2017).

En este mismo sentido, los embriones y larvas de Cyprinodon variegatus denotaron
que la exposicion aguda durante 48 h al petréleo dismindye“el ritmo cardiaco a las
72, 96 y 120 horas post fertilizacion (hpf) en el tratamiento de 100% fracciones
acomodadas de agua quimicamente mejoradas (CEWAF) eh.comparacion del
grupo control, reduciendo el movimiento embrionario, retrasando el tiempo de
eclosion y disminuyendo el nimero de crias con pigmentacion ocular (Brosker et al.,
2017).

Nelson et al, (2017) reporté que durante el desempefio cardiovascular en rytina de
larvas de la cobia (Rachycentron canadum) la frecuencia cardiaca (fH) aumenta“un
18%, y el volumen sistélico (Vs) disminuye un 36% en organismos expuestos(al

petréleo en comparacion del grupo control, mientras que el gasto cardiaco (Q) es
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similar entre los no expuestos y los peces expuestos. Sin embargo, durante la
prueba de nado los peces del tratamiento control aumentaron su fH en un 61% y
36% los"petes expuestos el Vs aumentd un 27%, mientras que el Q1o aumenté
durante eldranscurso de natacion a un 71% en comparacion a los del grupo control

a un 55%.

A pesar de la infermacion previamente mostrada, existen pocos estudios sobre los
efectos que provoca elpetrdleo en la fisiologia y morfologia en peces de agua dulce.
En ese sentido, Polline.y Holdway, (2002) observaron que las exposiciones de 96 h
al petréleo en embriones-del pez arcoiris australiano (Melanotaenia fluviatilis) causa
anomalias durante la embriogénesis, incluyendo edemas pericardicos, desarrollo
anormal de la espina dorsal ‘y~mandibula y desarrollo embrionario mas lento en
comparacion del grupo control. Mientras que en las larvas la incubacion disminuyé
con el incremento de la concentraeién, presentando una mortalidad del 100% en
todas las repeticiones, asi como corazones grandes y desarrollo anormal de la

mandibula y curvatura espinal.

En cuanto a los efectos que provocaielpetroled en embriones y larvas de especies
tropicales de agua dulce, la mayoria de los)estudies.se han centrado en el pez cebra,
donde se ha demostrado que en etapa$ tempranas-del Danio rerio se observan
alteraciones en la funcion cardiaca como’ arritmias ‘graves, defectos vasculares,
cambios en la forma del corazén y bucle cardiaco, asi como hemorragia
intracraneal, adicionalmente mostraron efectos morfolégicos en los que se
encuentran: distorsion del eje corporal, curvatura de la aleta dorsal, reduccion de la
estructura de la cabeza, disminucién del cerebro y ojos y reduccign del rendimiento
de natacion como consecuencia de los edemas en el saco vitelino o enel pericardio
(Hicken et al., 2011; de Soysa et al., 2012; Incardona et al., 2004, 2013).

Para la familia Lepisosteidae existen pocos estudios sobre las afectaciones por la
exposicion al petréleo tales como el de Omar-Ali (2015), quien demostré que en
juveniles del catan (Atractosteus spatula) después de una exposicion de 48h al

petréleo crudo, causa una diminucion en el nimero de linfocitos y cambios celulares
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en elhigado, el bazo y el rifidn. Sin embargo, después de siete dias de recuperacion

en agua.sin aceite los cambios histopatologicos fueron menos severos.

En el pejelagarto (Atractosteus tropicus) se han realizado estudios en aspectos
reproductivos;"como la descripcion de la gonada y los elementos germinales y
somaticos durante la ovogénesis, asi como el estudio germinal y somético de los
testiculos con elfin.de caracterizar el ciclo reproductivo, lograr desoves controlados
y la obtencién de larvas (Aleman y Contreras, 1987; Reséndez y Salvadores, 1983;
Méndez-Marin et al.,;-2012; 2016), al igual que la descripcibn morfolégica del
desarrollo para su buensmanejo en los cultivos y el efecto de la densidad de la
poblacién en el crecimiento”'y supervivencia (Aguilera et al., 2002; Martinez-
Cardenas et al., 2020).

En cuanto a su cultivo, se ha realizado estudios nutricionales y alimenticios para
determinar la presa Optima para la criadel pejelagarto utilizando diferentes tipos de
alimento vivo durante el estadio/larvarioasicomo el disefio de diferentes dietas con
base en la fisiologia digestivasy)la actividad de las enzimas digestivas del
pejelagarto, que permitan mejorar;el crecimiento, la supervivencia, respuesta
metabdlica y disminuir el canibalismos(Frias-Quintana et al., 2010, 2016, 2017;
Aguilera et al., 2012; Escalera-Vazquez et ali, 2018yHuerta-Ortiz et al., 2018; Saenz
de Rodriguez et al., 2018; Guerrero-Zarate'et al., 2019;Palma-Cancino et al., 2019;
Jiménez-Martinez et al., 2020). De la misma forma, se ha realizado la
caracterizacion parcial de proteasas acidas y alcalinas y la eyaluacion de prebioticos
y probioticos en su alimentacion (Guerrero-Zarate et al., 2014 Najéra-Arzuela et al.,
2018; Nieves-Rodriguez et al., 2018; Sepulveda-Quiroz et al., 2020).

Por otro lado, existen estudios de variacidon cromosémica y genética, al igual que la
expresion de los genes implicados en el metabolismo de los lipidos y el gengripsina
en diferentes tejidos como: el cerebro, higado, masculo, tejido adiposo mesentérico,

rifion, testiculos, branquias y corazén (Arias-Rodriguez et al., 2008; Barrientas-
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Villalebos y Espinosa de los Monteros, 2008; Jesus-de la Cruz et al., 2019; Jiménez-
Martinez et al., 2018).

En cuanto a su fisiologia cardiorrespiratoria se ha descrito que diferentes factores
pueden modificar sus tasas de ventilacion branquial y area, asi como su frecuencia
cardiaca, tales"como los cambios agudos en temperatura, hipoxia y después de
someterse a actividad forzada (Burggren et al., 2016). Sin embargo, el efecto de los
HAPs en las respuestas fisiolégicas y morfoldégicas de embriones y larvas de A.
tropicus no han sido estudiado, siendo de suma importancia ya que en el estado se
encuentran distribuidos en'los cuerpos de agua aledafios a los pozos de extraccion
petrolera, oleoductos, baterias’ de separacion, secciones de valvulas, centrales de

almacenamiento y bombeo, asi-como refineria.

15




6. Justificacion
Debide”a, la actividad antropogénica, el cambio climético y la contaminacioén, los
ecosistemas se han modificado provocando fragmentacion del habitat, reduccion en
el tamafio derlas poblaciones y cambios en los diferentes procesos fisiologicos y
morfologicos de los organismos acuaticos (Comte et al., 2013; Mantyka-Pringle et
al., 2014). Es por-elle; que el conocimiento generado con esta investigacion sera util
para determinar biomarcadores tempranos de los factores que puedan afectar la
homeostasis de los organismos. En ese aspecto, después de los grandes derrames
de petréleo en el Golfosde México, la exposicion a los hidrocarburos ha sido
extensamente estudiada, debido a los diferentes cambios que promueven en los
peces. Sin embargo, son pocos.lgs estudios sobre el efecto de estos compuestos

en especies tropicales que habitan en ambientes de agua dulce.

Debido a que el estado de Tabasee* es una regién rica en yacimientos de
hidrocarburos y cuencas fluviales,, es neeesario el conocimiento de los procesos
fisioldgicos y morfoldgicos, asi como las alteraciones provocadas por la presencia
de hidrocarburos en el medio en loes erganismos dulceacuicolas de la region. Una
de las especies que puede aportar infopmacion sebre el efecto de los hidrocarburos
en organismos tropicales de agua dulce(es)el pejelagarto (A. tropicus), ya que se
encuentra ampliamente distribuido en los' cuerpos*deragua del estado, es una
especie de importancia ecolégica, un pez ancestral y de facil manejo. A pesar de
que se conocen algunos aspectos sobre su biologia y'su fisiologia, no se ha
estudiado el efecto de los hidrocarburos sobre el organismo, especialmente en sus
etapas tempranas de vida, las cuales son de las mas sensibles y susceptibles a los
cambios en el ambiente (Burgreen et al., 2016). De esta forma, este trabajo aportara
informacion importante sobre la respuesta fisiolégica de esta especie al’exponerlo
a diferentes concentraciones de hidrocarburos en el agua y se dara la‘pauta para

investigaciones futuras sobre este tema.
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7. Objetivos

7.1 General
Evaluar las, alteraciones morfolégicas y cardiorrespiratorios de la exposiciéon al

petrdleo durante las primeras etapas de vida del pejelagarto Atractosteus tropicus.

7.2 Especificos
« Determinar _las afectaciones cardiorrespiratorias en embriones y eleutero-

embriones de A fropicus expuestos al petroleo durante 48 h.

+ Calcular la masa_y la longitud de embriones y eleutero-embriones de A.
tropicus expuestas“al petréleo durante 48 h.

+«» Caracterizar el tamafio“de los edemas en eleutero-embriones de A. tropicus
en funcién de la exposiciényal petroleo con base en el Factor de condiciones

de Fulton.
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8. Materiales y Métodos

8.1. Obtencién y cuidado de los organismos.
Los huevos de pejelagarto se obtuvieron mediante un desove inducido

artificialmente-en el Laboratorio de Acuacultura Tropical de la Universidad Juarez
Autonoma de Tabasco, Villahermosa, Tabasco, México. La hembra fue previamente
anestesiada con.aceite de clavo e inyectada con 1 ml Kg* de hormona liberadora
de gonadotropina ((GRRH, marca Sanfer). Seguidamente los reproductores se
mantuvieron en tanques circulares de 2000 L en proporcion de tres machos por
hembra, con sustrato attificial en el fondo (tiras de rafia y tubos de PVC con
contrapeso) para la adherencia de los huevos (Marquez et al., 2013). Al momento
de la fertilizacion, 300 huevos se\extrajeron y el resto se mantuvo en el tanque a
una temperatura ambiente de 28 2€,-con un fotoperiodo de 12 h luz - 12 h oscuridad,
en agua libre de cloro y con aireacion‘constante. Al eclosionar el resto de las larvas
se tomaron 300 para la segunda parte del estudio. Las larvas no se alimentaron

debido a la presencia del saco‘vitelino que,provee alimentacion enddgena.

8.2. Preparacién de las fracciones-acomodadas de agua de alta energia
(HEWAF)
El petroleo se obtuvo del Campo Samaria en Villahermosa, Tabasco, México, a

través del Laboratorio de Biorremediacion“de la Universidad Juarez Autonoma de
Tabasco. Las fracciones acomodadas de agua de” alta energia (HEWAF) se
prepararon de acuerdo a los protocolos previamente descritos por Hantlen et al.
(2010) e Incardona et al. (2013), mezclando un 1 g de petréleo por cada litro de
agua. En este estudio se mezclaron los componentes en unaslicuadora comercial
Turmix PD18 a ~15,000 rpm por 30 segundos. Seguidamente Se dejo reposar la
mezcla en un embudo de separacion por una hora. Para los ensay0s se utilizaron

los primeros 900 mL del embudo para evitar la capa de hidrocarbures en la

18




superficie. Esta solucion se consideré como solucion stock 100% HEWAF (Figura
1).

Descarta

900 ml = 100%
HEWAF

Figura 1. Separacion de las fracciones acomodadas de agua de alta energia (HEWAF). Los
primeros 900 ml fueron utilizados para las exposiciones considerandolo 100% HEWAF

8.3. Disefio experimental.
Los huevos fertilizados se coloearon al azar en 15 peceras de vidrio de 5 litros (60

organismos por tratamiento, 20 por replica). Estas mismas peceras se utilizaron

para el experimento con larvas con elrmismo nimero de organismos. La exposicion

al petroleo se llevdé a cabo durante 48“horas en cada grupo y a diferentes

concentraciones de HEWAF a gpartir de Jda dilucion de la solucion stock. Los

tratamientos utilizados fueron: 0%,5%;y 10%, 16% y 20% HEWAF (Figura 2).
Tiempo de exposicion ‘e(MrioneS‘

Fertilizacion 36_hpf 48 hpf

'l (! !
[ T "A ]

Tiempo de exposicion en larvas

Eclosion 24 hph 48 hph

3 .4 ¥

Figura 2. Tiempo de exposicion de embriones y eleutero-embriones del pejelagarto a 0%,.5%, 10%,
15% y 20% HEWAF.

8.4. Evaluacioén de la funciéon cardiaca.
La funcién cardiaca consta de tres variables, el ritmo cardiaco, el volumen sistélico

y el gasto cardiaco. En este estudio se evalué solo en embriones debido a que la
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pigmentacion de las larvas impidié delimitar el corazon para realizar los calculos

correspondientes. En estas ultimas solo se midio el ritmo cardiaco.

8.4.1. Ritmo cardiaco.
Para determinar la frecuencia de los latidos cardiacos (fu), los organismos fueron

colocados en_eédmaras de acrilico con un didmetro de ~2 cmy ~2 cm de
profundidad. Eltitmo«cardiaco se calcul6é observando los movimientos del corazén
a través de la pared del-cuerpo con ayuda de un microscopio estereoscopico (Stemi
305 lab). La frecuencia cardiaca se midi6 en dos periodos de 15 segundos,
seguidamente se calculd.€l promedio de los dos valores y multiplico por 4 para

obtener los latidos*min™ (Burggren et al., 2016).

8.4.2. Volumen sistdlico.
Para determinar el volumen sistolico se utilizé el modelo esferoide alargado descrito

por Perrichon et al., (2017), en el cual, a partir de secuencias de video, el volumen
del ventriculo se determiné al final'de los eventos sistélico y diastélico (3-5 eventos
por individuo). Para calcular el volumen del ventriculo se utilizé la formula Vs = (11/6)
(ab?), donde Vs es el volumen sistolico, a‘representa el eje mayor, b es el eje menor
del esferoide. Una vez obtenido el volumen de cada-evento, el volumen sistdlico se
calculd mediante la formula VS=Vi-V2, dende VS £s)el volumen sistolico, Vi el
volumen del evento diastolico y V2 el volumen del evento sistélico. De esta manera

se obtiene el volumen sistélico en pL latido™ (Figura 3).
Volumen sistolico: Volumen diastélico— Volumen sistolico =)ulL  latido ™

VS= (11/6)(ab?)

a: eje mayor
b: eje menor

Sistole

Diastole

Figura 3. Variables utilizadas para calcular el volumen del ventriculo al finalizar un evento diastélico
y sistolico: Vs: volumen sistolico, a: eje mayor, b: eje menor.
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8.4.37 Gasto cardiaco.
El gasto’cardiaco se calcula en uL min-1 y se obtiene multiplicando fH x Vs (Perrichon et
al., 2017).

8.5. Diferencias en.masa y longitud.
La masa de los organismos se determind mediante una balanza analitica. Para

calcular la longitud (en™milimetros) de los embriones y los eleutero-embriones se
tomo una serie de fotografias de alta definicion de los organismos de forma lateral
y utilizando una regla para centrolar la escala. Seguidamente cada fotografia se
proceso en el software Image.d version 1.5 midiendo desde la cabeza y hasta la

punta de la cola.

8.6. Factor de condicién de Fulton para clasificar el tamafio de los edemas.
El tamafo de los edemas se clasificd utilizando los datos del factor de condicion de

Fulton, ya que relaciona la longitud’de los‘organismos y su masa con base en la ley
del cubo (Froese, 2006), a partir de\la,formula K= (W/L3) x 100, donde W es el peso,

L es la longitud y 100 una constante jpara mostrar.porcentajes.

Para ello, se utiliz6 la estadistica descriptiva del conjunto de datos con el objeto de
determinar el ancho de los intervalos que definiran la«Clasificacion de los edemas.
Para calcular el ancho de clase se utilizé el rango del«€onjunto de datos dividido

entre la raiz cuadrada del numero total de organismos.

8.7. Andlisis estadisticos.
Para evaluar el efecto del petrdleo crudo en la masa, longitud, \witmo cardiaco y

Factor de condicién de Fulton se realizé una ANOVA de dos vias, seguida de una
prueba de comparacién multiple de Holm-Sidak para denotar diferenCias entre los
tratamientos. En cuanto a la ventilacion branquial se realizé una prueba de.Kruskal-
Wallis. Del mismo modo, a partir de la caracterizacion de los edemas se realizaron
dos regresiones simples para determinar la relacién del factor de condicion con ja
masa Y la longitud. Todos los andlisis se realizaron con un valor de significancia de

a=0.05. Los andlisis llevaron a cabo en el software SigmaPlot 11.0.
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9. Resultados

9.1. Fuheidn cardiaca
Los embriones expuestos al petr6leo mostraron diferencias significativas con

respecto al tiempo en el ritmo cardiaco (fH), volumen sistélico (SV) y gasto cardiaco
(CO). La frecuencia cardiaca aumenta significativamente a las 48 hpf (~129 + 1.91
latidos min™) (Figura*4A). El volumen sistolico en embriones exhibié un aumento
leve pero significativo(P)<0.001) de 24 a 36 hpf en todos los tratamientos HEWAF,
pero en 48 hpf no se(observaron diferencias en comparacion con los valores
iniciales (Figura 4B). Similar a la fH, el gasto cardiaco mostré diferencias
significativas a lo largo del tiempo_para todos los tratamientos (P <0.001) pero no
entre diferentes exposiciones HEWAF (Figura 4C).

9.2. Ritmo cardiaco en eleutero-embriones.
La frecuencia cardiaca (fH) en les eleutero-embriones de control se mantuvo similar

en la eclosion y 24 hpf, pero luegoraument¢’significativamente a las 48 h (P <0,001;
Figura 5). Por el contrario, después de 24 h de.exposicion, la fH comenzé a disminuir
en los eleutero-embriones expuestos durante 48"hde 10%, 15% y 20% HEWAF (P
<0,001; Figura 5). En 48 hpf, los eleutero-embriones de 5% y 10% HEWAF
mostraron un aumento en fH en comparacién con la eclosion y 24 hpf. Sin embargo,
a las 24 h la fH fue menor que la del grupo control. LoS tratamientos que muestran
mayor efecto a la exposicion son 15 y 20 %“_HEWAF disminuyendo

significativamente de ~126 a ~106 latidos min™ y de ~127 a ~103 latidos min™.
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Figura 5. Ritmo cardiaco en eleutero‘emrbriones de=A=fropicus desde la eclosion hasta las 48 horas post
eclosion (hpe): Letras mayusculas denotanJdiferencias significativas con respecto al tiempo, con un valor de
P<0.001. Las letras minUsculas denotan diferencias entreos tratamientos con un valor de P<0.001.

9.3. Masa
La masa corporal de los embriones aumenté a le largo del desarrollo para el

tratamiento control y para todas las exposiciones de HEWAF (P <0,001, Figura 6A).
En eleutero-embriones, se produjeron diferencias signifieativas en diferentes etapas
(P <0,001). Teniendo en cuenta el tratamiento HEWAF, sololos eleutero-embriones
expuestos a HEWAF al 20% exhibieron una masa corporal mas alta que los otros
tratamientos a las 48 h (P <0,001; Figura 6B).

9.4. Longitud
La longitud estandar de los embriones aumento a lo largo del desarrollo,(P.<0,001)

pero no hubo diferencias entre los tratamientos (P >0,05; Figura 7A). En cuanto a la
longitud de los organismos después de la eclosion, la longitud aumento a0 jargo
del desarrollo para todos los tratamientos (P <0.001) y solo en 48 horas ocurrieron
diferencias entre tratamientos, los eleutero-embriones de 5% y 10% HEWAE

mostraron una longitud menor que el tratamiento control, mientras que en los
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tratamientos de 15% y 20% HEWAF mostraron una longitud mas baja en

comparacion de los demas tratamientos (P <0,001; Figura 7B)

9.5. Factor/de Fulton para caracterizar el tamafio de los edemas.
El factor de condicion de Fulton (K) en eleutero-embriones vario a lo largo del

desarrollo (P*<0;001) mostrando una mayor variacion entre la eclosion y 48 horas
pos eclosién (hpe)._ Llas diferencias entre los tratamientos ocurrieron a 48 hpe (P
<0.001) donde los eleutero-embriones expuestos a HEWAF al 20% tenian un K mas
alto (Figura 8). La regresion multiple mostré que la longitud total de los eleutero-
embriones tiene una mayorcorrelacion con K que con la masa corporal La regresion
multiple mostré que la longitud total de los eleutero-embriones tiene una mayor
correlacion con K que con lasmasa corporal (R = 0.890, R? = 0.790, F =1122.25,
P<0.001; R = 0.100, R? = 0.010,.F/.= 3.059, DF = 1, P =0.081, respectivamente)
donde los eleutero-embriones con valores de longitud total mas bajos mostraron

valores de K mas altos y edemas severos, como se muestra en la figura 9.

El tamafio de los edemas se caracterizd/obteniendo los intervalos a partir de la
estadistica descriptiva del conjunto.de datos.”Estos se clasificaron como: no edema,
edema moderado y edema severo. Rara.los organismos que no tenian edema, el
limite inferior se encontr6 en aquellos que tenian un<factor de Fulton (K) de 0.149 y
el limite superior K = 0.298. En cuanto al edema meoderado su limite inferior se
encontro en K = 0.298 y el limite superior 0.389K y“los de edema severo se
encontraron dentro del limite inferior K = 0.398 y el limité_superior K= 0.547. Los
organismos que no presentaron edema se encontraron en el tratamiento control,
mientras que en los tratamientos 10 y 20% HEWAF fuergn en los que se
encontraron organismos con mas edema moderado y fue para el tratamiento de
20% HEWAF donde se obtuvo el mayor niumero de peces con edema severo,

respecto de los edemas tratamientos (Figura 10).
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Figura 6. A) Masa corporal de embriones de A. tropicus desde la fertilizacion hasta las 48 horas post
fertilizacion. Las letras mayusculas denotan diferencias significativas con respecto al tiempo en‘cada
tratamiento (P <0.001). B) Masa corporal de los eleutero-embriones de A. tropicus desde la eclosion
hasta las 48 hpe.: Las letras mayUsculas denotan diferencias significativas con respecto al tiempo en
cada tratamiento (P <0.001). Las letras mindsculas denotan diferencias significativas dentro de los
tratamientos con relacion al tiempo, con un valor de P <0.001.
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Figura 7. A) Longitud corporal de embriones de A. tropicus desde la fertilizacion hasta las 48 horas
post fertilizacion: Las letras mayusculas denotan diferencias significativas con respecto al tiempo en
cada tratamiento, con un valor de P <0.001. B) Longitud corporal de eluetero-embriones de A. tropicus
desde la eclosién hasta las 48 hpe. Las letras mayuUsculas denotan diferencias significativas con
respecto al tiempo en cada tratamiento, con un valor de P <0.001. Las letras minusculas denotan
diferencias significativas dentro de los tratamientos con relacién al tiempo, con un valor de P <0.001
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Figura 8. Factor de condicion de Fulton en eleutero-embriones de A. tropicus desde la eclosion hasta
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10. Discusion
Se ha«demostrado que un indicador de la sensibilidad de los peces en desarrollo a
las exposiciones de petroleo, son las alteraciones en el sistema cardiovascular. En
consecuencia;la forma y funcion del corazén se ven afectadas. Estas alteraciones
se manifiestan” como corazones tubulares, reduccion en el gasto cardiaco,
formacion edemas_severos en el pericardio y saco vitelino ocasionando algunas
veces alteraciones‘en/el sistema esquelético (Anderson et al., 2009; Incardona et.,
al., 2013; Raimondo“et‘al., 2014; Khursigara et al., 2017). En este estudio, los
embriones de pejelagarto,expuestos a las concentraciones mas altas (20% HEWAF)
mostraron una de las anomalias tipicas de la cardiotoxicidad del petroleo crudo
descritas para otras especies de“peces: como la presencia de pequefios edemas
que causan una reduccion ligera'en el volumen sistdlico a las 48 hpf. Nuestros datos
indican que los embriones de pejelagarto muestran una respuesta toxica leve
posiblemente por la presenciaZde microgotas de aceite adheridas al corion. La
primera observacion de atraccion‘de microgotas de aceite se observaron a las 2 h
de exposicidon. Las microgotas de-aceite se distribuyeron al redor de todo el huevo,
pero parecieron fusionarse en una mancha mas-grande en los embriones del grupo
de dosis alta. Estudios previos sugieren.gue. las gotas)de aceite en el corion conduce
muy probablemente una via de exposicién dual, €n el cual se crea una mayor
concentracion de PAH disueltos en el huevo, potenciando a una transferencia de
compuestos de petréleo crudo a través del corion, lo que fagilita la captacion de PAH
disueltos en los embriones provocando mayor gravedad en. la deformacion y
cardiotoxicidad (Sgrhus et al., 2015; Sgrensen et al., 2017). Ademaés, se ha sugerido
que la composicién quimica de la membranay la morfologia del huevo pueden influir
en la adherencia de las gotas de aceite en diferentes especies de peces.(Hansen et
al., 2018). Es por ello que se requieren futuras investigaciones que“deberan
centrarse en comprender la morfologia y composicion del huevo del pejelagarto y
su importancia durante la etapa embrionaria, ya que el conocimiento generado
puede ser Util para realizar evaluaciones de riesgo por los factores externos‘gue

puedan afectar las zonas de desoves.
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Paras"evaluar el impacto del petréleo en la funcidbn cardiaca en los
eleuteroembrioenes de pejelagarto, desde el momento de la eclosion hasta las 48
hph, sesmidi6 el ritmo cardiaco y la presencia de los edemas. Esta investigacion ha
demostrado-que las eleutero-embrioenes de A. tropicus son mas sensibles que los
embriones a.a exposicion del petrdleo. Los resultados demostraron que las larvas
del pejelagarto, presentaron edemas después de 48 h de exposicion en las
concentraciones massaltas, en el que la presencia de los edemas es responsable
de las afectaciones catdiacas. Los defectos cardiovasculares observados en éste
estudio, incluyeron una’disminucién en el ritmo cardiaco y estancamiento de la
circulacion principalmente enJas concentraciones de 15 y 20% HEWAF. Estudios
recientes han documentado._que la exposicion al petrdleo durante las etapas
tempranas de desarrollo de los'p€ces, causa una interrupcién en el funcionamiento
cardiaco como bradicardia y reduccion de la contractilidad, lo cual esta relacionada
con la acumulacion de liquido cardiogénico (edema) (Incardona et al., 2012, 2013,
2014; Edmunds et al., 2015; Perrichon et<al,; 2016). Un estudio realizado por Brette
et al. (2014), demostré que lo"compuestos del petréleo crudo producen un
mecanismo cardiotdéxico de respuesta que produce alteraciones en los canales
i6nicos involucrados en el acoplamiento “de«_ excitacion-contraccion y la
contractibilidad de los cardiomiocitos. Si hien las lesiones cardiacas en peces recién
eclosionados de pejelagarto son un indicador de Sensibilidad al petréleo, una
evaluacion en etapas posteriores podria proveer informagion sobre si los cambios
en la forma y funcion de corazén son permanentes o transitorios, asi como su
relacion con los mecanismos de excrecion de estas sustanCias y procesos

respiratorios del pejelagarto.

Con respeto a las alteraciones en la masa de los organismos en funcién de la
exposicion al petréleo se ha descrito muy poco. En este estudio se observo que el
peso de embriones y larvas incrementa con el paso del tiempo, encentrando
diferencias entre los tratamientos a las 48 hph en las larvas expuestas & 20%
HEWAF. Sin embargo se ha descrito que la masa en los primeros dias de desarrolle
del pejelagarto tiende a mantenerse relativamente constante debido a una

transferencia del vitelo a los tejidos del cuerpo en desarrollo (Burggren et al., 2016).
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Por lo cual, se infiere que el aumento en la masa de embriones y larvas de

pejelagarto puede relacionarse con la presencia y tamafio de los edemas.

Por otrolado, en este estudio se demostré que la longitud de las larvas de
pejelagarto se)ve afectada por las diferentes concentraciones de HEWAF en
comparacion a‘grupo control, siendo en las concentraciones de 15y 20% HEWAF
a las 48 hph las’ gue muestra una mayor disminucion en la longitud. Similar a
nuestros resultados, se observo una reduccion en la longitud estandar de diferentes
especies de peces en’_desarrollo, expuestas al petroleo (Sgurs et al., 2015;
Raimondo et al., 2016;#Bosker et al., 2017). Sin embargo la longitud en los

embriones incrementd con ‘elpaso del tiempo debido al desarrollo del embrién.

En este estudio se emple6 el factor de condicion de Fulton (K) para la
caracterizacion en el tamafio de 19SS edemas, ya que relaciona la longitud de los
organismos con su masa. Por su parte;-el factor de condicion K se basa en que los
organismos de una misma tallay/con mayerpeso presentan mejor condicion (Froese,
2006). Con base en este postulado, se ‘sugiere que si el factor de condicion K
incrementa en un tiempo determinado;se debe'a la presencia de los edemas en los
peces, ya que en este estudio el factor decondieién:K increment6 a medida que las
larvas a las 48 hph presentaban mayor tamafo des€dema. Por lo cual caracterizar
el tamafo de los edemas mediante este método puede“ayudar a correlacionar las
alteraciones en el sistema cardiovascular, ya que se ha reportado que un edema
con menos liquido solo afecta el saco vitelino, mientras que‘un aumento de liquido

afecta la cavidad pericérdica y los espacios ventriculares (Carls et'al., 1999).
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11. Conclusiones

El presente estudio demostré que la exposicion corta de petroleo tiene un efecto
sobre la morfologia y la fisiologia cardiovascular de embriones y eleute-roembriones
de pejelagarto.y que el tamafio de los edemas correlaciona la importancia en el
desempeiio cardiaco de los organismos. De igual manera este estudio genera
informacion sobre la importancia de considerar los factores ambientales y el riesgo
de los contaminantes antropogénicos en la fisiologia y morfologia de los organismos
acuaticos de la region, Sin embargo se sugieren estudios futuros para determinar la
composicién quimica y morfologia del corion, la importancia en la proteccion de los
embriones y su relacion con”el intercambio del petréleo al embrion, asi como la
evaluacion de los efectos delbpetréleo en etapas posteriores y diagnosticas si los

efectos cardiacos en los eleutero-embriones son permanentes o transitorios.
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Abstract

During” their early development, fish species go through different physiological and
morpholegieal processes that promote organogenesis, growth, and survival. Environmental
pollutants such-as crude oil (anthropogenic or natural sources), causing alterations especially
in cardiac function and morphology can affect fish development. Most such studies have
focused on saltwatér'species, whereas studies in freshwater fishes are scant. The objective of
the current study was to-evaluate the effects of 48 h of crude oil exposure (as 0, 5, 10, 15, or
20% high-energy water,accommodated fractions, HEWAF) on cardiac function and edema
formation during the embryonie period of a tropical freshwater ancient fish, the tropical gar
(Atractosteus tropicus). Embryos-presented minor edemas after exposure, and no alterations
in cardiac function were observed. In contrast, eleuteroembryos showed a positive
relationship between increasing“;ctude oil concentration and cardiac dysfunctions.
Eleuteroembryos exhibited moderate tg'severe edemas, cardiac dysmorphia (tubular hearts),
and decreased heart rate at high concentrations of HEWAF. This study indicates differential
responses to HEWAF exposure’_in, the «early life stages on A. tropicus, with the
eleutreroembryos being more sensitive to the éxposure, having more damage to the cardiac
function, and a high edema formation the-earliest embryonic stages.

Keywords: embryos, eleuteroembryos, Atractosteus-tropicus, crude oil, HEWAF, cardiac

function, edema.
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Introduction

Essential physiological and @arphological processes for organogenesis, growth, and
survival (Finn and Kapoor 2008) characterize early life stages of fish. During these periods,
fish are susceptible to extrinsic or intrinsic factors, and survival depends on their biological
performance and adaptation to the‘environment, (Eddy and Handy 2012; Rudneva 2013).
Environmental pollutants such as «pesticides, /herbicides, heavy metals, crude oil, among
others, represent some of the factors that challenge_fish as larvae (Scott and Sloman 2004;
Burggren and Dubansky, 2018; Faria et al 2019; Tuomisto et al. 2020). Crude oil has been
extensively investigated in recent years due“te“its complex chemical composition and high
impact on natural fish populations (Incardona et al. 2012; Hedson 2017; Rodgers et al.2018;
Meador and Nahrgang 2019). Among its components, polyeyclic aromatic hydrocarbons
(PAHS) are toxic, mutagenic, and carcinogenic compounds (Abdel~Shafy and Mansour 2016)
that have been listed as priority pollutants by the US Environmental Protection Agency (US-
EPA). PAHs induce changes in the physiology and morphology/afi developing fish
(Pasparakis et al. 2016; Cherr et al. 2017; Pasparakis et al. 2019), including alterations in the
cardiovascular system (Incardona et al. 2004, 2013; Incardona and Scholz 2016; Li et al.
2018; Morris et al. 2018; Perrichon et al. 2018). For example, PAHs can block pptassium
channels, preventing cardiac repolarization, interruption of intracellular calcium in
cardiomyocytes and, consequently, produce several deficiencies in cardiac funaction
(decreased heartbeat frequency, stroke volume and cardiac output) as well as the fluid

accumulation (edema) in the pericardium and yolk sac (Brette et al. 2014).
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Embryos and larvae of the zebrafish (Danio rerio) exposed to crude oil extracts show
alterations in cardiac function, such as severe arrhythmias, bradycardia, peripheral edema,
vascular«defects, changes in the shape of the heart and cardiac loop, spine deformation and
intracranial’hemorrhage (Hicken et al. 2011; De Soysa et al. 2012; Incardona et al. 2013;
Bautista and ‘Burggren, 2019; Johann et al. 2020). Embryos and larvae of the red drum
(Sciaenops ocellatus) exposed to different concentrations of crude oil showed decreased
cardiac function. High-eoncentrations promoted strokes, a reduction in cardiac output by up
to 70%, deformations of-the skull and spine (lordosis and scoliosis) and formation of edemas
(Khursigara et al. 2017). In larval cobia (Rachycentron canadum), heart rate increased 15%,
and the stroke volume decreasedby 35% compared to unexposed fish (Nelson et al. 2017).
Additionally, Incardona et al. (2016) showed 86 that embryos of bluefin tuna (Thunnus
thynnus) yellowfin tuna (T. albacares),.yellowtail kingfish (Seriola lalandi), and mahi-mabhi
(Coryphaena hippurus) exposed to ¢0il) exhibited defects in heart function, such as
arrhythmias, pericardial edema, and_secondary malformations.

Most studies of crude oil effects,have-been studied on either commercially important
marine fishes (e.g mahi mabhi, red dram) or models_such as the zebrafish. Unknown are the
effects of crude oil on ancient freshwater-fishes. Lseépisosteids represent an order of ancient
fishes with rapid embryonic and larval development,'which makes them tractable models to
study the early stages of air-breathing fishes (Burggren~et al. 2016). The tropical gar
(Atractosteus tropicus) is one of the seven extant species 0f<Lepisosteids that occurs from
southeast Mexico to Costa Rica (Miller et al. 2009). This species is capable of surviving in
low oxygen and high temperature environments (Mora-Jamett et al. 1997). Atractosteus
tropicus inhabits rivers, streams, lakes, and swamps with abundant vegetation and warm
temperatures between 28° and 32°C (Aguilera et al. 2002). Additienally, this fish has
ecological importance because it is a controlling organism of fish and amphibianpopulations
(Reséndez 1981). Finally, A. tropicus has great commercial and cultural importance in the
Southeast of Mexico as a food source due to its high nutritional values (Reséndez-Medina
and Salvadores 1983), and recently, several aquaculture programs have been develeped
(Marquez-Couturier et al. 2015). However, this species also occurs in environments nearby
crude oil extraction wells, pipelines, refineries and petrochemical processing plants, and the

toxic effects of the environmental contamination have not been evaluated. For this reason,
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the objective of this study was to determine the cardiotoxicity in embryos and

eleuteroembryos of A. tropicus exposed to different concentrations of crude oil.

Material and-methods

The embryos and eleuteroembryos of A. tropicus were obtained from an induced
spawning at the Tropical Aquaculture Laboratory of the Universidad Juarez Autonoma de
Tabasco, Villahermosa;«Tabasco, Mexico. One female (3.5 Kg) was first anesthetized with
clove oil and then injeetéd with 1 mL Kg-1 of gonadotropin-releasing hormone (GnRH,
Sanfer). Subsequently, this female was kept in a 2000 L circular tank together with three
adult males. Artificial grass was provided at the bottom of the tank for an egg laying substrate
(Marquez et al. 2013). Immediately“after fertilization, 300 eggs 117 were collected for crude
oil exposure. The remainder of the'eggs were kept in the tank at 28°C, with a photoperiod of
12 h light - 12 h darkness and with constant aeration until hatching. Upon hatching, 300
eleuteroembryos were collected and exposed to different concentrations of high-energy water
accommodated fractions (HEWAF). of heavy-erude oil.

Preparation of High Energy Water Accommodation Fractions (HEWAF).

Heavy crude oil (17.5 °API, specificgravity at-60.2F = 0.95 g/ml) was obtained from
well No. 851, in the Samaria Oil Field, Cunduacén MuniCipality, Tabasco, Mexico through
the Remediation Laboratory of the Universidad Juarez Auténema de Tabasco. This crude oil
was from a non-marine origin reservoir. High energy water accommodated fractions
(HEWAF) were prepared according to the protocols described hy Hatlen et al. (2010) and
Incardona et al. (2013). Briefly, HEWAF preparation consisted af a“mixture of 1 g of
petroleum per litre of water, mixed in a commercial Turmix PD18 blender (fitted with a
stainless-steel beaker and stirring blades) at ~ 15,000 rpm for 30 seconds. The ‘mixture was
then allowed to stand in a separatory funnel for one hour. For the experimental dilutions, the
bottom 900 mL of the aqueous mixture in the funnel were used. This preparation was
considered the stock solution (100% HEWAF) from which dilutions for the bioassays-were

immediately made.
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Experimental design

Fortyeight hour HEWAF exposure for both embryos and eleuteroembryos was carried
out in four ditutions of 5, 10, 15, and 20% from the stock HEWAF solution and a HEWAF-
free treatment-as control. Measurements were carried out in triplicate in 15- liter glass tanks
(3 tanks per.treatment) containing the appropriate HEWAF, concentrations and 20

individuals per replicate were utilized.

Assessment of cardiacfunction

Cardiac function (heart rate, stroke volume and cardiac output) was evaluated only in
embryos of Atractosteus tropicus-because increasing amounts of pigmentation in hatchlings
limited clear heart visualization_through the skin. Thus, only heart rate was calculated in

eleuteroembryos.

Heart rate (fH). Embryos and eletteroembryos were placed 148 in clear acrylic

chambers (~2 cm diameter and ~ 2_cm depth):containing aerated water at 25 °C. Heart rate
was calculated by observing cardiac movements through the body wall using a
stereomicroscope (Stemi 305lab). Rate'was*measured in two periods of 15 sec, averaged, and
multiplied by 4 to obtain heart rate in beats/min (after-Burggren et al. 2016).

Stroke volume (SV). Stroke volume was calculated-based on the prolate spheroid

model described by Perrichon et al. (2017), where the volume-of the ventricle at the end of
systolic and diastolic events (3-5 events per individual) 'was determined from video
sequences. To calculate the volume of the ventricle in each eventythe formula VS = (n / 6)
(ab2) was applied, where VS is the stroke volume, "a" represents the major axis, and "b" is
the minor axis of the spheroid. Once the volume of each systolic and.diastolic event was
obtained, stroke volume (uL beat-1) was calculated by subtracting systolic volume from
diastolic volume.

Cardiac output (CO). Cardiac output (CO in uL min-1) represents the total.volume of

blood pumped by the heart per minute, determined by multiplying fH x SV (Perrichoneet al.
2017).
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Morphological variables

Body mass (BM). Body mass was determined to the closest milligram using an

analytical’balance at the end of the bioassays.

Totaldength (LT). Total length of embryos and eleuteroembryos was calculated by a

series of high.definition photographs of the individuals in lateral position using a ruler as
scale. LT was measured from the head to the tip of the notochord using software Image J
version 1.5.

Fulton’s conditionfactor (K). Fulton condition factor was calculated only for

eleuteroembryos as K = (W / L3) (Froese 2006), where “W” is the weight, “L” is the total or
notochordal length. Data were expressed as percent change. These data were utilized to
classify edemas size in eleuteroembryos after 48 h of exposure to different HEWAF
concentrations. The descriptive statistics of the data sets (obtained from a Microsoft Excel
worksheet) allowed the determination/of the number and width of intervals to classify the

2 ¢

each eleuteroembryo as “no edema”, “moderate edema” or “severe edema”.

Statistical analysis

To evaluate the effect of crude oil~on cardiacC function, BM, LT, and K, a two-way
ANOVA was performed for each variable, with age and.HEWAF concentrations as factors.
A Holm-Sidak multiple comparison test was(then performed to denote differences between
treatments. A multiple regression was carried out to determine the relationship of the
condition factor with the mass and length of the fish and to evaluate whether edema size is
correlated with BM or LT. All analyzes were performed in the sofiware SigmaPlot 11.0 with

a significance level o = 0.05.

Results
Cardiac function

Embryonic heart rate increased significantly (P<0.001) as a function of development
in all HEWAF treatments, but there was no statistical difference (P>0.05) between HEWAF
treatments at a given time (Figure 1A). Stroke volume in embryos exhibited a slight but
significant (P<0.001) increase from 24 to 36 hpf in all HEWAF treatments, but by 48 hpfino

differences were observed compared to the initial values (Figure 1B). Similar to fH, cardiac
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output’showed significant differences across development for all the treatments (P<0.001)
but net’between different HEWAF exposures (P>0.05; Figure 1C).

Heartrate in control eleuteroembryos remained similar at hatching and 24 hpf, but then
Significantly.increased by 48 h (P<0.001; Figure 2). In contrast, after 24 h of exposure, fH
began decreasing.in eleuteroembryos exposed for 48 h of 10%, 15% and 20% HEWAF
(P<0.001; Figure 2)) By 48 hpf, eleuteroembryos from 5% and 10% HEWAF showed an
increase in fH compared at hatching and 24 hpf. However, at 24 h fH was lower than the
control group. The rest=qf, the treatments exposed to HEWAF showed greater decreases
(P<0.001; Figure 2).

Morphological variables

Body mass (BM) increased-across development for controls and for all HEWAF
treatments (P <0.001, Figure 3A). In@leuteroembryos, significant differences occurred at
different stages (P<0.001). Considering"HEWAF treatment, only eleuteroembryos exposed
to 20% HEWAF exhibited higher/BM, than-the other treatments by 48 h (P<0.001; Figure
3B).

Total length (LT) of embryos increased,across development (P<0.001) but there were
no differences between treatments (P>0.05; Rigure 4A)«In eleuteroembryos, LT increased
across development for all the treatments (P<0.001) and_enly by 48 hours did differences
occur between treatments, where eleuteroembryos from 5% an@10% HEWAF showed lower
LT than controls, with 15% and 20% HEWAF exhibiting the lewest LT (P<0.001; Figure
4B).

Fulton condition factor (K) in eleuteroembryos varied across development (P<0.001),
showing greater variation between hatching and 48 hph. Differences.between treatments
occurred at 48 hpf (P <0.001), where eleuteroembryos exposed to 20% HEWAF had a higher
K (Figure 5). Multiple regression showed that LT of the eleuteroembryos_has_.a higher
correlation with K than BM (R = 0.837, R2 = 0.700, Adj R2 = 0.694, F = 112.166; DF =1,
P <0.001; R=0.678, R2=0.460, Adj R2 = 0.449 F = 40.925 DF = 1, P <0.001, respectively)
where eleuteroembryos with lower LT values showed higher K values and severe edemas
(Figure 6).
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Based on the above calculations and the descriptive statistics of the data sets, K values
from-48_hph were used to classify edema size (Figure 7) as follows: no edema (K= 0.149-
0.298), «smoderate edema (K= 0.298-0.389), and severe edema (K= 0.389-0.547).
Eleuteroembryos from the control treatment showed no edema, eleuteroembryos from 5%
and 10% HEWAE exhibited no edema to moderate edema. The treatment with a greater
number of edemas (either moderate or severe) were those exposed to 20% HEWAF (Figure
7).

Finally, morphological alterations occurred in eleuteroembryos exposed to the highest
HEWAF concentration, characterized by body curvature and tubular hearts (Figure 7).

Discussion

Crude oil exposure during early development in fish alters their cardiovascular system,
especially cardiac shape and function./These alterations manifest as tubular hearts, reduced
cardiac output, and severe edema formation-in the pericardium and yolk sac (Anderson et al.
2009; Incardona et al. 2013; Raimonde et al=2014; Khursigara et al. 2017; Perrichon et al.,
2018; Johann et al. 2020). In the present study, embryos of A. tropicus did not show
cardiotoxic effects after 48 h of exposureto HEWAF. The presence of small edemas in fish
embryos has been related to the existence of Qil dropsadhering to the chorion covering the
embryo. Previous studies suggest that the morphology and.ehemical composition of chorion
controls oil droplet adhesion in fish eggs, creating a physical.eénnection between the oil and
the embryo (Serhus et al. 2015; Hansen et al. 2018). However, more analyses are needed to
understand the effects of crude oil on the morphology and composition of the eggs of A.
tropicus and its role with the effects in the embryos, especially since hatehlings showed more
significant impacts than embryos.

Eleuteroembryos of A. tropicus showed a decrease in fH when “exposed to
concentrations of the higher [HEWAF] (15%, 20%). This bradycardia was €orrelated with
pericardial edema, as also described by Edmunds et al. (2015) and Perrichon et.al. (2016),
where the presence of fluid within the pericardium apparently causes organ dysfunetion.
Moreover, the resulting limitations of heart movement can lead to ischemia, l0sS of
contractility, hematoma, ascites and gross morphology alterations such as the tubular heart
(Weis and Weis 1974, 1997; Carney et al. 2006; Yang et al. 2009). While cardiac lesions in
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A. tropicus eleuteroembryos serves as an indicator of their sensitivity to oil, its effects may
be either permanent or transitory depending on the exposure time and dose.

There.are few observations of alterations in body mass, length and growth in the very
early developmental stages of fishes exposed to crude oil. Some of these alterations were
observed in the Arctic cod Boreogadus saiga, such as decreased growth when exposed during
embryonic development (Bender et al. 2018). However, some studies have focused on older
stages of the same”species, observing a reduction in growth during the first week post
exposure in juvenile organisms (Laurel et al. 2019) and with dietary exposure of adults
(Nahrgang et al. 2019). Moreover, some of these alterations are transitory rather than
permanent.

In the current study, embryes and eleuteroembryos of A. tropicus showed a slight
increase in BM across developmentgAn.tropical gar embryos, BM remains relatively constant
due to the transfer of yolk to the developing tissues and organs (Burggren et al. 2016).
However, in the present study differencesin BM occurred after 48 h of exposure to high
concentrations of HEWAF and’ those, increases were related to the presence of edemas,
especially in the eleuteroembryos. Additionally¢our 271 study showed that eleuteroembryos
exposed to high concentrations of HEWAF exhibited lower LT values at 48 hph, and this
assumption can be related to morphologicalalterationspromoted by the presence of edemas.
Similar results were observed in eleuteroembryos of «several marine fish species when
exposed to oil (Seurs et al. 2015; Raimondo et al. 2016; Bosker.et al. 2017).

The characterization of the size of the pericardial edemas-using the Fulton condition
factor (K) provides a key for understanding the organismal alterations (either morphological
or cardiovascular) promoted by crude oil exposure and the relative body-fluid accumulation.
Embryos presented few edemas and showed no significant alterations in eardiac function or
morphology. However, more extended periods of exposure or higher HEWARFConcentrations
can lead to alterations in embryonic survival and delayed/prevented hatchingy(Carls et al.
1999). In contrast, eleuteroembryos exposed to 10%-20% HEWAF showed modgerate to
severe edemas affecting the pericardial cavity and ventricular spaces. This apparently
promoted alterations in cardiovascular morphology and function, consistent with previous
studies (Froese 2006).
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Although detailed morphological alterations were not directly evaluated in the present
studys-tubular hearts and curvature of the spine were observed in eleuteroembryos exposed
to the highest 20% HEWAF concentration. Several studies have demonstrated that
accumulatign.ef body fluid in the organisms can cause jaw, head bone and spine deformation
(Dzul-Caamal.et al. 2016; Incardona et al. 2004; Jung et al. 2013). However, further studies
are needed to understand the precise deformation mechanisms, its relationship with the
mineralization processes and if these alterations are temporary or permanent.

The experimental~Tesults in the current study provide guidelines for studying
unexplored processes in tropical freshwater fishes such as mechanisms of excretion of crude
oil, its implications in respiratory responses and the recovery of cardiac function after
exposure.

In conclusion, embryos of A. tropicus were relatively resistant, at least in the short term,
to HEWAF exposure. Further studies @re)needed to understand the role of the chorion for
protecting the embryos. However, eleuteroembryos of A. tropicus were relatively sensitive
to all concentrations of HEWAFAested in+this study, which damaged the cardiovascular
system as promoted by the presence©f moderate and severe edemas. This study shows that
crude oil has a highly toxic effect on A=tropicus eleuteroembryos, 301 which could impact

wild populations, particularly in the initial stages of development.
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Figure legends

Figure“1..Cardiac function in embryonic A. tropicus from fertilization to 48 hpf. A) heart rate,
B) stroke”velume, and C) cardiac output. Mean values + standard error are plotted. n= 20
embryos per.treatment. Capital letters indicate significant differences across development (P
= <0.001).

Figure 2. Heart rate‘ofdarval A. tropicus at hatching, 24 and 48 hph. Mean values + standard
error are plotted. n= 20-€leuteroembryos per treatment. Capital letters indicate significant
differences within time (P(<0.001). Lowercase letters show differences between treatments
at a given time (P <0.001).

Figure 3. Body mass (BM) of A) embryos and B) eleuteroembryos of Atractosteus tropicus
through 48 h of exposure to HEWAF. Mean values * standard error are plotted. n= 20
individuals per treatment. Capital Ietters exhibit significant differences within a
developmental time (P <0.001). Lower casetletters denote significant differences within

treatments at a given time (P <0.001).

Figure 4. Total length (LT) of A) embryos and B) eleuteroembryos of Atractosteus tropicus
through 48 h of exposure to HEWAF. Mean values #“standard error are plotted. n= 20
individuals per treatment. Capital letters indicate significant differences within a
developmental time (P <0.001). Lower case letters denote significant differences within

treatments at a given time in development (P <0.001).

Figure 5. Fulton’s condition factor (K) for larval A. tropicus through'48 h of exposure to
HEWAF. Mean values + standard error are plotted. n= 20 individuals per treatment. Capital
Letters denote significant differences within a developmental time (P: <0.001).’'Lowercase
letters, when present, denote significant differences within treatments at a given time in
development (P <0.001).
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Figure’6. Multiple regression between Fulton” 531 s condition factor (K) against body mass
and tetal.length in A. tropicus eleuteroembryos. Note the higher correlation for total length.

n= 50 individuals.

Figure 7. Classification of the size of the edemas based on Fulton’s condition factor in
eleuteroembryos ©of ‘A. tropicus at 48 hours of exposure to HEWAF. The percentage of
individuals is shown aeeording to the absence of edema, moderate edema, and severe edema
in each treatment. Aprows show liquid accumulation. See text for details. n= 10

eleuteroembryos per treatment:
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