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RESUMEN

Juveniles de bocachico (Prochilodus magdalenae) (n=32) fueron distribuidos en 4 trata-
mientos experimentales con el fin de evaluar el efecto de la exposicién a nitrito, durante 96
horas, en diferentes concentraciones: tratamiento 1 (control)=0 ppm N—NOZ, tratamiento
2=4.2 ppm N-NO,, tratamiento 3=13,3 ppm N-NO, y tratamiento 4=22,3 ppm N-NO,. Ocho
animales por tratamiento (0,4 a 6,6 g de peso) fueron ubicados en acuarios de 10 galones con
un sistema estdtico sin recambio de agua durante el periodo experimental, ~85% de satura-
cion de oxigeno y a una temperatura promedio de 25°C. Todos los ejemplares expuestos a la
mds alta concentracién de N-NO, murieron durante las primeras 18 horas de la exposicién.
S6lo uno de los peces expuestos a 13,3 ppm de N-NO, sobrevivié a las 96 h de exposicion.
La muerte de los 7 restantes se presenté en el periodo comprendido entre las 5 y las 18 h. Los
peces de estos dos tratamientos mostraron hiperexcitabilidad y nado frenético previo a la
muerte. En la necropsia se evidencié una marcada coloracién oscura de la sangre y érganos
internos. En los peces expuestos a 4,2 ppm se present6 la muerte de 2 ejemplares en las
primeras cinco horas de exposicién y supervivencia de los 6 restantes hasta la finalizacién
del experimento. En estos dltimos se observé una reduccion en el consumo de alimento. Este
reporte sobre la susceptibilidad de esta importante especie de la ictiofauna nativa frente a la
accion del nitrito se constituye en una primera aproximacion a la respuesta que puede darse
cuando en condiciones de cultivo o en cuerpos de agua naturales se presente una modifica-
cién significativa de la concentracién de NO,.
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ACUTE WATERBORNE EXPOSURE TO NITRITE
IN JUVENILES OF BOCACHICO
(PROCHILODUS MAGDALENAE)

ABSTRACT
Juveniles of bocachico (Prochilodus magdalenae) (n=32) were randomly distributed in 4
different treatments. Treatment 1 (Control) = 0 ppm N-NO,, Treatment 2 = 4.2 ppm N-NO,,
Treatment 3 = 13.3 ppm N-NO,, and Treatment 4 = 22.3 ppm N-NO,) to evaluate the effects
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of acute exposure to nitrite (NO,) during 96 h. Eight animals per treatment (0.4 — 6.6 g)
were maintained in 10-gallon glass tanks using tap-dechlorinated water with ~ 85 % oxygen
saturation and average temperature of 25°C. All of the specimens exposed to the highest N-
NO, concentration died during the first 18 h while only one of the 13.3 ppm N-NO,-exposed
survived the 96 h experimental time. The other 7 specimens died between 5 and 18 h after
exposure. Fish of both treatments displayed abnormal swimming behavior and hypersen-
sitivity to external stimuli. Major findings at the necropsy were darkening of blood and
organs. Two of the fish exposed to 4.2 ppm N-NO, died during the first 5 hours of exposure
and the other six survived. The latter had lower feed intake than those seen in controls. This
is a first report on the response of bocachico to acute waterborne nitrite exposure. Findings
from this research may be of help for producers that raise this species under semi-intensive
aquaculture systems.

Key words: nitrites, bocachico, acute toxicity.
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INTRODUCCION

El bocachico (Prochilodus magdalenae)
es una de las especies piscicolas nativas
que mayor presion de origen antropogé-
nico y ambiental ha sufrido en las ultimas
décadas. Se cree que la sobrepesca por
sobreexplotacion o por métodos ilegales y
la contaminacién por diversas fuentes son
las principales causas que han diezmado su
poblacién (Valderrama et al., 1993). Como
consecuencia de esta situacion, los registros
de extraccidén pesquera han disminuido de
modo significativo y han llegado a valores
preocupantes, que muestran el riesgo en el
que se encuentra esta especie. En su mejor
momento, el bocachico contribuia con cerca
del 60% de la pesca total de la cuenca del rio
Magdalena (aproximadamente 40,000 tone-
ladas anuales). Esto ha cambiado de forma
dramatica, ya que se calcula que el volumen
de capturas ha descendido en un 90% en los
ultimos 25 afios. Mientras que en 1993 se
extrajeron 12,834 toneladas de la cuenca del
Rio Magdalena, reportes posteriores mos-
traron descensos significativos que llegan
a 6,426 t en 1997 y 3,729 t en 1998 (Inpa,
1998). Si bien la acuacultura nacional ha
iniciado la explotacién de esta especie en
sistemas semiintensivos y en combinacion
con otras especies (policultivos), la accion
contaminante del medio, las técnicas in-
apropiadas de pesca, el deterioro de las
cuencas hidricas por deforestacion y otros

factores ponen en riesgo la supervivencia
de esta importante especie de la ictiofauna
colombiana. Como consecuencia de estas
situaciones, el bocachico ha sido clasificado
como especie en “peligro critico” dentro del
grupo de especies amenazadas dulceacuico-
las de Colombia (Mojica et al., 2002).

Dentro de las variables fisicoquimicas
fundamentales del agua, el nitrito (NO,) se
constituye en un estadio intermedio en la
transformacion de catabolitos nitrogenados.
En muchas de las especies nativas nacio-
nales no se conocen las concentraciones
de éste y de otros pardmetros del agua que
ejercen efectos indeseables en su produccion
y en su salud. Este reporte se constituye en
una primera aproximacion al estudio del
efecto agudo del NO, en el bocachico. A
continuacién se presenta una descripcion
de la respuesta de bocachicos juveniles
a una exposicién aguda con 3 diferentes
concentraciones de NO, bajo condiciones
controladas.

MATERIALES Y METODOS

Peces

Los animales fueron aclimatados a las
condiciones del Laboratorio de Toxicologia
Acudtica por un periodo no inferior a los
3 meses previos a la fase experimental. La
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distribucién de los 32 ejemplares se hizo
teniendo en cuenta que en los 4 tratamien-
tos fueran ubicados ejemplares de pesos
altos, medios y bajos para buscar la mayor
similitud entres las biomasas totales de cada
grupo (tabla 1). Los pesos individuales de
los ejemplares de cada tratamiento fueron
registrados para una comparacion posterior
con los pesos finales hacia las 96 horas. Los
animales que murieron durante el periodo
experimental también fueron pesados antes
de iniciar la necropsia.

El consumo de alimento y la conducta
de los animales (actitud y ubicacién en el
acuario, patréon de nado) fueron evaluados
durante el experimento. Al finalizar el perio-
do experimental, a los ejemplares que sobre-
vivieron se les practicé eutanasia utilizando
metasulfonato de tricaina (1:5000-TMS®).
La necropsia fue practicada a la hora 96 o al
momento de la muerte durante la fase expe-
rimental, de acuerdo con la metodologia de
Reimschuessel (1993).

Exposicion a NO,
Los ejemplares fueron expuestos a 3 di-

ferentes concentraciones de NO,, tomando
como base de cdlculo para la concentracién

el nitrégeno asociado al NO, (N-NO,) y uti-
lizando nitrito de sodio (NaNO,) tipo anali-
tico. Los cdlculos basados en N-NO, se hi-
cieron acogiendo la nomenclatura utilizada
en otros reportes, para luego establecer mas
facilmente las comparaciones. El promedio
de la concentracion real de nitrito a la que
estuvieron expuestos los peces se obtuvo al
analizar 2 muestras por acuario (hora cero y
hora 96) utilizando la técnica de diazotiza-
cién (APHA, 1992).

Caracterizacion fisicoquimica del agua

El pH de las aguas fue medido con po-
tencidometro (Beckman 220). La dureza, la
alcalinidad y la concentracién de ion cloruro
fueron medidas a través de los métodos de
titulaciéon con EDTA (APHA, 1989), titu-
lacién con H,SO, (APHA, 1989) y método
argentométrico (APHA, 1967), respectiva-
mente. La temperatura fue monitoreada con
termometros de columna de mercurio.

Analisis estadistico

Un analisis de varianza fue hecho para
determinar si se presentaban diferencias sig-
nificativas entre los pesos iniciales (biomasa

Tabla 1. Distribucion de los tratamientos (Tx) experimentales, pesos individuales, biomasa total y peso promedio

por grupo.

Pesos individuales y peso Tx1 Tx2 Tx3 Tx4
promedio por grupo (n=8) (0) (4,2) (13,3) (22,3)
Pesos individuales 2,9 34 3.5 3,5

3.0 2,7 2,9 2,5
3.4 4,0 2,8 3.4
1.4 1.5 2,2 1.8
1.1 1.4 1.0 1.1
1,2 0.9 0.9 0,7
0.4 1,2 1.0 1,2
5,1 2,7 6,6 41
Biomasa total 18,5 17,8 20,9 18,3
Peso promedio+D.E. 2,3+1,5 2,211 2,6+1,9 2,3+1,3

Concentraciones de N-NO, en paréntesis expresadas en ppm. Pesos expresados en gramos, peso promedio por acuario expresado como

media + desviacion estandar.
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total) de los tratamientos y luego, entre los
mismos, postexposicion al agente toéxico.
Este andlisis fue hecho luego de confrontar
la homogeneidad de varianzas entre los tra-
tamientos (test de Bartlett) y la normalidad
de los datos obtenidos en la poblacién expe-
rimental (test de Shapiro-Wilcoxon). El pro-
grama estadistico Statistix 7.0® fue utilizado
para estos andlisis.

RESULTADOS

Parametros fisicoquimicos del agua

En la tabla 2 se presenta un resumen de
los resultados de las pruebas fisicoquimicas
que fueron realizadas para la caracterizacion
del agua utilizada en el experimento.

Los resultados de las variables fisicoqui-
micas del agua estuvieron dentro de los ran-
gos de valores apropiados para esta especie.
La temperatura promedio en los acuarios
estuvo dentro del rango ideal y no present6
diferencias significativas entre los trata-
mientos. Con respecto al pH, sus valores
también estuvieron dentro del rango éptimo
indicado para las especies acuicolas (6,5
a 9,0). Los valores de dureza encontrados
permiten clasificar a las aguas dentro de la
categorfa de blandas (0-55 ppm de CaCO,).
Los rangos de alcalinidad encontrados (24 a
27 ppm de CaCO,) corresponden a valores
de bajas alcalinidades.

Evaluacion de la conducta, de la
respuesta al alimento y de la ganancia
de peso

Los peces expuestos a las mayores con-
centraciones de NO, mostraron excitabilidad
durante el periodo experimental, manifesta-
da por respuestas motoras exacerbadas ante
estimulos menores y una modulacién dismi-
nuida de sus movimientos de nado. Previo a
la muerte, los animales presentaron un nado
frenético hacia la superficie.

La respuesta de los animales al ofreci-
miento de alimento sélo pudo ser evaluada
en el tratamiento de menor concentracion de
N-NO,. Los animales mostraron avidez por
el alimento cada vez que se les ofrecia du-
rante las primeras 72 h de experimentacion.
En las dltimas 24 h los animales expuestos
a 4,2 ppm mostraron una disminucién con-
siderable del apetito.

La tabla 3 muestra los pesos registrados
al final de las 96 h o al momento de la muer-
te de los individuos experimentales. El or-
den de ubicacién de los ejemplares de cada
tratamiento no necesariamente coincide con
los de la tabla 1, ya que los célculos estan
hechos con base en la biomasa total inicial
y final (los ejemplares no fueron marcados
individualmente).

A pesar de que el grupo control tuvo una
ganancia de peso mayor (1,8 g) que la de los
expuestos (4,2 ppm N-NO,=0,1 g, 13,3 ppm
N-NO,=0,2 gy 22,3 ppm N-NO,=0,1 g), el

Tabla 2. Promedios de las variables fisicoquimicas monitoreadas durante el periodo experimental de 96 h.

Variable Tx1 Tx2 ™3 x4
[N-NO,] 0 4,2 13,3 22,3
Temperatura 25,2 25,7 26,2 25,2
pH 74 75 7,5 7,6
lon cloruro 6.0 9,0 75 6,0
Dureza 24,0 26,0 26,0 21,0
Alcalinidad 24,0 24,0 24,0 27,6

N-NO, e ion cloruro expresados en partes por millén (ppm). Dureza y alcalinidad expresadas en ppm de CaCO,. Temperatura expresada en

grados centigrados.
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Tabla 3. Pesos individuales finales, peso promedio por grupo y ganancia de peso expresados en gramos.

Pesos individuales, peso promedio por Tx1 Tx 2 Tx3 x4
grupo y ganancia de peso (n=8) (0) (4,2) (13,3) (22,3)
Pesos individuales 3,0 3,2 384 38°
3,2 2,7 2,9° 2,8¢
2,7 3,9Y 2,9° 317
1,6 1.4 2,3° 1,9¢
1,3 1.6 1,0% 11°
0.8 1,08 09° 084
0.5 1,2 0.8 11¢
6,4 2,9 6,52 384
Biomasa total final 20,3 17.9 211 18,4
ﬁ]?:r?:sl: ?ifla:)lifizmasa inicial) +1.8 +0/1 +0.2 +0/1

® Peces que murieron a las 5 h 15" de exposicion.
W Peces que murieron a las 5 h 45" de exposicion.
A Peces que murieron entre las 6 y 18 h postexposicion.

Los animales sin ningtn simbolo sobrevivieron las 96 h del periodo experimental.

analisis de varianza no arroj6 una diferencia
significativa entre los mismos (p>0,05). Los
pesos corporales iniciales de los 4 grupos
experimentales tampoco mostraron diferen-
cias significativas entre ellos (p>0,05).

DISCUSION

Parametros fisicoquimicos del agua y
concentracion de nitritos

Los resultados de las variables fisicoqui-
micas del agua estuvieron dentro de los ran-
gos de valores normales y no se considera
que pudieran haber incidido en la absorcién
y biodisponibilidad del NO, para los peces.
Si bien la temperatura del agua determina
variaciones importantes en la frecuencia de
ventilacién y en la tasa metabdlica de los
individuos, hecho que afecta la absorcion de
NO, a través de las branquias (Watenpaugh
and Beitinger, 1986), en este estudio la tem-
peratura se mantuvo estable durante todo el

periodo experimental, sin mostrar variacio-
nes dentro del mismo tratamiento o entre los
diferentes tratamientos.

Con respecto al pH de las aguas se ha
encontrado en estudios hechos con otras
especies piscicolas que la tendencia hacia
un pH acido puede determinar un desequi-
librio en las concentraciones de las especies
quimicas de NO,, como es el caso del dcido
nitroso (HNO,), fuente aditiva del agente
toxico (Wedemayer and Yasutake, 1978).
Para este estudio en particular, los valores
promedio del pH de las aguas estuvieron
en el rango de ligera alcalinidad, por lo
que la posibilidad de formacién de HNO,
como fuente adicional al NaNO, utilizado
serfa muy remota. Jensen (2003) anota que
el HNO, como forma de nitrito s6lo repre-
senta una fraccion insignificante de formas
de NO, a los pHs naturales de las aguas y
particularmente a los que se trabajaron en
este experimento.
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La cuantificacién del ion cloruro (CI7)
es fundamental cuando se estudia la toxi-
cocinética del NO, en los peces. El meca-
nismo de accidn en el que se fundamenta la
absorcion del NO, a través de las branquias
estd dado por la presencia de una variedad
de células, fundamentales en el equilibrio
ionorregulatorio de los peces, conocidas
como ionocitos o células de cloruro (Noga,
1996). A través de estas células, el ion NO,~
encuentra el canal de ingreso al interior
del pez, dado el caricter anidnico (carga
negativa) que posee, es decir, de la misma
naturaleza del C1- (Fontenot et al., 1999). En
el presente trabajo, los niveles de ion cloru-
ro encontrados en las aguas fueron, segin
lo esperado, muy bajos (tabla 2). Con las
concentraciones que fueron detectadas en
las aguas usadas en este experimento (rango
de 6 a 9 ppm) no se esperaria una interfe-
rencia en la absorcion del NO, a través de
las branquias. La concentracién de CI- que
fue encontrada en las aguas en este estudio,
tanto del periodo de aclimatacién como del
experimental, hace muy poco probable una
interferencia de este anién en la absorcién
del NO, en los ejemplares expuestos.

La adaptacién a exposiciones subletales
de NO, previas al efecto de una mayor con-
centracion ha sido reportada previamente en
especies piscicolas (Urrutiay Tomaso, 1987).
Los andlisis de ion NO, en aguas durante €l
periodo preexperimental en el presente estu-
dio no mostraron valores detectables segin
la tecnica de diazotizacién. Esto garantizé
que la respuesta encontrada durante el expe-
rimento a 96 h no estuviera afectada por una
adaptacion previa al téxico o modificada
por mecanismos reguladores inducibles en
los peces, como el de la nitrato reductasa
eritrocitica (Huey y Beitinger, 1981; Rodri-
guez-Moreno y Tarazona, 1994).

Evaluacion de la conducta, de la
respuesta al alimento y de la ganancia
de peso

Contrario a lo reportado en otros es-
tudios, los ejemplares que manifestaron
el efecto agudo de la exposicion al NO,,
no se mostraron letdrgicos ni se ubicaron
en el fondo del acuario. La letargia en la
nitritotoxicosis ha sido explicada en varias
especies piscicolas como un mecanismo de
ajuste en el gasto de energia. El pez dismi-
nuye considerablemente la tasa metabdlica
ante la pobre oxigenacion tisular debida al
estado de metahemoglobinemia. Incluso en
peces gato (Ictalurus punctatus) expuestos
a NO, y que han sobrevivido por 2 dias en
aguas a 25 °C se han detectado valores de
100% de metahemoglobinemia (Tomasso et
al., 1979). En estos casos, los peces sobrevi-
ven utilizando el oxigeno disuelto en el plas-
ma (5-7% del total de oxigeno en la sangre)
que les permite mantener un metabolismo
basal. En este estudio, los peces expuestos a
las mayores concentraciones exhibieron un
nado frenético hacia la superficie antes de
morir. Un proceso de tipo andxico de nivel
central podria explicar estas respuestas ago-
nales. Adicional al patrén de nado anormal,
fue notoria una mayor excitabilidad de los
ejemplares expuestos a las mayores concen-
traciones de NO, (movimientos no modula-
dos y respuestas motoras exacerbadas ante
estimulos menores).

La alta mortalidad de los dos grupos de
bocachicos expuestos a las mayores concen-
traciones de nitritos (88% en 13,3 ppm N-
NO, y 100% en 22,3 ppm N-NO,) sugieren
una mayor susceptibilidad del bocachico ala
exposicion aguda al nitrito que la mostrada
por la cachama blanca (Piaractus brachypo-
mus). En un estudio previo realizado por
nuestro grupo de investigacion, juveniles de
cachama blanca tuvieron mortalidades del 7,
27 y 33% cuando fueron expuestas durante
96 h a 35, 50 y 65 ppm de N-NO,, respecti-
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vamente (Ochoa er al., 2002). Es decir, el
bocachico mostré en este estudio mayores
mortalidades cuando fue expuesto a con-
centraciones menores que las que fueron
estudiadas en la cachama blanca.

La mayoria de estudios que evalian los
efectos del NO, en el consumo de alimento
y ganancia de peso han sido desarrollados
para exposiciones subcrénicas o crénicas
(mds de 45 dias). En estudios de exposicion
aguda como el presente se ha reconocido
que los individuos que sufren la accién
aguda del NO, disminuyen el consumo de
alimento. El individuo expuesto a un agen-
te estresante de esta naturaleza (efectos
hipéxicos) muestra una hiperventilacion
a nivel branquial, lo que favorece que la
energia y el oxigeno obtenido privilegien el
metabolismo basal por encima de activida-
des como la digestion y la asimilacién de
nutrientes. En estudios hechos previamente
por nuestro grupo (Ceballos et al., 2001),
juveniles de bocachico que fueron expues-
tos a dos concentraciones subletales (0,5 y
2,0 ppm de N-NO,) durante 45 dias mos-
traron una reduccién significativa sobre la
biomasa total durante los primeros 15 dias
de exposicion, posiblemente asociada con
un menor consumo de alimento. Sin embar-
go, para el segundo y tercer tercio del pe-
riodo experimental, el grupo expuesto a la
menor concentracion (0,5 ppm de N-NO,)
presenté valores no significativamente dife-
rentes a los del grupo control (no expuesto
a NO,), lo que sugiere una adaptacion a
esta concentracién subletal. La biomasa
total y la ganancia de longitud estdndar en
los peces expuestos a 2,0 ppm de N-NO,
fueron significativamente menores que las
de los controles para los 45 dias de periodo
experimental. En el presente estudio no se
encontraron diferencias significativas entre
los pesos de los peces expuestos a los tra-
tamientos experimentales antes o después
de la exposicion al NO,. El periodo expe-

rimental de 96 h no fue aparentemente su-
ficiente para demostrar posibles efectos en
esta variable.

CONCLUSIONES

e La exposicién aguda a nitrito realizada
en este estudio mostré al bocachico
como una especie mas susceptible que
otras especies comerciales importantes
en el medio (como la tilapia y la cachama
blanca). También se aprecié una mayor
resistencia de esta especie en compara-
cion con lo reportado para la trucha arco
iris y otros salménidos.

e Varios de los ejemplares que murieron
antes de las 96 h del periodo experimen-
tal manifestaron sintomas de excitacién
nerviosa, contrario a lo visto en otras
especies, en las que el estrés respiratorio
es el resultado mds caracteristico en la
exposicion aguda. Otros estudios relacio-
nados con la exposicién a NO, podrian
servir para determinar si hay una parti-
cular susceptibilidad del sistema nervio-
so por el efecto hipéxico de los nitritos
que pudiera explicar en mejor forma este
hallazgo.

 La susceptibilidad del bocachico al NO,
mostrada en este trabajo puede tener
implicaciones importantes cuando se
trate de validar sus efectos en sistemas
de policultivo. Dado que esta especie
se puede cultivar junto con otras en el
mismo estanque o sistema de explotacion
(policultivos), es importante considerar
su respuesta particular en comparacion
con las otras especies que pudieran ser
mads resistentes o susceptibles a una con-
centracion determinada de NO, en las
aguas.
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