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RESUMEN

Los osliones son bivalvos benténicos que acumulan substancias diversas cuyo efecto nocivo
puede evidenciarse tanto en el ostion mismo como en otros organismos de la cadena
alimentaria. Diversas investigaciones indican que los ostiones recolectados en distintos
puntos a lo largo del Golfo de México presentan niveles importantes de contaminantes tanto
organicos como inorganicos, muchos de los cuales son genotdxicos. A pesar de lo anterior
es poco |o que se ha investigado en cuanto a la presunta genotoxicidad de estos compuestos
bioacumulados en los organismos. En el presente estudio se examind el efecto mutagénico
de fracciones obtenidas de tejidos de ostion colectado de las lagunas de Términos, Camp. y
La Mancha, Ver., utilizando los sislemas de prueba de Ames en Salmonella typhimurium y el
ensayo SMART en Drosophlla melanogaster. Se efectuaron 3 muestros de ostion,
recolectadas a lo largo de un ciclo anual, uno en cada una de las temporadas de secas,
lluvias y nortes. Se prepararon 3 fracciones a partir de tejido de ostion liofilizado: total (FT),
en etanol y dos fracciones mas, polar (FP) y no polar (FNP) que se separaron y concentraron
mediante resinas de amberlita (XAD-2). Diferentes diluciones se probaron en Salmonelfa
lyphimurium en las cepas TA98 y TA100 con y sin activacion metabdlica. Para el caso de D.
melanogaster sblo se utilizo la concentracién mas alta de la fraccion total, en larvas mwh/fr.
Los resultados indican efecto mulagénico en ambos sistemas, especialmente en Salmonella,
previa activacion metabolica en casi todos los casos. Ademds se observo que las muestras
de Laguna de Términos tienen mayor efecto, lo que hasta cierto punto era de esperarse ya
que este sitio presenta niveles mayores de contaminacion. Se desconoce cudl o cuales
puedan ser los contaminantes genotoxicos, pero en vista de que solo en las fracciones total y
polar con activacion metabdlica se observé efecto y de que la region aledafia se dedica a -
actividades agricolas, se sugiere que los residuos de pesticidas introducidos a la laguna

pudieran ser los responsables.



ABSTRACT

Oysters are benthic bivalves prone to cancentrate substances, many of them noxious to either
the oyster itself or to other organisms along the food chain. Several reports indicate that oysters
collected at different paints along the Gulf of Mexico coast accumulate organic and inarganic
poliutants. Nevertheless, litlle has been studied concerning the potenlial genoloxicity of these
bioaccumulated compounds. The present work examines the mutagenic effect of different
fractions obtained from the tissues of oysters callected at two lacations : Laguna de Términas,
Campeche and Laguna de La Mancha, Veracruz by means of the Ames test in Salmonella
typhimunum and the SMART assay in Drosophila mefanagaster. Three samplings comprising a
whole year, were made and include the dry, the rainy and the “nortes” seasons. Three fractions
from lyophilized oysters: total (FT) in ethanol, palar (FP) and non polar (FNP). The laller two,
separated llhrough ambertite resins (XAD-2) and further concentrated, Several dilutions were
tested in strains TA98 and TA100 of S. typhimurium with and without metabolic aclivation. in
the case of D. melanagaster anly the highest concentration from the ethandlic fraction was
used. The results show mutagenic effect in both systems, especially in Salmonefla after
metabolic activation by S9 micrasomes. Samples from Laguna de Términos were generally
mare active, a fact not totally unexpected since this place is heavily palluted. The causal agent
or mixlure is unknown, nevertheless due to the fact that the mutagenic effect was mainly
indirect and that the surrounding locations are mostly agricultural, it is suggested that it might
be due to pesticide residues carried by river flows into the estuary.



INTRODUCCION

La introduccion de diversas sustancias en el ambiente y los organismos, incluyendo al hombre
alteran las actividades (pesca, agricultura, etc.) y reducen el valor recreativo y la calidad del
agua, suelo y aire (Joint Group of the Scientifics of Marine Pollution, 1977). Genéricamente
estas sustancias ajenas a los sistemas son llamadas xenobidticas o contaminantes (Livingston,
1985).

En la zona costera el problema de contaminacion es causado por las actividades urbano-
industriales. Asl las grandes cantidades de sustancias y agentes fisicos vertidos al ambiente
acuatico pueden ser peligrosas para los organismos, ya sea de manera directa, por contacto o
en el alimento; o bien al depositarse en el sedimento o al quedarse en la columna de agua,
donde pueden permanecer inertes y posteriormente ser activados tomando una forma quimica
hiodisponible (Parry et al., 1976). En el ambiente acudtico, los organismos asmiilan todos los
contaminantes, debido a que las células incorporan los elementos aun en conlra del gradiente
de concentracion y sin tomar en cuenta las necesidades (Valkovic, 1980).

Los organismos acuaticos presentan distintos niveles de contaminantes, resultado de la
temporalidad, forma de los compuestos, fisiologla, entre otros. La temporalidad se refiere a los
cambios climaticos que influyen en la aportacion de distintas cantidades de xenobidticos, o
bien a los ciclos reproductivos asociados (Livingstone, 1985). La especiacion quimica se refiere
basicamente a que un contaminante puede estar en forma de complejo, reducida, particulada,
disuelta, entre otros, pero la respuesta de un organismo no depende sdlo de ello, ya que la
“especie quimica” puede adoptar diversas formas (Nelson y Donkin, 1985), dependiendo de la
estructura molecular, solubilidad en el agua, presién de vapor, constate de hidrdfisis, fotolisis,
degradacion bioldgica y capacidada de eliminacion de los organismos (Nelson y Donkin, 1985).

Los organismos presentan distintos tipos de respuestas fisiolégicas para la eliminacion,
detoxificacién o transformacion de agentes xenobidticos mediante sistemas enzimaticos
(Livingston, 1985). Asi, los organismos, por diversos mecanismos y pueden regular o
almacenar en 10° a 10° veces por encima de los valores que se encuentran en el agua que les
rodea (Rosas ef al., 1983); las especies nectonicas pueden desplazarse de zonas altamente
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contaminadas a ofras relativamente exentas de agentes xenobidticos y eliminar los excesos.
En comparacién, las especies benténicas son extremadamente tolerantes a los contaminantes
ambientales, ya que en muchas ocasiones se ven forzadas a asimilar grandes cantidades de
éstos (Sunila, 1988). A nivel poblacional, los efectos se registran primeramente en la trama
trofica, en los sislemas acuaticos ésta es una de las rutas mas importantes en la transferencia
de conlaminantes, en general, tienen la particularidad de ser muy estables, acumularse y ser
transferidos entre los distinlos grupos de organismos (Aoyama ef al., 1978; Kadhim y Parry,
1984; Rodriguez-Ariza et al., 1992). Otra forma de acumulacién de los organismos es por
exposicidn directa y asimilacién en los organismos, los peces benténicos y moluscos, que se
alimentan por fillracién y que tienen digestion intracelular, son capaces de concentrar casi
cualquier clase de sustancia xenobidlica dentro de los lejidos corporales, por lo que son
considerados excelentes indicadares de contaminacién ambiental (Parry ef al., 1976; Livingston
et al., 19689).

Sin embargo, durante las transformaciones metabdlicas, los intermediarios electrofilicos
pueden ser mas genotoxicos que los compuestos originales (Livingston, 1985). Los
compuestos toxicos son los que pueden producir una respuesta adversa en un sistema
biolégico, dafiando seriamente su estructura o funcion y en algunos casos provocar la muerte
(Rand y Petrocelli, 1985) y el efecto puede variar dependiendo del tipo de contaminante, el
tiempo de exposlcidn y a especie del organismo (Rand y Petrocelli, 1985; Kwan et al., 1989).

El agente genotéxico puede ser fisico, quimico o biologico, acttia alterando la informacion
genética (Brusick, 1987). La genética toxicolégica identifica y analiza la actividad téxica que
acttia directamente en los componentes heredables de los sistemas vivos. El dafio genotdxico
se presenta cuando el organismos se encuentra sometido a concentraciones que al
interaccionar con lo 4cidos nucleicos, se pruducen alteraciones en los elementos genéticos
(Brusick, 1987). La exposicién a sustancias genotoxicas afecta a los organismos en distintas
formas, el dafio puede inducir muerte celular en los gametos en division, provocar la muerte de
los embriones o anormalidades en las generaciones siguientes, causado por mutaciones
dominantes y letales recesivas, y finalmente puede presentarse cancer. Mtchas de estas
especies expuestas son de importancia comereial y su destino final es el consumo humano,
pero se desconoce su potencial genotoxico. Por ello se han desarrollado distintas clases de
bioensayos que puedan proporcionar informacion del agente responsable y/o del efecto
genotoxico en dichos organismos (Botello, 1982). Los hioensayos de genotoxicidad ayudan en



la estimacion del efecto ecologico de los agentes quimicos vertidos a los ecosistemas
naturales y utilizan diversos tipos de organismos como baclerias, algas, moluscos y peces
(Patrick, 1973; Becking, 1979; Rodriguez-Ariza, 1992).

El empleo de pruebas de genotoxicidad y delerminacion de agentes xenobidlicos deben de
complemenliarse entre si, para tratar de establer el comportamiento de las sustancias
genotdxicas en las distintas épocas del afio. Para la deteccion del posible efecto genotdxico en
los amblentes acudticos, se pueden utilizar extractos a partir de agua (Langevin et al., 1992,
Vargas et al., 1993), sedimento (Muller y Anderson, 1991) u organismos (Sparks ef al., 1981;
Rodriguez-Ariza et al., 1992) y probarse en los sistemas de SMART, Ames o Cromoensayo,
entre otros. El extraclo en este caso es el agente genotéxico a probar y es el que refleja hasta
cierto punto las condiciones ambientales al momento del muestreo.

OBJETIVOS

1. Determinar si los extractos del lioflizado de ostiones colectados en las lagunas de La
Mancha, Ver. y de Términos, Camp., son genotdxicos en dos sistemas bioldgicos:
Salmonella typhimurium (prueba de Ames) y en Drosophila melanogaster (prueba SMART).

2. Relacionar el presunto efecto genotoxico con el grado de contaminacién, a lo largo de un

ciclo anual en las Lagunas.



ANTECEDENTES

La respuesta biologica de los organismos expuestos a contaminantes se puede manifestar en
diversas formas, una de ellas es el posible dafio al ADN (Nacci ef af., 1992). Los bivalvos,
dadas sus caracteristicas bioldgicas, pueden ser utilizados como indicadores indirectos o como
inductores de posible dafio causado por contaminantes genotdxicos.

Se ha determinado el dafto genético en las células de bivalvos al probar compuestos quimicos
cuyo mecanismo de accién, como sustancia pura, son conocidos. Sin embargo, en esa forma
los compuestos no son representativos de la situacién en el ambiente (Shugart, 1989; Viarengo
y Canesi, 1991), aunque son punto de partida para desarrollar métodos de evaiuacion de los
contaminantes en el ecosistema ya que se pueden hacer inferencias del comportamienlo
quimico, temporalidad y residencia de los mismos (Sparks et al., 1981; Viarengo y Canesi,
1991).

Se ha observado que bajo condiciones de exposicidn ambiental o de faboratorio los
invertebrados acuaticos, ya sea durante el estado larvario o bien de adultos, pueden presentar
frecuencias significativas de intercambios de cromatidas hermanas (Pesch y Pesch, 1980,
Dixon, 1983; Muller y Anderson, 1991). también pueden desarrollar neoplasmas en distintos
tejidos como el epitelio def sistema renal, branquias y yonadas entre otros (Gardner y Yevich,
1991).

En el liofilizado de ostidén proveniente del canal del Chijol, Ver., contaminado por hidrocarburos,
no se encontrd efecto genotdxico con fa prueba de letales recesivos ligados al sexo en
Drosophilla melanogaster (Olvera et al., 1990). Posteriormente, con la prueba de mutacidn y
recombinacion somatica (SMART), el resultado fue inconcluso (Olvera ef al, 1992). En
experimentos realizados con el ensayo en Salmonella lyphimurivm y el protocolo de
preincubacion (que consiste en exponer a las baclerias en un medio con pocas sales minerales
para que fos lones metéalicos sean incorporados a la bacteria), el resultado fue negativa. Al
emplear [a prueba tradicional de Ames con aclivacion metabdlica se observd un leve efecto
mutagénico, ain cuando no se pudo establecer efecto de dosis-respuesta (Frias ef al, 1990).
Posteriormente se efectuaron pruebas a parir de microextracciones de hidrocarburos y
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metales pesados provenientes de liofilizado de ostion y no se observé efecto genotdxico en
ninguna de las pruebas tanto de Salmonella typhimurium como de £. coli Es posible suponer
que, e! tiempo transcurrido entre la fecha de recolecta del ostion y la de experimentacion
influyd en estos resultados por lo cual se sugirio realizar recolectas sistematicas de oslion para
asi poder establecer con mayor seguridad la posible genotoxicidad ambiental. Se sabe que los
moluscos filtradores acumulan gran cantidad de contaminantes y pueden ser agenies
inductores de genotoxicidad (Santiago-Hernandez, 1993).

Al probar extractos de organismos estuarinos provenienles de una zona con aclividad petrolera
de Florida, se delectd actividad mutagénica directa através del sistema de Ames para
Salmonella typhimurium, (Sparks el al 1981). Simultaneamente y al analizar distintas
fracciones de bivalvos, de las costas del sur de Espaila, se encontraron substancias
genotdxicas de accién directa en la fraccion polar y de tipo oxidativo (Rodriguez-Ariza e!f al,,
1992). Al usar levaduras como sistema de deteccion, el extracto de mejillon en dos estudios
independientes, uno en la zona de intermarea en el norte de Gran Bretaiia y el otro en la
laguna de Venecia en Italia, se observo que existe actividad mutagénica directa y relacion de

dosis-respuesta (Parry et al., 1976, Frezza et al., 1982).

ANTECEDENTES SOBRE CONTAMINACION,

LAGUNA DE TERMINOS, CAMP.

Los estudios de contaminacidn en la Laguna de Términos, Camp. son muy amplios y variados.
Rosales y Alvarez (1979), realizaron un estudio en el que se determiné la concentracion de
insecticidas organoclorados y bifenilidos policlorados BPC de las lagunas del Golfo de México,
incluyendo la Laguna de Términos, Camp., sin embargo no se hace referencia especifica sobre
los contaminantes en esta laguna. En general, mencionan que los BPC se encontraron en
mayor cantidad en las muestras de tejido de ostidn de zonas con influencia antropogénica y
con ello se demuestra que la distribucion es a lo largo de 1a costa. De los insecticidas, el DDT y
el dieldrin estan presentes en todas las muestras de ostion de las zonas asociadas a



actividades agricolas, mientras que los otros compuestos organoclorados se encuentran en
menor cantidad.

Después del derrame petrolero del pozo lztoc-l, se evalud su magnitud y los efectos
posteriores en la biota el mayor impacto fue en la zona costera y no sobre los organismos
marinos. Los hidrocarburos totales que se determinaron en el sedimento de! &rea lagunar
antes del accidente son menores a los posteriores al derrame. Sin embargo, este aumento se
le atribuye a la produccion natural de hidrocarbures y no al derrame del pozo lztoc-1, ya que las
mayores concentraciones se localizan en las desembocaduras de los rios, en las praderas de
pastos marinas y en el drea de manglar y no en el centro de la laguna, donde los valores son
menores, ya que las corrientes intralagunares no permiten la sedimentacion de material
orgénico (Botello et al., 1981).

En otro estudio el ostion de la Laguna de Términos, Camp. fue empleado como bicindicador,
en él se determind que la contaminacion es provocada por las descargas de la industria
azucarera y petroquimica, asi como por las actividades de explotacion y refinacion del petréleo.
Los niveles de metales como el Cd, Cr, Hg y Pb en agua, se encuentran por debajo de los
limites recomendados para la proteccién de la vida acudtica, pero en los bivalvos se observé
que se concentran grandes cantidades de metales, principalmente Cd y Pb ademas de otros
elementos que son  acumulados en el siguiente  orden  decreciente:
Cd>Zn>Fe>Cr>Ag>Cu>Hg=Ni>Pb>V>Mo (Rosas et al., 1983).

En 1988, Botello y Villanueva determinaron que en este cuerpo de agua interior, el grupo de los
contaminantes que varian constantemente son los hidrocarbures, como consecuencia de las
aclividades petroleras en la Sonda de Campeche. La acumulacién es principalmente en el
sedimento, agua y pastos marines. Las determinaciones de plaguicidas estan asociadas a las
actividades ganaderas y agricolas, pero los valores de concentracién se encontraron menores
que los considerados como riesgosos para la biota. Las variaciones de concentracién de
metales se observaron dentro de los intervalos considerados como naturales en agua,
sedimento, ostién y pastos marinos, ya que en esa época no se detecto ningin aporte
significativo por rutas antropogénicas. En este informe se sefiala como el problema mas
importante de contaminacién a la incidencia bacteriana, principalimente en el ostion y en el
agua cercana a ias zonas pobladas. Las bacterias potencialmente patégenas que se han
aislado del ostion en la l.aguna de Términas son Escherichia coli y Plesiomonas shigelloides



(Rosas et al., 1985). En el agua de los centros ostricolas del Golfo de México, el nimero de
coliformes totales y fecales sobrepasa en varios ordenes de magnitud los limites establecidos
para su consumo y esta relacionado con las descargas domésticas (Rosas ef al., 1985; Pica,
1988).

En 1992, en un analisis de metales, se demostré que los niveles de estos contantinantes van
en aumento. Sobrepasan el limite maximo permisible (LMP) para agua costera elementos
como el Pb (0.006 mg/l), Cd (0.0009 mg/l) y Cr (0.05 mgl/l) (SEDUE, 1990). £n el ostidn
Crassoslrea virginica el Hg (1.0 ppm), Pb (0.2 pm), Cd (0.135 ppm) se encuentran por arriba
del limite establecido para consumo humano (Food and Drug Administration, 1978; Villanueva
y Botello, 1988). La concentracion total de cobre, niquel, cobalto, cromo, zinc y cadmio en
ostiones se incrementa notablemente en la época de lluvias y el plomo presenta sus valores
maximos en la época de nortes (Ponce-Vélez y Botello, 1992). De acuerdo con estos estudios
se ha podido establecer la asociacion que existe entre las actividades industriales y la
utilizacion de combustible, ya que la distribucion de estos metales es por zonas y se encuentra
de acuerdo con el tipo de sedimento, corrientes, influencia antropogénica y descarga fluvial
(Ponce-Vélez y Botello, 1992; Botello ef al., 1992).

LAGUNA DE LA MANCHA, VER.

Los primeros estudios acerca de la contaminacién en la Laguna de La Mancha, Ver. indican
que este es un embalse en proceso de contaminaclén por hidrocarburos paliciclicos arométicos
(HAP) disueltos en el sedimento y en organismos, cuyo origen es petrogénico y pirolitico. Son
introducidos por rutas atmosféricas, accidentes, emanaciones de automotores, descargas
fluviales y pluviales, entre otros (Botello el al., 1994). Se encontré que en la época de nortes
los niveles sobrepasan la norma internacional para aguas costeras no contaminadas
(UNESCO, 1976), ya que al parecer los vientos contribuyen al incremento en el transporte
atmosférico de estos compuestos. Durante la época de lluvias se registran las concentraciones
mas altas de HAP (criseno, benzo(a)pireno y pireno) en el sedimento. Lo anterior puede
deberse a causas muy variadas, como aumento en los aportes fluviales y atmosféricos, el
resultado es la disminucion de los hidrocarburos en el agua y aumento en el sedimento
superficial (Botello ¢t al., 1994).



Las macrofitas de la laguna tienen los valores mas altos de HAP en secas y los menores en
nortes. En la primera estacion puede ser causa de una tasa de evaporacion mayor y un escaso
suministro de agua proveniente de los escurrimientos del continente o de los existentes en ¢l
sedimento. Los ostiones y mejillones de la laguna presentan concentraciones importantes de
criseno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, pireno, benzo(a)antraceno y fluoranteno.
Los niveles de estos compuestos estan en relacidn con sus habitos alimenticios por filtracion e
incorporacion de grandes cantidades de agua y particulas suspendidas donde los HAP pueden
estar adsorbidos (Botello et al., 1994).

Los hidrocarburos organoclorados en ostiones y mejillones se encuentran en concentraciones
que inhiben e! crecimiento y el metabolismo reproductivo. Destacan el DDT y sus metabolitos,
aldrin, dieldrin, endrin, endosulfan, heptacloro y BHC, los cuales han sido prohibidos por su alta
toxicidad y riesgo para la biota. Su principal aporte es el lavado de tierras de cultivo forrajero y
de cafa de azlcar, ademas del transporte atmosférico. En el sedimento se registran los
niveles mas elevados de aldrin, alfa, beta, gamma y delta BHC, pero resaltan por su alla
concentracion el pp'DDD y el endosulfan sulfalato, que son empleados en las campafas
sanitarias y para el control de inseclos en cultivos de productos basicos e industriales (Diaz-
Gonzdlez, 1992).

Los metales toxicos Pb, Cd y Cr, en agua se encontraron por debajo del limite de deteccion, lo
que hace suponer que no permanecen par mucho tiempo en las fases solubles y suspendidas,
ya que por procesos de floculacidn coloidal, absorcidn y precipitaciéon se acumulan en los
sedimentos. El Pb registra los valores més altos en el sedimento en la época de lluvias, ya que
puede estar asociado a los fenomenos de circulacion, mezcla, sedimentacion, dilucion,
variaciones estacionales, transporte atmosférico, resuspensién, acarreo de particulas
continentales y residuos agroquimicos. En la temporada de secas los valores de Pb son
uniformes, lo que Indica que en la superficie de la laguna esta bien distribuldo y su aporte
puede ser biogénico o antropogénico, mientras que duranle los nortes los vientos modifican la
dinamica y las concentraciones varlan. El Cr en todas las temporadas mantiene valores
constantes. Los valores de mayor biodisponibilidad de Pb se obtienen secas y de Cd durante fa
época de nortes (Bolello et al., 1994).



Las concentraciones de Fe y Mn son variables de una época a otra, lo que sugiere que existe
un importante acarreo de particulas continentales hacia {a laguna. El Co, Cu, Niy Zn deben su
presencia en gran parte a los ligandos organicos liberados como producto de la
descomposicidn intensiva de la materia orgdnica. L.a altas concentraciones de Zn en el
sedimento podrian deberse principalmente a la depositacion de fitoplancton (Presley et al.,
1972).

En los bivalvos el Zn y el Cu se registran los niveles de concentracion mas altos. El Cr, Pby Cd
sobrepasan el limite maximo permitido por el Departamento de Servicios Urbanos de Japén
(Nauen, 1983). En los pastos marinos (Ruppia maritima) el Ni, Co, Mn y Fe presentan las
concentraciones mas elevadas, posiblemente por la acumulacién en la pared celular de las
hojas, las cuales estdn en contacto directo con el sedimento (Botello ef al., 1994).

El andlisis microbiolégico en agua, sedimento y organismos indican que los limites establecidos
por la norma de calidad para aguas de contacto primario y actividad pesquera (APHA, 1985) se
rebasaron. Los resultados marcan la relacion entre los valores de coliformes totales y
coliformes fecales con la época del affo. En la temporada de secas se presenta una
disminucion considerable por la evaporacién, cambio de salinidad y aumento de temperatura.
En lluvias, la poblacion bacteriana aumenta por el aporte de los rfos y el escurrimiento pluvial,
ya que las condiciones ambientales no son tan extremas y los ostiones Ins incorporan con
mayor facilidad (Botello ef al., 1994).



ZONA DE ESTUDIO

El Golfo de México es la cuenca semicerrada mas importante del Attdntico. En &} desembocan
dos sistemas deltaicos muy importantes, tanto por el volumen de descarga como por la alta
productividad y complejidad ecolégica, el Rio Mississippi y el Grijalva-Usumacinta. Es una
regidon altamente vulnerable al efecto de la actividad humana, basada principalmente en la
extraccion, procesamiento y distribucion de hidrocarburos, intenso movimiento de complejos
portuarios industriales y comerciales, pesquerias, desarrollos agropecuarios y actividades
turisticas. En la zona de Reforma-Tabasco y Sonda de Campeche, se encuentran las
provincias petroleras mds importantes de México (Botello et al., 1992),

Las dos zonas de trabajo en este estudio son ia Laguna de Términos, Campeche y la Laguna
de La Mancha, Veracuz. La primera se encuentra altamente influida por descargas fluviales y
por la Sonda de Campeche; en este sistema estuarino se han realizado diversos estudios para
determinar los contaminantes que hay en él. Sin embargo, existen pocos trabajos acerca de un
posibie efecto genético provocado por dichos contaminantes en los miembros de esta
comunidad, muchos de los cuales son recurso alimenticio del hombre. La Laguna de La
Mancha, se encuentra en una region aparentemente con poca influencia de aportes masivos
de descargas industriales y antropogénicos y los estudios practicados ai respecto se iniciaron
recientemente, en forma simultdnea a este trabajo.

LAGUNA DE TERMINOS, CAMP.

La Laguna de Témminos, Camp. es fa mas importante de la porcién sur de la Sonda de
Campeche por su tamario y profundidad (Fig.1). Se localiza en el Estado de Campeche, entre
los meridianos 91°15' y 92°00' de longitud oeste y los paralelos 18°25' y 19°00' de latitud norte
en el Estado de Campeche (Ponce-Vélez y Botello, 1992).
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Figura 1. Localizacion geografica de la Laguna de Terminos, Camp.

Es un sistema lagunar-estuarino con aporte fluvio-deltaico de tres rlos que forman parte de la
red hidrolégica del Usumasinta: 1.- El Candelaria-Panlau, cuya cuenca se localiza en la
Peninsula de Yucatan y cuyo cauce aporta grandes cantidades de carbonato de calcio; 2.- el
Chumapan-Balchacah, se genera en la planicie costera por la unién de los rios San Joaquin y
Salsipuedes; y 3.- el Palizada del Este-Pom-Atasta que forma parte de la red hidrolégica de los
rios Mexcalapan y Grijalva. Por el oriente desembocan el rio Sabancuy y los arroyos Colax,
L.agarteros y Chivoja Grande; por el sur los rios Mamantet y Candelaria (Botello y Villanueva
1978; Vera-Herrera ot al., 1988; Diaz Gonzalez, 1992).

l.a taguna esta separada det Golfo de México por la isla def Carinen. Se comunica con et mar a
través de dos bocas: al este, Boca de Puerto Real y al oeste, Boca del Carmen. La primera
tiene flujo del Gollo y delta bien definido; en la segunda el flujo es hacia el mar. Mide 60 km de
longitud y 28 km de ancho, con supexficie aproximada de 2,500 km® y profundidad media de 4
m (Mancilla y Vargas, 1980; Conner et al., 1988; Botello y Villanueva, 1988). La region este,
limita con la Plataforma de Yucatén, constituida por rocas principalmente calizas, contrastando
con la zona oesle donde se presenta depositacién de detritus terrigenos aportados por fos rios
(Dlaz Gonzalez, 1992).



€l sislema se localiza en una zona tropical. €l clima es de tipo clido subhimedo, isotermal,
con lluvias en verano. El promedio anual de temperatura es superior a los 26°C. La
precipitacidn anual promedio es de 1680 mm, fluctia entre 1,100 y 1,900 mm, el valor maximo
es durante los meses de julio a noviembre. La velocidad maxima del vienlo es de 50-60 km/hr.
Los vientos dominantes tienen una direccién noroeste-suroeste, en el invierno se presentan
fuertes tormentas tropicales y huracanes en los cuales predominan vientos del cuadrante norte
(Botello y Villanueva, 1978).

La salinidad varla dependiendo de la época del ailo; durante la estacién de lluvias desciende
hasta 12 o/ y en el estiaje aumenta a 38 o/w. Existe una gradacion de la salinidad, ésta es
mayor cerca de la [sla del Carmen y disminuye hacia la regidn continental debido a los aportes
fiuviales de esta zona (Amezcua-Linares y Yanez-Aranzibia, 1980). La mayor descarga de los
rios ocurre durante los meses de septiembre, oclubre y noviembre (Conner et al., 1988). Hay
tres épocas asociadas a condiciones climatolégicas especificas. de febrero a mayo Ia
denominada "secas"; de junio a septiembre "Hluvias” y de oclubre a febrero “nortes” (vienlos de
invierno) (Vera-Herrera et al., 1988).

Los sedimentos de la laguna estan constituldos por arenas, limos y arcillas. El tipo de grano
varia en las diferentes zonas de la Laguna de acuerdo con las corrientes y el aporte de los rios.
En la regién oeste existe una predominancia de grano fino representado por limos y arcillas,
siendo el aporte fluvial el posible causante de este sedimento caracleristico, mienlras que en la
zona Esle se encuentra una dominancia de arenas carbonaladas con mas de 70% de
carbonato de calcio que proviene de calizas de la Plataforma de Yucatan a través de
escurrimientos, oleaje y descarga del Rlo Candelaria (Phleger y Ayala, 1971).

La laguna esld bordeada, casi en su tolalidad por pantanos de mangle y las especies
dominantes son Rhizophora mangle L. (mangle rojo), Avicenia germinans L. (mangle negro) y
Laguncularia racemosa Gaerth (mangle blanco). t.os pastos marinos circundan !a zona de la
laguna de Isla del Carmen, en el delta de ia boca de Puerto Real y en los bajos del este y
sureste de la laguna; las especies son: Thalassia testudinum Koning, Halodule sp. y
Syringodium filiforme Kutz (Conner et al., 1988). Los bancos de ostidn se encuentran en la
zona Qesle, en contacto con agua rica en materia organica y sedimento fino (Diaz-Gonzalez,
1992).



La actividad pesquera se concenltra en la explotacion de ostion (Crassostrea virginica),
camardn (Peneaeus sp.), peces diversos, caracol y jaiba (Callinectes sapidus y C. similis)
(Amezcua-Linares y Yafez-Arancibia, 1980). En las zonas que circundan a la laguna, las
aclividades econdmicas principales son ganadera, agricola e industria extractiva del petroleo
(Botello y Villanueva, 1988).

LAGUNA DE LA MANCHA, VER.

La Laguna de la Mancha, Ver. esta ubicada en el litoral del Golfo de México, entre los paralelos
19°34' y 19°42' de latitud norte y los meridianos 96°22' y 96°24' de longitud oeste (Fig. 2). Se
encuentra a 30 km aproximadamente al noroeste de Ciudad José Cardel, sobre la carretera
federal 180 y a 10 km de la Central Nucleoeléctrica t.aguna Verde, en el municipio de Actopan
(Botelio et al., 1994).
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Fig. 2. Localizacion geografica de la Laguna de La Mancha, Ver,

Los aportes de agua dulce provienen de varios arroyos temporales y un UOnico arroyo
permanente conocido como Cafio Grande, que se localiza en la parte suroeste de Ia laguna
(Contreras, 1985). El intercambio de agua marina es a través de una boca temporal nica,
llamada Barra de L.a Mancha, que se abre en la época de lluvias por el aumento de la descarga
del arroyo mencionado y de algunas otras descargas temporales (Botello ef al., 1994).



La Laguna es pequeia y de forma irregular y mide § km de longitud con una superficie de 156
hectareas, formada por dos cuerpos de agua unidos por un canal estrecho. Al norte colinda
con la Laguna Salada y el Rio Viejoén. En el borde occidental de la Laguna se encuentra la via
del ferrocarril que va de Veracruz a Tampico. En la zona de la barra se localiza un gaseoducto
y en la orilla este de la laguna, hay un asentamiento de pescadores que explotan los recursos y
que contiene una area destinada a corrales para ganado y algunos establecimientos

comerciales (Botello et al., 1994).

El sistema se localiza en una zona tropical y el clima es de tipo calido subhiimedo, isotermal,
con lluvias en verano. La temperatura promedio anual es de 25.7°C, la maxima es de 34°C y la
minima de 16°C. La precipitacion promedio anual es de entre 1100 mm y 1200 mm, los valores
maximos se registran durante los meses de julio a septiembre. Los vientos predominantes son
de norte a sur, alcanzan velocidad de 80 a 130 km/hr. La salinidad varia de 0 a 5 o/» hasta 18
a 30 olw, por lo somero del drea esta condicionada a los aportes por escurrimiento continental

y por la circulacion de agua marina (Fiores-Andolais ef al, 1988).

Hay tres épocas climatolégicas especificas: de febrero a mayo "secas"; de junio a septiembre
"lluvias” y de octubre a febrero "nortes” (vientos de invierno). La mayor descarga de fos rios es

en los meses de septiembre, octubre y noviembre (Conner e al., 1988).

La vegetacion que circunda a la laguna es el manglar constituido por cuatro especies:
Rhizophora mangle, Avicenia germinans, laguncularia racemasa y Conacarpus ereclus. t.a
distribucion de la comunidad vegetal cubre desde unos metros hasta mas de un kilémetro,
hacia la parte sur del brazo de la laguna en el borde inundable de la porcion sur (Botello et al.,
1994). La vegetacion halofita asociada al mangle esta constituida por Fimbrislylis castanea,
Batis maritima, Borriguia frulescens y Sesuvium maritimum. En las zonas mas someras se
encuentran manchones de una fanerégama sumergida: Halodule beaudelfei (Novelo, 1978).

Las especies de moluscos con importancia comercial son Crassostrea virginica, Isognomon
alatus, Melongena melongena, otros de menor importancia son Mytilopsis leticaphaeata,
Cerithidae pliculosa, Mulinia lateralis, Odostomia impressa, Nassarius vibex y diversos
gasteropodos (Flores-Andolais, 1981; Coutind, 1982; Botello et al, 1994). La ictiofauna
registrada es de 23 familias, 34 géneros y 42 especies. Las especies de mayor densidad son



Anchoa mitchilli, Poecilia mexicana, Gambusina sp. y Eucinostomus melanoplerus (Mora y
Ramirez, 1880).



METODO

Se estudiaron ostiones de fa Laguna de La Mancha, Ver. y de Laguna de Términos, Camp., de
la especie Crassostrea virginica (Rosas et al., 1983, Villanueva y Botello, 1988). Las recolectas
de ostién y sedimento se realizaron durante un ciclo anual abarcando las temporadas de
secas, lluvias y nortes. Una recolecta por época del afio.

Procesamiento de las Muestras.

Ostién

Los muestreos se efectuaron en el lugar denominado Crucero en la Laguna de La Mancha y en
la zona de Alasta de la Laguna de Términos. Los ostiones se obtuvieron directamente de!
fondo de las lagunas; posterionmente se extrajo a parte blanda con cuchillo de plastico, para
evilar raspaduras en la concha y que los pedazos de la misma se adhieran al cuerpo del
organismo. Se lavaron varias veces con agua destilada, se almacenaron en bolsas de plastico
previamente etiquetadas y se congelaron a 4°C para su transportacion. Ya en el laboratorio se
pesaron para tener el dato de peso himedo, se congelaron con nitrégeno liquido y se
liofilizaron durante 24 horas a una temperatura de -30°C y presion de 20 Pascales, en bomba
de vaclo. Esto tiene por abjeto efectuar una preconcentracién de los contaminantes vy facilita la
conservacion, parmitiendo el almacenamiento a temperatura ambiente dentro de un desecador.
Una vez liofilizado el tejido def bivalvo, se maceré en mortero de porcelana, se temizd en una

maila de 200 y se homogeneizd (Pérez-Novara, 1983).



Sedimento

La muestra se tomd directamente en bolsas de plastico. Se dejo secar a temperatura ambiente
durante 36 horas y mediante la técnica de cuarteo se obtuvo una muestra representativa
(Pérez- Novara, 1983). Ya en el laboratorio, fa muestra se sometié a secado a 80°C + §°C
durante 24 horas. Después se molié en mortero de porcelana y se almacené hasta la etapa de
analisis y cuantificacion.

PREPARACION DE FRACCIONES DE OSTIiON

En la separacion de los compuestos quimicos se obtienen una fraccion total (FT), una fraccion
polar (FP) y una fraccidn no polar (FNP). La FT es el concentrado de todos los agentes
quimicos. La FP contiene las sustancias solubles en agua, las inorganicas. La FNP contiene
las fracciones solubles en sustancias organicas.

La preparacion de las fracciones de ostion se efectus modificando la técnica propuesta por
Rodriguez-Ariza et al. (1992) de acuerdo con el siguiente procedimiento:

El tefido de ostion liofilizado se suspendi6 en etanol absoluto, a una concentracion de 29 peso
humedo/ml, calculando que al liofilizar al ostion, el peso se reduce aproximadamente 20 veces.
Se {rituré en mortero de porcelana durante 5 minutos, alternando con periodos de incubacion a
60°C y agitacion constante (140 rpm) durante 30 minutos, hasta cumplir ocho ciclos.
Posteriormente se centrifugo el extracto a 20,000 rpm durante 30 minutos, a temperatura
ambiente, se tird el boton y el sobrenadante se guardd a -10°C.

El extraclo asi oblenido se dividié en dos partes iguales. La primera se utilizé para obtener la
fraccion total concentrada (FT). Para ello en un rotavapor durante 3 horas a temperatura de
entre 40 y 50°C y velocidad de 4-6 rpm se concentro la muestra 10 veces. El remanente se
guardé a -10°C hasta su utilizacién (Rodrlguez-Ariza ef al., 1992). La segunda se pasé por una
columna con resina idnica de amberlita XAD-2, cuyas caracleristicas permiten separar a los
contaminantes de acuerdo con su polaridad (Rohm y Hass, 1978 y 1993). Este tipo de resinas

es especlfica para la obtencion de compuestos orgdnicos de muestras ambientales,
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particularmente plaguicidas (Rohm y Hass, 1978 y 1993; Kool et al., 1981). De acuerdo con
Yamasaki y Ames (1977), la resina se prepard de la siguiente forma: se lavé 3 veces con 10
volimenes de acetona cada vez y se colocd en un agitador con plataforma rotatoria (140 rpm)
durante 10 minutos. Todo el proceso se repitié primero con etanol y después con agua
destilada y finalmente se guardd en refrigeracion (5°C) hasta su utilizacion.

La resina se suspendié en agua destilada y se colocé en una columina de vidrio de 100 x 9 mm
a la que se le adaptd una llave de separacién. Para separar las fracciones se ulilizd un
solvente muy polar, etanol y otro no tan polar, dimetil sulfoxido (DMSO). El extracto total
suspendido en etanol se agregé a la columna, se mantuvo un flujo de 2-3 ml/min a temperatura
ambiente. Primero fluyé la FP, se recolectd y refrigerd, hasta su uso posterior. La FNP, que por
las caracterlsticas de la resina se adhirio y bara desprenderla se lavo con 5 ml de DMSO, se
recolectd y se refrigerd.

De acuerdo con este procedimiento se obtuvieron las tres fracclones mencionadas, la total

concentrada (FT), la fraccién polar {FP) conteniendo substancias solubles en agua v la fraccion
no polar (FNP) que contiene los organicos insolubles en agua.
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PRUEBAS DE GENOTOXICIDAD

Prucha de AMES en Salmonella tiphymurlum

La técnica de nominada de Ames se fundamenta en la induccidn de reversiones de cepas de
Salmonella typhimurium deficientes en la sintesis de histidina a bacterias que recuperan 1a
capacidad de sintesis de este aminoacido (Maron y Ames, 1983). Las cepas indicadoras de S.
typhimurium son portadoras de mutaciones que les impiden fabricar una de las enzimas que se
requieren para la sintesis de histidina, por lo que no pueden crecer en medio mineral a menos
que se adicione una cantidad suficiente de histidina o que, mediante una reversion recuperen
la capacidad de sintetizar este aminoacido (Van der Hoeven et al., 1990). Ademads, presentan
algunas otras modificaciones como la mutacién rfa, que provoca la pérdida parcial de la
barrera de polisacaridos e incrementa la permeabilidad; la mutacion es uvrB que es la pérdida
del gen que codifica para el sistema de reparacion y aumenta la sensibilidad; por ditimo la
mutacion del factor-R en el plasmido PKM101, incrementa la mutacion espontanea del sistema
de reparacion del ADN (Maron y Ames, 1983). Se utilizan dos cepas, TA100 y TA98, que
respectivamente indican 2 distintos tipos de mecanismos de mutacion, sustitucion de bases en
el ADN y desplazamiento o corrimiento de! mensaje genético por pérdida o adicién de algunos
nucledtidos (1, 2 o mdltiplos de 2). Esta metodologia tiene la ventaja de poder simular el
metabolismo de cualquier clase de substancia como ocuire en los organismos con higado o
con el sistema citocromo P-450, al agregarle la mezcla S9 (ver apéndice). Bajo estas
condiciones el sistema puede identificar contaminantes cuyos mecanismos de accion pueden
ser directos o sea que no requieren de activacion metabdlica (sin mezcla -39), o bien
mecanismos indirectos, que requieren activacion metabdlica (mezcla +-S9),

El procedimiento consiste en lo siguiente: Se tomé una colonia de la cepa TA98 o TA100, se
sembré en un matraz de 260 m! con 10 mi de medio completo oxoid y 10 pl de amplicitina (10
ug/ml) que se colocd en un incubador giratorio a 37°C durante 16 horas y para asegurar una
buena aireacion se agitd a 210 rpm.

En 100 mi de agar blando se diluyd 10 mi de una solucion de histidina/biotina 0.5mM y se tomoé
2.5 ml que se agregan a tubos estériles con tapa ajustable y se colocd en bloques con
temperalura regulable a 48°C, para después agregarles en el orden siguiente: 0.02 ml de la
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fraccién total, polar o no polar de ostidn o del mutdgeno de diagnostico y 0.1 ml del cultivo de
16 horas. En los experimentos con activacién metabdlica se agregd 2.0 ml de agar blando por
tubo y la misma cantidad de extracto de ostién o sustancia testigo. El tubo se agiloé y el
contenido se virtid sobre cajas de petri con medio minimo. Una vez sofidificado el agar, las
cajas de petri se voltearon y se cubrieron para evitar los efectos de la luz sobre substancias
fotosensibles. Las cajas se incubaron a 37°C durante 48 horas y se cuantificaron las colonias
revertantes.

Paralelamente se incluyeron controles negativos de agua bidestilada, etanol y DMSO; y
mutadgenos de diagnéstico especificos para cada cepa. En las pruebas sin activacion
metabdlica se utilizé azida de sodio para la TA100 y 4-NPD para la TA98, con mezcla
enzimatica S9, se utilizd 2-AF para ambas cepas.

En la prueba con activacion metabdlica que indica efecto genotoxico indirecto se utilizé una
mezcla de extracto de higado de rata para activar los promutdgenos (mezcla S9) (Ames et al,,
1975). La cantidad de mezcla S9 que se agregd en cada tubo es de 0.5 ml (Ver apéndice),

Se analizaron las tres fracciones a concentraciones de 1.0, 0.1 y 0.02 mi/iml. En total se
realizaron lres experimentos por cada extracto con y sin mezcla S9, y en cada experimento
hubo tres repeticiones por concentracion. Los resultados se evaluaron con el programa
estadistico SALANAL desarrollado en conjunto por el Integrated Laboratory Systems (ILS), por
el Research Triangle Institute (RTI) bajo la direccidn del Dr. Llewellyn Willilams del
Environmental Monitoring Systems Laboratory U.S. (EMSL, U.S) del Environmental Protection
Agency (EPA). Se considerd como resultado positivo cuando la frecuencia de mutacion
espontdnea incrementa dos 0 mas veces el nimero basal de revertantes y cuando se observo
una clara relacidn de dosis-respuesta (Maron y Ames, 1983).
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Prueba de SMART en Drosophila melanogaster.

La prueba de Mutacion y Recombinacién Somdtica cuyas siglas en inglés son SMART
(Somatic Mutation and Recombination Test). Se basa en el uso de células somaticas de la
mosca de la fruta Drosophila melanogaster, es un sistema eficiente para analizar
genotoxicidad., ya que se pueden determinar distintos eventos como mutacién, no disyuncion,
delecion y recombinacion. Ofrece otras ventajas coma ciclo de vida corto (aproximadamente en
10 dias a 25°C y 50% de humedad relativa se completa su desairollo); es relativamente barato,
se obtiene un niimero grande de individuos por generacién, lo que pemite obtener tamaiios de
muestra adecuados en una sola generacién y son in vivo. El protocolo experimental utiliza las
mutaciones recesivas en células somdticas del ala de D. melanogaster que detecta
recombinacién mitética (Graf et al., 1983). Se utilizaron las mutaciones mwh y fir' que se
encuentran en el tercer cromosoma, el primero se localiza en posicion 0.0 y el segundo con
sus tres marcadores en posicion 38.8 (Garcia-Bellido y Dapena ,1974). Para la cruza se
utilizaron hembras con el marcador mwh/mwh: pelos mditiples en el ala, que modifica el
carécter silvestre de una cerda por célula a varios pelos por célula (Lindsley y Grell, 1968) (Fig.
3). Los machos que presentan el caracter o pelos /i’ en forma de flama en el ala del adulto
(Fig. 3). Esta Gltima mutacion es letal en condicién homocigdtica, por lo que es necesaria la
presencia de un cromosoma balanceador dominante el TM%Ser y los individuos, por tanto,

presentan ei borde discontinuo del ala.

a) b)
40 & 49,
dg u:ud o 'ﬂ(/ d\’/d

LN N RSN A R A

d)
/4 4.4 olal
zo; l“‘ g J@Q;?

Figura 3. Tricomas en el ala. a)Normal, b) Derivados que no se consideran como mwh o P, c)
mwh, d) I (Graf et al., 1983),
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De la cepa mwh se aislaron hembras virgenes y se cruzaron con machos fir’/TM" Ser. Dichas
hembras ovipositaron durante 3 horas, los huevos se dejaron madurar 72 horas, a 25 + 1°C y
60% de humedad relativa. Las larvas de segundo estadio se separaron por gradiente de
densidad con una solucién de sacarosa al 20% (Magnusson y Ramei, 1990). En el microscopio
estereoscdpico se contaron 500 larvas de 2o. estadio, se colocaron en tubos hemeopéticos
conteniendo un circulo de papel filtro, donde se agrego 0.8 ml cle cada sustancia, en grupos de
100 individuos y se incubaron durante 24 horas en cuarto de cultivo a 25°C. Los testigos se
prepararon de la siguiente forma: para el testigo negativo se pesaron 5 gr de sacarosa y se
disolvieron en 100 m! de agua para obtener una solucion 5% (p/v), para el testigo positivo se
mezclaron 20 mi de etanol en 80 ml de la soiucién de sacarosa 5% para una solucion 20%
(viv). La fraccion total se prepard mezciando 20 mi del extracto concentrado de ostion (F1) en
80 mi de la solucion de sacarosa 5%.

Después del tratamiento agudo durante 24 horas, las larvas se transfiieron a tubos
homeopdticos con medio de cultivo, hasta que emergieron los aduitos, los cuales se contarony
se fijaron en frascos de vidrio con alcohol al 70% durante 48 horas (Graf et al., 1983). Se
disecaron las alas empleando pinzas de relojero det No. § y una aguja de diseccion. Se
colocaron sobre un portaobjetos en una gota de solucion de Fauré donde se extendieron
perfectamente con la ayuda de las pinzas. La preparacion se dejo secar durante 24 horas en
atmosfera exenta de polvo. Una vez secas, las alas se colocaron en un cubre objetos con una
gota de solucién de Fauré. Posteriormente, se analizaron las preparaciones en el microscopio
Optico a 400X. Para facilitar la observacion, se considero las divisiones naturales del ala en fa
que a cada region se le asignd una letra del alfabeto (Graf et al., 1983) (Fig. 4).

Figura 4. Regiones A-E en el ala (Graf ef al., 1983).

£l criterio establecido para la identificacion de las manchas en fas alas es el siguiente: 1a 2

células dafiadas con el fenotipo mwh o fi', se consideré como mancha chica. Cuando el



numero de células dafadas es de 3 o mas, es una macha grande. En ambos casos, se puede
considerar que es un efecto de recombinacion, mutacion o delecion. El tercer tipo que puede
ser identificado es el de las manchas gemelas que presentan células con el fenctipo mwh y fIr’,
en este caso el tipo de evento puede ser debido a la recombinacion de material genético (Graf
et al., 1983),

DETERMINACION DE METALES POR ABSORCION ATOMICA.

El método de absorcidn atdmica se basa en la absorcion de radiacion de los atomos en estado
gaseoso. El "estado base” de los electrones se puede determinar porque se les puede
encontrar en los orbitales de manera ordenada y predecible. Al aplicarle a un atomo una
cantidad de energia de magnitud apropiada ésta serd absorbida y un electron exterior sera
promovido a una configuracion menos estable o “estado excitado”. £n este estado inestable el
atomo regresara inmediatamente al estado base produciendo energia radiante equivalente a la
energia absorbida inicialmente en el proceso de excitacion. Puesto que cada elemento tiene
una estructura electronica unica, 1a longitud de onda de la luz emitida es particular de cada
elemento; al interponer los atomos con el haz de luz, la cantidad de luz absorbida aumenta y
puede ser cuantificada proporcionando el valor de concentracion especifica de cada elemento
(Varma, 1984; Ximenez, 1980).

Para las determinaciones de metales en ostion y sedimenio se utilizé un Espectrofotometro de
Absorcion Atomica Perkin-Elmer Modelo 5000. La preparacion de las muestras se realizd por
calcinacion, de esta forma se elimino el riesgo de pérdida de material por volatilizacion. Para la
obtencion de cenizas mas blancas se adiciona 1.8 mi de nitrato de magnesio 40% por cada 60
g de muestra. La muestra se somelid a una precalcinacién, primero en lampara para evitar la
proyeccion de liquidos, después en parrilla eléctrica y al final en mechero a flama moderada,
hasta la desaparicién de humos blancos. Se paso a la mufla aumentando la temperatura
gradualmente hasta los 500°C durante 8 horas. Al mismo tiempo que se evaluaron las
muestras se prepararon blancos de cada elemento con tritrisoles grado analitico. La curva
patron se elabor6 leyendo varias veces el blanco y ajustando a cero, se hizo un promedio; se
elabora el grafico de concentracion vs. absorbancia y se ajusto la recta por regresion lineal. La
absorbancia de cada muwuestra se interpold en la recta y se obtuvo directamente la

concentracion (Beaty, 1979).



RESULTADOS

Prueba de Ames en Salmonella typhimurium.

Sin Activacién Metahélica (-S9).

Las Fracciones Totales (FT -89) y Polares (FP -S9) del ostion de la Laguna de Términos,
Camp. durante la temporada de nortes, indicaron efecto positivo en la cepa que registra
pérdida de mensaje del material genético (TA98). La respuesta genotoxica al utilizar la FT -59
se registrd solo a la concentracién 1.00 ml/ml, mientras que la FP -S9 fue en las tres
concentraciones (0.02, 0.1y 1.0 mliml) (Tablas | y ll). En el caso de las Fracciones No Polares
(FNP -59) del ostion no indicaron efecto mutagénico, los valores son equiparables a |a basal,
que en este caso se compard contra el testigo dimetil sulfoxido (DMSQ.) (Tabla Ill). La
Fraccion Total (FT -S9) del ostidn de la Laguna de La Mancha, Ver, presentd respuesta
genotéxica a la concentracion de 0.10 ml/ml mientras que las Fracciones Polar (FP -59) y No
Polar (FNP -S9) muestran valores negativos en todos fos casos (Tablas {, Il y IlI).

Activacion Metabdtica +S9.

Las Fracciones Totales (FT +S9) del ostion de la Laguna de Términos, Camp. fueron
genotoxicas en la cepa de Salmonella typhimurium TA98, la correspondiente a fa época de
secas la respuesta se presento a la concentracion de 1.00 ml/ml, en lluvias a en las tres
concentraciones y en norles en la concentracion 1.00 ml/ml. Esta misma fraccion en las
temporadas de secas y norles se registraron como genotdxicas en la cepa TA100, en ambos
casos al utilizar la concentraciones de 1.00 mi/ml (Tabla ). Las fracciones Polares (FP +S9)
del ostion de la Laguna de Términos, Camp. correspondientes a las tres estaciones del aio
analizadas, indicaron respuesta positiva en la cepa TA98, en secas cuando se utilizaron las
concentraciones 0.10 y 1.00 mi/ml, en iluvias la respuesta fue con las tres concentraciones
(0.02, 0.10 y 1.00 mW/mi), en este caso particular parece ser efecto de letalidad, mas que de
genotoxicidad, finalmenle en nortes con 1.00 ml/mi (Tabla I1). La FP +S9 de la Laguna de



Términos, Camp. en nortes fue el Gnico caso que registrd daiio genético por sustitucion de
mensaje (cepa TA100) (Tabla ll). Las Fracciones No Polares (FNP) del ostidn de la Laguna,
de Términos, Camp. se mantuvieron sin efecto genotdxico, en este caso se comparo cantra
DMSO (Tabla IH).

Las Fracciones Total (FT +89) del oslion de la Laguna de La Mancha, Ver. de las temporadas
de Hluvias y nortes fueron genoldxicas en la cepa TA98; en ambhas casos el efecto se registro
en la dilucidn 1.00 mi/mi. La misma muestra al probarse en ia cepa TA100 fue positiva a la
concentracion de 1,00 mli/m! (Tabla 1), Las Fracciones Polares (FP +59) de esta Laguna
correspondientes a la temporada de lluvias fueron genoléxicas en la cepa TAG8 a la
concentracion de 1.00 mi/mi y en la cepa TA100 a 1.00 mi/mi (Tabla 1l). Los valores de las
Fracciones No Polares (FNP +S9) se mantuvieron en la basal (Tabla ).
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Tabla I. Efecto de la fraccidn total (FT) de ostién con y sin activacién metabdélica en dos cepas de S. typhimurium.

S. typhimurium TAS8 S. typhimurium TA100
La Mancha Términos La Mancha Términos
MUESTREO| CONCEN- -S9 +S9 -S89 +S9 -S89 + S9 -S89 +S9
TR‘:‘,‘,:JON X o x G x c x c x G x c x o x o
000 47 7 35 3 56 7 35 6 {200 59 163 10 1178 21 200 51
SECAS 0.02 42 11 40 12 32 9 34 8 223 57 160 24 | 217 55 191 26
0.10 49 8 34 1 42 14 43 21 155 25 164 7 1216 30 195 31
1.00 48 10 44 8 33 1 397« 95 257 21 166 14 | 221 58 415~ 28
000 26 3 35 3 27 3 27 3 {201 25 164 12 201 25 298 31
LLUVIAS | 0.02 39 18 4§ 12 33 7 457 4 1212 17 134 15 231 36 201 86
0.10 35 2 39 5 23 5 43 2 1202 25 133 15 {199 81 230 18
1.00 44 15 59 10 27 3 47" 7 (218 7 155 9 {209 37 189 66
000 42 3 35 2 39 7 32 6 285 11 158 14 {294 18 158 15
NORTES | 0.02 46 2 45 7 41 10 41 6 255 88 238 8 {258 39 203 24
0.10 42 10 41 3 31 3 42 3 253 80 218 27 1253 53 276 104
1.00 51 4 50 12 288" SC 205+ 45 (296 76 418¢ 68 [340 75 366¢ 41
CLAVE

-S8 Sin activacion metabdlica
+S8 Con activacion metabolica

Nivel de significancia * 5%: « 1%

Solvente Etanol.




Tabla ii. Efecto de las fracciones polares (FP) de ostion con y sin activacion metabélica en dos cepas de S. typhimurium.

S. typhimurium TAS8 S. typhimurium TA100
La Mancha Términos La Mancha Términos
MUESTREO | CONCEN- -S9 +89 -89 +S9 -89 +S9 -S9 +89
TR‘;%'ON X © X c X G X G x G x c x c X c
000 40 11 34 2 |38 8 45 8 1239 35 1834 38 {219 46 194 40
SECAS 0.02 34 13 42 11 40 2 58 11 230 37 190 65 354 207 200 41
0.10 34 S 41 12 {30 5 667 4 | 233 42 202 67 (307 175 243 55
1.00 35 14 45 11 34 3  75e 19 [251 25 194 79 (251 105 252 20
000 40 7 30 10 |31 5 45 8 [226 34 169 10 |238 32 254 4
LLUVIAS |0.02 32 6 45 11 38 10 272" 8 1251 82 214 77 {207 47 232 11
0.10 37 14 46 1 34 3 247« 22 234 47 271 41 1207 21 240 50
1.00 41 g 56" 15 7 7 100 15 (241 55 271 40 224 13 254 36
0G0 29 1 38 8 28 2 34 2 267 43 163 14 | 268 78 148 4
NORTES 0.02 38 6 42 11 39" 5 48 14 276 11 205 86 | 274 89 226. 2
0.10 34 6 40 S (41 1 55 13 180 21 184 60246 101 215~ 24
1.00 44 11 7 19 (42" 8 82 16 (346 33 207 811|272 75 226e 9

CLAVE

-SS Sin zctivacién metabslica
+38¢ Con activacién metabslica
Nivel de significancia * 5%; 1%
Scivente H,0 Destilada




Tabla lll. Efecto de la fraccién no polar (FNP) de ostién con y sin activacion metabdlica en dos cepas de S.typhimurium.

S. typhimurium TA98

S. typhimuriurm TA100

La Mancha Términos La Mancha Términos
MUESTREQ CONCEN- -S9 +S9 -89 +S9 -89 +S9 -89 +S9
Tﬁf‘lﬁl‘o" X © X o X c x c x c x c X o X c
000 34 9 41 8 34 g 52 9 202 19 235 36 201 18 261 35
SECAS 0.02 40 5 38 15 38 7 73 1 208 65 232 31 242 88 310 1
0.10 35 4 35 5 42 7 52 1 217 76 194 25 207 60 276 30
1.00 37 6 31 6 |40 7 56 14 188 64 209 28 226 51 280 80
000 34 g 40 9 34 g 38 6 202 18 184 40 202 18 230 25
LLUVIAS 0.02 36 6 36 2 38 9 28 2 185 65 150 34 244 85 245 40
0.10 41 14 28 7 38 10 35 1 208 42 184 8 223 71 274 66
1.00 41 11 29 7 38 10 45 18 208 55 198 10 187 66 280 62
000 41 g 40 7 41 g 44 ] 262 48 181 41 262 48 228 28
NORTES 0.02 37 2 38 3 42 3 31 2 265 57 226 10 277 g7 200 18
0.10 39 4 45 6 40 7 35 11 262 70 201 17 282 123 282 81
1.00 42 2 42 8 37 5 38 2 272 65 217 34 261 73 237 38
CLAVE

-S& Sin activacidén metabslica

+88& Con activacién metabélica
Nivel de significancia® 5%, « 1%

Scivente DMSO




Prueba de SMART en Drosophila melanogaster.

Los resultados preliminares con la fraccién total (FT) de ostion de la Laguna de La Mancha,
Ver. indican efecto genotdxico en el sistema de manchas en el ala de D. melanogaster.
Durante ta temporada de secas fue significativo al comparar contra el testigo de alcohol. Las
frecuencias de las machas chicas y grandes en lluvias con respecto a las basales, se obtuvo el
doble de manchas grandes y en nortes el efecto fue positivo en las manchas grandes al
comparar contra el testigo de sacarosa (Tabla IV). Las muestras de la Laguna de Términos,
Camp. en la época de secas resultaron ser significativos para las manchas chicas y dobles; en
lluvias el incremento fue significativo al comparar contra ambos testigos en las manchas chicas
y grandes, finalmente en nortes no se presento ningtin efecto significativo en los distintos tipos
de manchas (Tabla IV).

Tabla V. Manchas reglstradas en las alas de la mosca Drasophila melanogaster después
del tratamlento de 24 hrs. con extracto concentrado (FT) de ostlon Crassostrea

virginica.
MUESTREQ TRATAMIENTO TAMANO DE LA MANCHA

No.de Chicas Grandes Gemelas Tolales

Alas | Na. % No. % No. % No. %

Sacarosa 5% 40 | 14 035 | 4 0.100 | 0 0.000] 18 0.450

SECAS  ElaOH 40 6 045 1 0250} 1 0025] 8 0.200
LHM?nd'ﬂé\’eﬂ 4 |24 o060 ) 2 0050 1t 0.025] 27 0675

Téminos, Camp. 40 | 12 030 | 1 00251 2 0.050| 15 0375

Sacarosa 5% 40 8 020:] 3 0.750 | 3 0.028 | 14 0350

LLUVIAS  EtaOH 40 110 o025 | 1+ ©0025| 0 o000 11 0275
#ﬂM?ncnac-Veﬂ 40 |16 040 1 6 0150 | 1 0.025] 23 0575
éminos.Camp. 45 | 29 050 [ 7 0175 | 1 0.025 | 28 0.700
Sacarosa 5% 40 | 11 028 | 3 0075 | 0 0.000 | 14 0350 |

NORTES  EtaOH 40 |15 038 | 5 0125 | 1 0.025| 21 0500
LC;M?"C“&VEL 40 |23 058 | 9 0226 [ 1 0.025( 33 0825
Témminos.Camp. 40 | 19 048 | 3 0075 | 1 0.025 | 23 0570

No. - Numero de manchas por ala
% - frecuencia de manchas

La viabilidad de las larvas al usar FT del ostion proveniente de la Laguna de Términos, Camp.

en las épocas de secas y lluvias disminuyo 30% y 18% respectivamente (Tabla V y VI). El



nimero de sobrevivientes al usar el extracto de ostion de la Laguna de La Mancha, Ver. es

comparable con los valores de los testigos de sacarosa y alcohol (Tabla V y V1),

La sobrevivencia contra sacarosa y atcohot para descartar el efecto de los solventes estd por
debajo del 50% en ta taguna de Términos, Camp. en las épacas de secas y tuvias. Mientras

que para ta Laguna de La Mancha, Ver. en todo et ciclo de muestre et promedio es comparable
con tos testigos (Tabla V y Vi),

Tabla V. Viabilidad relativa de tarvas de D. melanogaster contra et
testigo de sacarosa.

LA MANCHA TERMINOS
MUESTREQO [TRATAMIENTO % %
Sacarosa 100 100
EtaOH 66.7 108.2
SECAS Hi 77.9 407
EtaQH 74.8 89.6
L.LUVIAS =T 80.7 30.1
taOH 60.4 74.9
NORTES T 88.2 81.2

Tabla VL, Viabilidad relativa en larvas de D. melanogaster contra el
testigo de atanol.

LA MANCHA TERMINOS
MUESTREQ [TRATAMIENTO % %
EtaOH 100 100
Sacarosa 150 92.4
SECAS FT 116.8 37.6
Sacarosa 133.5 111.6
LLUVIAS FT 107.8 336
Sacarosa 1655 1335
NORTES FT 129.5 108.4
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Comparacién entre las pruebas SMART y de Ames.

l.os sistemas de mutacion somdtica (SMART) y de reversion en S. typhimurium (Ames), se
compararen tomando solamente el efecto positivo en cada uno y para cada laguna. En La
Mancha, el ensayo con S. typhimurium presentd efecto en Hluvias y nortes mientras que el
SMART en fas tres recolectas. En cambio, en Términos, la prueba de Amas indicé
mutagenesis en las tres estaciones, pero el SMART, sélo en secas y lluvias. El método
estadistico de X* confirma que existen ciertas diferencias, particularmente en la Laguna de La
Mancha, durante la recolecta de secas y en la Laguna de Términos, en nortes, por lo que el
grado de coincidencia entre ambos ensayos es de 90% (Tabla VI).

Tabla Vi. Comparaclién de la fraccion total (FT) entre el sistema SMART y

de Ames.

LA MANCHA, VER. Salmonella typhimurium Drosophils melanogaster
Socas o} 3

Lluvias 1 3
Nortas 3 2
TERMINOS, CAMP. Sall lla typhimun Drosophila malanogaster
Secas 2 [¢]

Lluvias 3 3

Nortes 3 [¢]

Xz_goo =16.72
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Contenido de metales en liofilizado de ostion y en sedimento.

L.os resultados de las determinaciones de metales por absorcidn atémica se muestran en las
Tablas Vil y IX. Las determinaciones de elementos quimicos se pueden ubicar en dos grupos:

I. Traza esenciales: Cr, Mn.~Fe, Co, Ni,Cuy Zn.
2. No esenciales: Ti, Cd y Pb.

Los andlisis de elementos quimicos corresponden a las temporadas de lluvias y nortes. En et
ostién de fa Laguna de La Mancha, Ver. de la época de Hluvias, las concentraciones de Cr, Mn,
Fe, Co, Cu, Zn y Cd se encuentran mas elevadas. En esta misma temporada del afio en la
Laguna de Términos, Camp., ios niveles de Fe, Co, Ni, Cd y Pb se presentan mas aitos (Tabla
Vi), Los niveles que se presentaron mas altos en nortes en la Laguna de Términos, Camp.
fueron de Cr, Mn y Zn (Tabla Vili).

Tabla VIiI. Concentracion de metales pesados cuantificadas por
absorcion atdmica en el liofilizado de ostion,

ELEMENTO LAMANCHA  LAMANCHA  TERMINOS  TERMINOS
{ppm] LLUVIAS NORTES  LLUVIAS  NORTES
cr 7.00 340 550 7.30
Mn 103.50 70.50 37.80 51.20
Fo 1418.00 715,00 682.00 637.00
Co 0.54 0.25 075 0.27
Cu 1010.00 424.00 201.00 166.00
20 2308.00 1017.00 503,00 £40.00
]
N 2.60 1.30 320 2.20
cd 5.10 1.90 500 3.70
Ph 0.56 0.69 080 0.63

En el sedimento la Laguna de La Mancha, Ver. se hicieron determinaciones de algunos
metales (Tabla I1X). En la temporada de luvias el aumento de las concentraciones
corresponden al Cr, Mn Fe, Co, Ni, Cu, y Ti. En nortes el Cd presenté mayor elevacion de la
concentracion (Tabla 1X). En el sedimento de la Laguna de Términos, Camp. de la temporada
de lluvias las determinaciones quimicas muesiran mds altas concentraciones para Cr, Mn, Fe,
Ni, Cu, Zn, Tiy Pb (Tabla {X).



Tabla IX. Concentracidn de metales cuantificados por absorcidn
atémica en el sedimonto de las lagunas La Mancha,
Ver. y de Términos, Camp.

ELEMENTO LAMANCHA  LAMANCHA  TERMINOS  TERMINOS

{ppm] LLUVIAS NORTES LLUVIAS NORTES
Cr 72,30 20.30 168.00 138.00
Mn 1118.50 466.70 851,00 52060
Fo 42,00 12.00 3040 26,60
Co 11.00 9.40 11.50 12.00
Cu 51.40 22.70 30.00 20.60
Zn 73.70 34.50 61.00 67.00
Ti 4.10 215 3.88 3.06
NI 47.50 13.20 1651.70 144,50
Cd 0.40 0.70 0.46 0.50
Ph 21.50 28.40 21.80 26,40
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DISCUSION

Los estudios realizados para evaluar el potencial genotdxico de distintos contaminantes
utilizando sistemas biolégicos desde procariontés como bacterias hasta diversas especies de
eucariontes, levaduras e insectos hasta mamiferos, asi como cultivos de tejidos de distintas
especies, son muy variados. Sin embargo, los trabajos para determinar el efecto mutagénico
de los contaminantes ambientales incorporados en los tejidos de los organismos son
relativamente escasos (Shugart, 1989; Viarengo y Canesi, 1991).

Diversos Investigadores han definido el efecto mutagénico de una gran cantidad de
contaminantes que se han probado en forma individual. Dicha informacién se ha integrado en
largas listas que llegan a ser poco practlicas e innecesarias, ya que el efecto sobre la biota no
es causado por un agente xenobidtico, si no por mezclas complejas (Rainbow et al., 1990). No
obstante, estos resultados han permitido validar diversos sistemas bioldgicos para detectar
genotoxicidad, en los cuales se han determinado los mecanismos de accion de los agentes
genotéxicos puros y han permitido inferir las posibles consecuencias de la contaminacion en el
amblente acuatico (Shugart, 1989; Shugart y Theodorakis, 1994). A su vez los organismos
expuestos pueden actuar como indicadores ya que incorporan casi cualquier clase de
contaminante y permiten estimar la severidad del dafo, ya que existe una relacion entre la
dosis recibida, el metabolismo y los efectos biolégicos (Kohn, 1983; Shugart y Theodorakis,
1994).

La accidn de agentes xenobiéticos en los organismos, principalmente los lipofilicos ocurre al
ser acumulados en forma inactiva o bien al ser metabolizados (Alink et al., 1983; Buhler y
Williams, 1988). El analisis de contaminantes de muestras ambientales puede identificar a las
sustancias aisladas, pero no indica nada acerca de las posibles interacciones entre las
diversas mezclas de xenobidticos ambientales, ya que pasa por alto a los intermediarios de
accion lenta o a la induccidn de enzimas especificas (Couch y Harshbarger, 1985). En este
trabajo, el extracto de ostién representa una mezcla compleja de agentes contaminantes
diversos, inicialmente veridos en los sistemas costeros y que han experimentado a su vez,
diversos procesos de biotransformacion (Bubler y Williams, 1988).
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Resumiendo los resultados de este trabajo se infiere que se trata de: 1. agentes nuitagénicos
solubles en agua. 2. Que en general son de efecto indirecto ya que se requiere aclivacion por
microsomas hepaticos. 3. Que el mecanismo de mutacion es seguin lo que indican las cepas
de tipo corrimiento de mensaje. 4. Y que en general el efecto es mayor en la Laguna de
Términos, Camp. (Tablas 1 y li).

De acuerdo a la informacidn que de manera sistemadtica se ha colectado acerca de la
contaminacion en la Laguna de Términos, Camp. y en menor grado de la Laguna de La
Mancha, Ver,, se observa que hay tres grandes grupos de agentes xenobidticos: hidrocarburos
fasiles residuales, pesticidas y metales (Botello y Villanueva, 1988).

La genotoxicidad de los hidrocarburos fésiles residuales depende del nimero de anillos y
pueden provocar pérdida de informacion del material genélico como sustitucion y corrimiento
del mensaje (McGeorge ef al., 1983; Kadhim y Parry, 1984; Canada 1986; Shugan et al., 1989;
Petrilli et al, 1980;). Los hidrocarburos aromaticos policiclicas (HAP) son los mas dafinos
(Botello y Mandelli, 1979; Harvey, 1982; Stephenson, 1992) pero su efecto mutagénico en S.
typhimurium requiere de previa aclivacin por fos microsomas hepaticos (Tabla X) (McCann et
al., 1975, Nytander et al, 1978; Baker, 1980; Toledo, 1982; Stegman, 1985; Bianchi et al,
1989; Viarengo y Canest, 1991; Mersh-Sunderman et al., 1994). Es dificil que haya HAP en el
ostion, ya que Wade et al. (1988) demostrarot que hay una relacidn entre el peso molecutar
del contaminante y su distribucidn, asi los mas pesados se sedimentan y quedan alrapados
donde son degradados por la fliora microblana (Lee el al., 1978; Fedorak y Westlake, 1981,
Toledo, 1982; Wade et al., 1988), mientras que los ligeras permanecen en la columna de agua.
Esto a su vez facilita su incorporacion en el ostion, sin embargo son poco (Wade ef al., 1988).
Ademas se ha observado que solamente a ralz de accidentes petroleros es cuando se ha
detectado efecto genotdxico, ya que al parecer solo en estas circunstancias se registran
niveles altos de hidrocarburos (Kadhim y Parry, 1984). También hay que considerar que tanto
la dinamica de las masas de agua como el acarreo de los rlos tienden a diluir las
concentraciones de hidrocarburos fésiles (Botello ef af., 1981). Todo lo anterior concuerda con
este estudio, en donde no se observd efecto genotdxico en ninguna de las fracciones no
polares (FNP) y par fo cual se excluye a los hidracarburos fosiles camio los posibles causantes
de la mutagenicidad observada (Tabla Ii).

37



Tabla X. Mutagenicidad de hidrocarburos en los sistemas de SMART y Ames.

Salmonella typhimurium Drosophilla melanogasler
TA98 TA100

COMPUESTO -89 +S9 - S9 + 59
Benceno - - - «(7)
Tolueno - - - -(5)
Xileno - - - ~(5)
Cresol . - - -(5)
Perileno +7) .
Criseno +(7) N(3,7)
Pireno +3) +(3) -(1) (1)

1) -(1)
Naftaleno -
Fenantreno w(7) -(1) (1) +5,7)
Antranteno +2,7)
Antraceno -(2) -(2) -(2) +(7)
Benzo[a] Antraceno + + + +(7) +(1,3,7)
Dibenzo{a,c)Antraceno  + + + +7)
Dibenzo[a,h)Antraceno  + + + +6,7) +{1,3,7)
Benzo[c} Fenantreno +(7)
Benzo(a} Pireno + + + +2.7)
Benzo[e] Pireno +(7) +(6) +(6) N(1,3)
Dibenzo[c,i} Pireno + + + +1,3,7)  N(1,3)
CLAVE

+ Electo genotdxico positiva. - Efecto genotaxico negativo. w Débil electo genotdxico. N Efecto no detectado.

REFERENCIAS.
1. McCann et al,, 1975; 2. Harworth ef al., 1983; 3. Upton ef al, 1984; 4. Mortelmans ef al, 1986; 5. Zeiger of al.,

1988; 6. Zeiger el al., 1992; 7. Mersh-Sunderman el al., 1994,

Los pesticidas provocan alteraciones en el material genético (Randaleff, 1970; Aldridge, 1971;
Cerey ef al., 1973; Fest y Schimidt, 1973; De la Jara y De la Para, 1977; Siddiqui ef al., 1981;
Upton et al., 1984), al reaccionar con los dtomos de nitrégeno y oxigeno de las bases purinas y
de la citosina, o con los grupos fosfato del ADN (Verly y Brakier, 1970). Dentro del organismo
los pesticidas sufren diversos procesos de transformacion bioldgica, liberando metabolitos,
muchos de los cuales han sido identificados como responsables de dafio genotéxico (Dybing et
al,, 1989). Las rutas primarias del metabolismo son oxidaciones o hidroxilacioneslisis. En
organismos inferiores esta metabolizacion es efectuada por la fraccion del citocromo P-450,
mientras que en los superiores ocurre en el higado (Fest y Smith, 1973; Stegman, 1985; Buhler
y Williams, 1988). Los compuestos que individualmente son genotéxicos, al pasar por el
melabolismo sufren transformaciones que alteran su estructura quimica (Tablas X1, X!, XIll y



XVI),. En las bacterias se estd simulando el metabolismo de mamiferos con microsomas
hepaticos, por lo que la produccion de metabolitos secundarios aunado a los fenomenos
sinérgicos o antagdnicos (Alink el al, 1983) actian de manera indirecta produciendo dano
genético (Majumdar et al,, 1977, Planche ef al, 1979; Harworth ef al., 1983; Upton ot al,, 1984,
Mortelmans et al., 1986; Zeiger ef al., 1987; Zeiger et al., 1988; Zeiger el al, 1992; Cortes-
Eslava, 1993). El efecto genotoxico se presenta de acuerdo a ciertas condiciones especificas,
ya que solo ocurre en la fraccion soluble, es indirecta y el mecanismo de mutacion es en
general por corrimiento de mensaje (Tablas |, Il y lll). De todos los posibles candidates listados
en las tablas X1, XlI, Xlli y XIV, solamente el dimetitan, el dibromoetano y el sulfalato parecen
reunir estas especificaciones. Sin embargo, eslos compuestos presentan tanto el mecanismo

de mulacién por corrimiento como por suslitucion de mensaje.

Los plaguicidas identificados en la Laguna de Términos, Camp. y Laguna de La Mancha, Ver,,
incluyen a algunos organoclorados y organofosforados, de ellos solo algunos son genotoxicos
(Tablas XI y Xil) (Botello y Villanueva, 1988; Diaz-Gonzalez, 1992; Botello ef al., 1994). La
identificacion de pesticidas en los dislintos sustralos de las lagunas (agua, sedimento y
organismos) en muchos casos presenta limitaciones técnicas, para establecer su presencia en
las Lagunas se recurre a informacion indirecta, tal como los datos que proporcionan los
agricultores y ganaderos o por inferencia de los cultivos y actividades agricolalganaderas de la
zona. Por lo que el hecho de que no se tengan idenlificados quimicamente no quiere decir que

no se wilicen o no se encuentren depositados en los sistemas osluarinos.



Tabla XI. Mutagenicidad en Salmonella typhimurium y Drosophila melanogaster de plaguicidas
organoclorados y carbamidas utilizados en la region de las Lagunas de La Mancha,

Ver. y de Términos, Camp.

COMPUESTO  Salubilidad en Agua Salmonella Drosophilla LaMancha  Terminos

t-Lindano Inscluble -(2,3)° N 13 14
(7 ppm agua)

Heplacloro Insoluble -{2.5,912)° N 13 14
(4.5 kgl etanol)

Clordano Insoluble +H(N) N 13 15
{0.1ppm agua) :

Dieldrin (HEQD) Insoluble +(28) v N 13 14,15

-(3,9,12)°

Aldrin Insoluble -(2,7,9)° N 13 14

Diclorvos Soluble +(20)V ?(2)
(10000ppm agua)

Endrin Insoluble -(5,2)° N 13 14
(17 9/100ml acelona) +(9) v

Melooxiclor Insoluble -(2) -(2)
(2 g100 ml etanol)

DoT {nsoluble -2y ?(2) 13 14,15
(2 g/100 ml etanol)

pp'DDD Insoluble +(1) 4 7(2) 13 14
(2 g/100 ml etanol) -(20°

pp'DDE Insoluble -{(1,24,9)° ?(2) 13 14
(2 g1100 ml etanol) +(10,11)

Dimetilan Soluble +(2) e N
(25% agua)

Nemagon Insoluble +(2,6) ¢ +(11,16,17)
(89 ppm agua)

CLAVE

N Sin dato. ? Datos inconcluyentes. © +59 y -89, °° TA100 +S9, v TAT00 +59 y -59 y TAUB +89. V TA100 +$9 -59
y TA98 -S9 letal, 4 TA98 +59. ¢ TA100 +59 y TA9B +89

REFERENCIAS

1. Planche et al., 1987. 2. Uplon et al., 1984, 3. Harworth et al,, 1983, 4. Mortelmans ef at., 19086, 5. Zeiger et al,,
1987, 6. Zeiger of al, 1988. 7. Zeiger et al, 1992, 8. Majumdar ¢/ al., 1977. 9. Mersh et at., 1994. 10, Valencia et
at., 1983. 11. Yoon et al., 1985. 12. Marshall et a/, 1976. 13. Botello of al., 1994. 14. Diaz Gonzalez, 1992. 15
Botello y Villanueva, 1988. 16. Murnik, 1976. 17. Sandhu ef al., 1984,

)



Tabla Xil. Mutagenicidad en Salmonella typhimurium y Drosophila melanogaster de plaguicidas
organofosforados utilizados en la region de las Lagunas de La Mancha, Ver. y de
Términos, Camp.

COMPUESTO  Solubitidad en Agua Salmonella  Drosophilla  La Mancha  Términos

Fention Insoluble +(3)° -(1)
(55 ppm en agua) -(1)

Paration Insoluble +(2) » N 8
(145 ppm agua)

EtilParation Insoluble -(1) -(1) 8

Coumapos Insaluble -(1) ?(1)
(1.5 ppm agua)

Metil Azinfos Insoluble -(1) -(1) 8
(28 ppm agua) +(4,9)A

Malation Insoluble -(1,2 -(1) 8
(21 ppm agua)

Metil Paration  insoluble +(2) + N 8
(55 ppm agua) (1)

Diazinon Soluble -(1.5,7) N
(290 ppm/100 ml agua)

Dimeloato Soluble 3% +(2) ¢ -(1)

-(1)
CLAVE

+ Efecto positivo. - Efecto negativo. N Sin dato. ? Datos inconcluyentes. ° TA100 +59. # TA100 -59. ¢ TA100 +S9y
-59. A TA 98 activacion vegetal.

REFERENCIAS
1. Upton et al., 1984, 2. Harworth el al,, 1983. 3. Mortelmans of af, 1986. 4. Zeiger of al., 1987. 5. Zeiger ef al.,

1988. 6. Zeiger et al, 1892, 7. Marshal et al, 1976. 8. Diaz Gonzalez, 1992, 9. Cortes-Eslava, 1993
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Tabla XIll. Mutagenicidad en Salmonella typhimurium y Drasophila melanogaster de herbicidas
utilizados en la region de las Lagunas de La Mancha, Ver. y de Términos, Camp.

COMPUESTO  Solubilidad en Salmonella  Drosophila La Mancha Términos
Agua

Sulfalalo Poco soluble +(1,2)° N 7
(100 ppm agua)

Monuron ? -(1.2) -(N 7

Trifluralin Soluble +(3)A -(1) 7
(1400ppm agua) - (1)

Cotoran Insoluble -(1) N 7
(80 ppm agua)

Dialato Poco Soluble -(1,4,6) A N(5) 7
(400 ppm agua)

CLAVE

+ Efeclo positivo. - Efecto negalivo. N Sin dato. © TA100 +59 y TA98 +59. A TA100 +59.

REFERENCIAS
1. Upton et al., 1984. 2. Haiworth et al, 1983. 3. Mortelmans et al, 1986. 4. De Lorenzo of al, 1978, 5. Murnik ot

al., 1976. 6. Sikkay Florczyk, 1978. 7. Dlaz Gonzalez, 1992,

Los metales constituyen un gran problema en el ambiente acuatico por la capacidad que tienen
para formar complejos con la materia organica y por la tendencia a fijarse en los tejidos de los
crganismos expuestos (Livingston, 1985; Viarengo, 1985; Villanueva y Botello, 1988,
Rodriguez-Ariza of al, 1992). La biodisposicion de los metales esta sujeta a faclores de
concentracién, temperatura, salinidad, presencia de agentes quelantes u otros metales,
impermeabilidad de la superficie, estado nutricional, etapa reproductiva, flujo osmélico, enlre
otros. (Rainbow, 1990). Se adquieren a partir del alimento o por adsorcion de formas biolabiles
en el tubo digestivo (Aoyama et al.,, 1978). El Cd se encuentran por arriba de! limite maximo
permitido (LMP) es de 0,135 ppm (Food and Drug Administration, 1978; Villanueva y Botello,
1992). El (Tabla Vili). En S. typhimurium el Mn, Co, Zn y Cd son mutagénicos, ya que
provocan desplazamiento del mensaje y no requieren de activacion metabdlica. Solo en un
caso Laguna de Términos, Camp. y otro en Laguna de La Mancha, Ver. se encontrd efecto
atribuible a los metales. Sin embargo, para detectar la genotoxicidad de los metales en S,
typhimurium, es necesario aplicar un protocolo experimental especifico (Pagano y Zeiger,
1992), y los experimentos asi efectuados para confirmar Io anterior dieron todos resultados
(Datos no incluidos), por lo que se tiende a descartar el efecto provocado por este giupo de

contaminantes. Aunque existe al posibilidad de que los metales se encuentre interaccionando



alguin otro tipo de agentes xenabidticas y por lo tanto no disponibles a las bacterias (Pagano y
Zeiger, 1992).

Tabla XIV. Mutagenicidad en Salmonella lyphimurium y Drosophita melanogaster de fungicidas
y fumigantes utilizados en la regidn de las laguna de La Mancha, Ver. y de
Términos, Camp.

COMPUESTQ Solubilidad en Agua Salmonella  Drosophila  LaMancha  Términos

Fenolovo Insoluble -(1.4) N 8

Oxido de propileno | Soluble +(1,3)° +(1) 8
(40% en agua)

Solan Insoluble -(1.2) -{1) 8

Nitrofe Insoluble +{1) 4 N 8
(1ppm agua) -(3)

Dibromoetano Soluble +(1,4) a N 8
250 partes**

Griseoulvin Insoluble -(1,4) N 8
(13 g/ml DMF)

Captan Insoluble +(4.5) A -(1) 8
(290 mg/mi etanol)

NBT Insoluble® +(56,7) & N 8

Folpet Insoluble +(1) & N 8
{290 mg/100m etanol)

Dexon Insoluble* +(4) &° N 8

CLAVE

+ Efeclo positivo. - Efecto negativo. N Sin dalo. * TA1535 +59. aTA100 +59y -S9y TAG8 +89y -89.

REFERENCIAS
1. Upton et al., 1984. 2. Harwhoith af al., 1983. 3. Zeiger ot al., 1988. 4. Zeiger o al,, 1992. 5. Kada et al., 1974,

6. Shirasu et al., 1976, 7. Kier et al., 198G. 8. Diaz Gonzalez, 1992

Aunque no se puede atribuir a los metales incorporados por el ostion el leve daiio genético
registrado en el ensayo de Salmonella sin activacion metabdlica, el riesgo de cancer para los
bivalvos es evidente. En estudios histopatologicos practicados en ostidn Crassostrea virginica
de las costas de Black Rack Harbor, expuestos a sedimentos contaminados se detecté que
concentraciones de Ni 1.3 + 0.2 pg/g, Pb 2.6 + 0.6 2 pglg, Cd1.9 £ 0.4 pglgy Cr 2.2 + 1.1 pglg
son evidencia suficiente para atribuirles Ia incidencia de cancer en diversos tejidos como el

renal, el gastrointestinal, el sistema respiratorio, cardiaco, gonadal y del sistema nervioso



(Gardner ¢! al, 1988). Las concentraciones determinadas en este estudio para Ni, Cry Cd para
la Laguna de Términos, Camp. y Laguna de La Mancha, Ver., se encuentran en todos los
casos por arriba de los valores determinados como causales de cancer (Gardner y Yevich,
1991).

Las determinaciones efectuadas por absorcidn atémica ostion y sedimento corresponden a las
temporadas de lluvias y norles (Tablas Viil y 1X)., mientras que las rnuestras de la temporada
de secas fueron analizadas por la técnica de rayos X de fluorescencia. En esle tltimo caso el
equipo presentd fallas, por lo que es probable que algunus resultados no correspondan a
valores reales (Datos no incluidos).

El Cr, Mn, Fe y Co, se encuentran agrupados como elementos mutagénicos (Rodriguez-Ariza
et al., 1992). Los elementos quimicos que tradicionalmente se han asociado con hidrocarburos,
son el V y Ni. El vanadio no fue determinado en las muestras de oslion y de sedimento. Ei
nique! esta considerado como elemento esencial, pero en ninguno de los casos se le encontré
por arriba del valor establecido de tolerancia para crustaceos (Sppm).

En el ostion de la Laguna de La Mancha, Ver. se encuentra en concentracion elevada
mientras que en el ostién de la Laguna de Términos, Camp. ocurre lo contrario (Tabla VIII). Se
ha reporlado que la concentracion de Cu en los bivalvos es un reflejo de mecanismos
fisiologicos y no existe influencia de las variaciones estacionales (Viarengo, 1985; Lauenstein
el al., 1930), aunque es un elemento quimico que refleja contaminacion (Lopez-Artiguez el al.,
1989). También se ha observado que bivalvos de zonas relativamente libres de contaminantes,
acumulan mayor cantidad de sustancias potencialmente genotoxicas, tal parece que los
organismos sometidos a condiciones extremas de contaminacién aceieran tos mecanismos de
metabolizacidn y/o excrecién (Rodriguez-Ariza et al., 1992).

El Zn, es importante en el transporle de electrones através de la cadena respiratoria e
interviene como promotor de la movilidad de los espermatozoides. Los ostiones tienden a
acumularlo pero también presentan estrategias metabdlicas para eliminarlo (Rainbow, 1990).
Tanto el Mn, el Zn y el Cd son de poca genotoxicidad en el sistema de Ames, io cual puede a
su vez ser un reflejo de las propiedades quimicas en comparacion a otros metales de
transicion (Rodriguez-Ariza et al., 1992). EI Pb y el Cr en cambio, se han caracterizado por ser
un elemento tipicamente tdxico pero no genotoxico (Forstner y Wittmann, 1979). El nimero de



muestreos realizados y las concentraciones determinadas en el oslién y en el sedimento de la
época de lluvias y nortes no presenta variaciones que puedan vincularse con flujos
estacionales. Por (ltimo el Ti solo se encontro en el sedimento, lo cual puede indicar que la
forma quimica en el agua de las Lagunas no esta biodisponible y todo queda atrapado en el
sedimento.

Los resultados indican que se pueden establecer cierlas diferencias entre ambas Lagunas,
debido principaimente a los contaminantes introducidos. La bibliografia menciona que la
Laguna de Términos, Camp. es una zona con alto grado de desarrollo industrial, vinculado con
la extraccion del petrdleo y con la actividad agricola, por lo que también es alto el aporte de
contaminantes (Dlaz-Gonzalez, 1994; Botello y Vilianueva, 1988; Botello, et al., 1992). En
cambio en la Laguna de La Mancha, Ver., considerada como testigo en este estudio, las
actividades se enfocan principalmente a la agricullura y a la ganderia; por lo cual se le
considera en proceso de contaminacion (Botello et al, 1994). Las rutas de incorporacion a las
lagunas costeras de pesticidas y otros compuestos provenientes de las zonas de desarrollo,
ocurre por escurrimiento y acarreo de los rios, donde pueden quedar atrapados en las
particulas en suspension y posteriormente en la zona de mezcla agua dulce/agua salada,
sedimentarse. Los factores fisicos como el viento y el movimiento de las masas de agua
vuelven a resuspenderlos dejando a los genotoxicos biodisponibles, cuando el nivel y fos
aportes de agua disminuyen, la debido a la evaporacion. De esta forma una gran cantidad de
contaminantes permanecen en el sedimento para ser degradados o bien para que los
organismos los asimilen directamente (Toledo, 1982; Stephenson, 1992). Los resultados de los
tres muestreos realizados mantienen en general relacion entre el dafio al ADN y el grado de
cohlaminacidn. asl la genotoxicidad mas elevada se registra con los ostiones que por estar en
la Laguna mas contaminada, tienen la posibilidad de acumular mayor cantidad y tipo de

xenobioticos.

La prueba SMART no indica si e} mecanismo de mutacién es directo o indirecto, pero si
permite pueden observar mutaciones génicas y eventos recombinogénicos. Los resultados
preliminares muestran un leve efecto mutagénico, que se presenta en ambas Lagunas (Tabla
IV). El andlisis de viabilldad de larvas tratadas con la Fraccidn Total (FT) (Tablas V y V), se
observa una disminucién en el nimero de individuos que alcanzan la etapa de adulto. La
sobrevivencia en los muestreos de secas y lluvias en Laguna de Términos, Camp. indican
clerto efecto letal, ain después de descartar al testigo de etanol (Tabla V), lo cual se puede
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atribuir al grupo de los pesticidas, particularmenle inseclicidas aplicados en los cullivos de las
zonas aledafias. Esle efeclo no se observd en la Laguna de La Mancha, Ver. En el caso de
tratarse de algin insecticida, éste provocaria un efeclo de lelalidad y bajo estas circunstancia
el posible dafio genélico pasa a ser secundario.

Hay similitud entre las pruebas de Ames y SMART en al efecto genoldxico de la Fraccion Tolal
(FT). En el caso de la Laguna de Términos, Camp. la comparacion entre los resullados de S.
typhimurium (Tabia ) y los de manchas en el ala de D. melanogaster (Tabia IV), indicaron que
el grado de coincidencia entre ambos sistemas es del 90% (Tabla VII). De acuerdo a este valor
estadistico, se puede establecer que en el extracto de oslion hay compuestos quimicos que
provocan dafio en el material genético en ambos sistemas, aunque el efecto es menor en D.
melanogaster que en S. lyphimunum. L.o anterior se podria atribuir a una mayor sensibilidad en
una de los dos sistemas, pero como so6lo hay un experimento en O. melanogasler, no se puede
considerar a estos resullados como concluyentes, por lo que seria necesario efectuar mas
experimentos, ya que el método ha sido ampliamente validado (Wrgler y Vogel, 1986).

Otros estudios similares a ésle analizan las diferencias en genoloxicidad de conlaminates
incorporados en el oslién y en otras dos especies de organismos recoleclados todos dentro de
un sislema estuarino (Sparks ef al, 1982). En italia se realizd la determinacion de
genotoxicidad de moluscos de la Laguna de Venecia y se comparé contra organismos de la
misma especie adquiridos en el mercado, para después tratar de definir la capacidad de
respuesta de los mejillones transportados de zonas con menor cantidad de conlaminantes a
olras allamente contaminadas (Frezza et al., 1982). En 1992, Rodriguez-Ariza el al., realizaron
un estudio con tres especies de bivalvos recolecladas en distinlos puntos de la costa del
Atlantico Sury se clasificaron desde altamente contaminados hasta poca contaminados

Durante el desarrollo de! presente estudio, se considerd la posibilidad de tener un testigo de
ostiones lavados en el laboratorio, sin embargo la infraestruclura y recursos no lo permitieron.
Sin embargo se tratd de establecer la posible relacion entre el grado de contaminacion de cada
laguna y la genotdxicidad provocada por los contaminantes acumulados por los ostiones. Los
extractos de los osliones provenientes de la Laguna de La Mancha, Ver., considerada como
testigo en general ocasionaron menor dafio al material genético de Salmonella lyphimurium
que los provenientes de la Laguna de Términos, Camp., con mayor contaminacién. Aunque
puede tratarse de una coincidencia, la magnitud del dafio genotéxico, el tipo de mecanisimos y



las fechas de recolecta, pueden mostrar que el efecto es causado por las suslancias
xenobidticas detectados por ofros estudios, indican que las diferencias se deben a
contaminacion y no a respuestas metabdlicas o antibacleriales del ostion. Sin embargo, para
una mayor certeza serla conveniente continuar con los muestreos, en ambas lagunas o
ampliarse a ofras también de! Golfo de México, para asi establecer la relacion entre el grado de
contaminacion en los estuarios y la genoloxicidad provocada por agentes xeniobidticos
Incorporados al ostion. Para definir a los contaminantes seria conveniente realizar andlisis por
cromatografia de gases de las distintas fracciones de ostion en busca de plaguicidas solubles o
de otros contaminantes.



CONCLUSIONES

Los resultados indicaron que ambos sistema de prueba detectaron genotoxicidad, pero el de
Salmonella typhimurium mostré mayor sensibilidad.

No obstante lo anterior, se considera que los de Drosaphila melanogaster son lodavia datos
preliminares.

De acuerdo a las diferencias entre ambas lagunas se puede establecer relacion entre el grado
de contaminacidn del embalse y la respuesta genotéxica: a mayor contaminacion, mayor dafo
genético. La genotdxicidad mayor en la Laguna de Términos, Canmip. puede ser consecuencia
del mayor desarrollo agricola e industial de la region.

Los muestreos anuales indican diferencias estacionales en la genotoxicidad provocada por los
contaminantes acumulados por el ostién. De lo anterior se infiere que si se mantiene
periodicidad en los muestreos, es posible establecer un programa de biomonitoreo acerca de
lagenotoxicidad de contaminantes en tejidos de ostion.

El estudio sugiere que el oslidn puede ser un buen indicador de genotoxicidad, ya que actmula
contaminantes que segin se observé pueden provocar dafio genético que a su vez podria
reflejarse en la cadena alimentaria.

Se tiende a descartar la posibilidad de que los hidrocarburos sean responsables del dafio
genético observado, ya que no se encontré efecto en la fraccidn inorgdnica.

Los posibles responsables del dafio son de efeclo indirecto, solubles en agua y en la mayoria
de los casos provocan corrimlento del mensaje genético. Es probable que se trate de algun
plaguicidad, ya que algunos de los utilizados en la regién reunen las caracleristicas antes
marcadas.

Es poco probable que se trate de metales, también presentes en ambas lagunas, ya que la
mutagenicidad conocida es de efecto directo, es decir no requieren de activacién metahdlica y
al aplicar el protocolo especifico para metales en S. typhimurium el resullado fue negativo en
lodos los casos.



ANEXO

REACTIVOS

De J.T Baker fueron: sulfato de magnesio (Mg SO, ¢7H;0), dcido citrico monohidratado,
fosfato de potasio dibdsico trihidratado (K;HPO,), cloruro de sodio (NaCl), cloruro de potasio
(KCI), cloruro de magnesio (MgCl, « 6H,0), fosfato de sodio dihidrogenado (Na,;HPQ,), fosfato
disodio hidrogenado (Na,HPQ,), dimetilsulfésxido (DMSQ,) y acetona.

De Sigma fueron: fosfato de sodio y amonio (NaHNH,PO, « 4H,0 ), Nicotin adenin dinucledtido
fosfato (NAPD), Glucosa-6-Fosfato, D-biotina, L-histidina, 2-amindfluoreno (2-AF) y azida de
sodio (NayN).

De Bioxon: agar bacteriologico, glucosa y extracto de levadura.

De Mol. Tox. Co.: extracto hepético liofilizado de rata.

PREPARACION DE REACTIVOS.

SALES DE VOGEL-BONNER (50X).

INGREDIENTES PARA 100 mi
Agua destilada caliente 67.0 mi
Sulfato de Magnesio (Mg SO, ¢7H20) 1.0g

Acido citrico monchidratado 100g
Fosfato de Potasio Dibasico Anhidrido (K,HPO,) 50.0 g
"Fosfato de Sodio y Amonio (K;HPO,) 1759

Colocar el agua en un vaso de vidrio sobre un agitador magnético y vertir las sales en el orden
indicado, a medida que se vaya disolviendo la anterior. Ajustar el volumen y esterilizar a 121°C
durante 20 min.
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SOLUCION DE SALES (KCI 1.65 M, MgCl, 0.4M).

INGREDIENTES PARA 500 mi
Cloruro de Potasio (KCl) 6159

Cloruro de Magnesio (MgCl,e6H,0) 4079

Agua destilada Ajustar 500.0 mi

Disolver los ingredientes en el agua. Esterilizar a 121°C durante 20 min, Almacenar en frascos
de vidrio con tapon de rosca y refrigerar.

BUFFER DE FOSFATO DE SODIO 0.2M, pH 7.4.

INGREDIENTES PARA 600 m!
Fosfata de Sodio Monabasica 0.2M (NaH,P0.¢H,0, 13.8 g/500mi) 60 ml
Fosfato de Sodio Dibasico 0.2M(NaH,PQ, 14.2 g/500ml) 440 ml

Ajustar el pH con las mismas soluciones. Esterilizar a 121°C durante 20 min.

SOLUCION DE NADP 0.1M.

INGREDIENTES PARA § ml
NADP 383g
Agua Destlilada Estéril 5ml

Colocar la cantidad de NADP en tubos de ensaye con tapa de rosca y cubralo con papel
melalico, Almacenar en un desecador a -20°C. Agregar el agua solo cuando se vaya a utilizar y
mantener en un baro de hielo, No es necesario esterilizar, pero se pueda filtrar (tamafio de
poro 0.22 um). Una vez preparado se guarda en el congelador. Permanece eslable por 6
meses.

GLUCOSA 6-FOSFATO 1M,

INGREDIENTES PARA 10 mi
Glucosa 6-Fosfato 282¢
Agua Destilada Estéril 10.00ml

Colocar las cantidades indicadas de glucosa 6-fosfato en tubos de ensaye cubiertos con papel
aluminio. Almacenar en desecadores y solo cuando se vayan a ulilizar agregar el agua. La
solucién puede ser esterilizada por medio de filtros de 0.22 um.
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MEZCLA ENZIMATICA S9 (4%)

INGREDIENTES PARA 50 ml
Fraccidn hepatica de rata 20 mi
MgCi, 0.4M, KCi 1.65M 1.0 mi
Glucosa 6-Fosfato 0.25 mi
NADP 0.1M 20 ml

Buffer de Fosfatos 0.2M pH7.4 250 ml

Agua Destilada Estéril 19,76 mi

Los ingredientes se agregan en el orden inversa. La mezcla se prepara inmediatamente que se
va a utilizar y se mantiene en bafio de hielo. Nunca se debe recongelar la fraccién sabrante.

MEDIO MINIMO

INGREDIENTES PARA 1!
Agar 15g
Agua Destilada 930 ml
Glucosa al 40 % 50 ml

Sales de Voger-Bonner (50X) 20 mi

Agregar el agar al agua y esterilizar a 121°C durante 20 min. Cuando la solucién se haya
enfriado ligeramente, adicionar las sales y la glucosa previamente esterilizadas.

SOLUG!ON DE HISTIOINA-BIOTINA 0.6mM,

INGREDIENTES  PARA 250 mil

D-Biotina 309mg
L-Histidina HCt 24.0mg
Agua Destilada 2500 mi

Disolver la biotina en agua callente. Esterilizar por filtracion (tamafio de poro 0.22 um) 0 a
121°C durante 20 min. Aimacenar en recipientes de vidrio a 4°C,
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AGAR BLANDO

INGREDIENTES PARA 500 mi
Agar 3.0g
Cloruro de Sodio (NaCl) 25¢g

Agua Destilada 500.0 ml

El agar se puede disolver en agua caliente 0 en una parrilla con agitador magnetico. Una vez
disuello, prepare alicuotas de 100 ml y esterilizar a 121°C durante 20 min.
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